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Tutkielman tarkoituksena oli selvittdd tekijoitd levasiiran (Idotea balthica) varityksen
polymorfian taustalla. Tdsmensin tutkimuksen sisdltimadin vain yksivarisen uniformis- ja
laikukkaan albafusca-morfin. Keskeiset tutkimuskysymykset tutkielmalle olivat: onko varitys
yhden geenin sdatelema vai polygeenisesti sdddelty, ja onko sukupuolten tai populaatioiden valilla
huomattavia geneettisia eroja? Aineistoa kerattiin useista sijainneista Saaristomerella ja usealta
vuodelta. Levasiiroille toteutettiin kuva-analyysi, jossa levasiirojen varityksestd mitattiin valkean
pinta-alan osuutta ja laikkujen maaraa. Lisdksi levasiirayksiloille toteutettiin koko genomin
laajuinen assosiaatiotutkimus (GWAS), jolloin yksiléiden valistd ilmiasun ominaisuuksien
vaihtelua voitiin verrata geneettiseen vaihteluun. Genomin sekvensointia varten kustakin
populaatiosta otettiin otos, joka koostui 20 yksilosta, joista puolet oli koiraita ja toinen puolikas
naaraita. Populaatioiden vdlinen vaihtelu valkoisen varityksen suhteellisessa alueessa ja laikkujen
lukumaarassa oli tutkitussa aineistossa vahaista. Laikullisilla yksiloilla laikkujen maara erosi
sukupuolilla, mutta tdma ero riippui myos populaatiosta. Geneettisid menetelmia kayttden
levasiirayksildilta selvitettiin varityksen osiin vaikuttavat merkitsevit genomialueet ja
bioinformatiikan menetelmilld selvitettiin nadihin alueisiin liittyvid geeneja ja niiden toimintaa.
Tdman pro gradun tutkimusten mukaan nayttiisi siltd, ettd geeneilla on merkitystd siirojen
varitykseen, etenkin valkoisen pinta-alalliseen osuuteen. Levasiirojen laajan kirjon varitykset,
jopa populaation sisdlla ja yksiloiden valilla viittaa siihen, ettd varitys on polygeenisesti sdddelty.
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1 Johdanto

Polymorfialla tarkoitetaan, ettd populaatiossa tavataan véhintdan kahta tai useampaa
morfologisesti selkedsti toisistaan eroavaa geneettisesti maardytynyttd yksilonmuotoa
(Ford, 1945). Télla tarkoitetaan, ettd populaation yksilét voidaan jakaa jonkin tai
joidenkin ominaisuuksien mukaan luokiteltuihin ryhmiin. Téllainen ryhmé on morfi.
Polymorfian médritelmdn mukaan morfit esiintyvédt sellaisissa lukusuhteissa, ettéd

harvinaisinkaan néistd ei ole vain toistuvien mutaatioiden ylldpitdma (Ford, 1945).

Ford (1945) jakoi polymorfian kahteen kategoriaan: 1) ohimenevdin (engl. transient)
polymorfiaan, ja 2) tasapainotettuun (engl. balanced) polymorfiaan. Ohimenevalla
polymorfialla tarkoitetaan sité, ettd kahdesta genotyypistd yksi hiljalleen syrjayttda
toista, eli luonnonvalinta hévittdd vihitellen toisen genotyypin populaation
geenipoolista. Esimerkki tdstd voisi olla tummavdéritteisen morfin yleistyminen ja
vaalean harvinaistuminen, kun uudet ympéristdolosuhteet suosivat tumman
suojavirin omaavia yksiloitd. Tilanne on nimensd mukaisesti ohimenevii, silld
molemmat morfit esiintyvit populaatiossa jonkin ohimenevén ajan yhdessd, ennen
kuin vanhaan ympéristoon sopeutunut morfi on kokonaan syrjaytynyt. Tasapainotettu
polymorfia taas tarkoittaa sitd, ettd vihintddn kaksi morfia sdilyy populaation
geenipoolissa valinnan seurauksena. Yksi esimerkki tasapainotetusta polymorfiasta
on geneettisesti madrdytynyt sukupuoli (Ford, 1945). Frekvenssistd riippuvan
valinnan seurauksena molempia sukupuolia tuotetaan suunnilleen yhta paljon, vaikka

lajista ja tilanteesta riippuen suhdeluku voi vaihdella huomattavasti.

Polymorfia ei usein ole yksinkertaisesti todennettavissa. Monissa tapauksissa
polymorfia — vaikkakin usein mééritelty diskreetiksi vaihteluksi ja selkeiksi eroiksi
morfien vililld — sisdltdd my0s tosiasiassa jatkuvaa muuntelua. Eli termid polymorfia
kdytetddn usein, vaikka kyseessd ei olisi tarkasteltavan ominaisuuden fenotyypin
epdjatkuva vaihtelu. Tdma voi johtua siitd, ettd harvan ominaisuuden fenotyypissé ei
ole lainkaan muuntelua, ja my®ds siité, ettd tutkijat ovat tutkimustaan helpottaakseen
voineet keinotekoisesti luokitella ominaisuuksia, jotka todellisuudessa ovat jatkuvia
(Pener, 1991). Tistd esimerkki on mustahuulitarhakotilo (Cepaea nemoralis).
Kotiloilla on pohjavirind vaaleanpunainen, keltainen tai ruskea. Tédstd huolimatta
joissain tapauksissa on vaikea erottaa mihin pohjavériin kotilon véri kuuluu, ja virit
ovat usean sdvyisid. Kotilot on silti jaettu madritettythin morfeihin, mutta
rajatapauksia ilmenee, eikd aina voi suoraan sanoa yhden yksilon edustavan puhtaasti

yhtd morfia (Davison, 2019). Perinteinen késitys morfeista on, ettd jokin yksi lokus
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médrdd yksilon fenotyypin niin vahvasti, ettei jatkuvuutta esimerkiksi vérityksessa
synny (Ford, 1945). Virityksen jatkuvuus niilla kotiloilla — ja esimerkiksi tutkielmani
kohde-eliolld, levisiiroillakin (Idotea balthica)— herittdd kysymyksen siitd, onko
tdmd polymorfian médritelmi toimiva ja pétevd todellisuudessa, jossa yksilot

edustavat laajaa kirjoa vérityksessédén ja fenotyypissdan.

Elididen fenotyypin ominaisuudet voivat olla yhden tai useamman geenin sddtelemié.
Esimerkiksi puna-apinankukilla (Erythranthe lewisii) ja (E. cardinalis) véritys on
yhden lokuksen midrdami. Viritykseen vaikuttavat myos nditd pdlyttdvien
mehildisten ja kolibrien aiheuttama valintapaine, silli E. lewisii houkuttaa vain
mehildisid, kun taas E. cardinalis houkuttaa kolibreja. Lajien erilaistumista on
tapahtunut kasvien evolutiivisen historian aikana muun muassa maantieteellisen
eriytymisen myotd (Bradshaw & Douglas, 2003). Alun perin keltainen viritys oli
kukan geenin mutaatio, mutta véritys houkutti mehildisid ja karkotti kolibreja
synnyttien polyttdjdisolaation. Kumpikin varimorfi on yhti kelpo, mutta erikoistunut
eri polyttdjien houkutteluun polytyksen maksimoimiseksi. Varimorfit eivit
kuitenkaan aina ole yksiselitteisesti yhden geenin mairdamid, silld esimerkiksi
banaanikérpdsen (Drosophila melanogaster) véritys on usean geenin sditelemd,
missd useat rakennegeenit toimivat pigmentin syntesoinnissa, ja sdéintelygeenit

pigmentin kuvion syntesoinnissa (Protas & Nipam, 2008).

Klassinen esimerkki polymorfiasta on teollisuusmelanismin  aiheuttama
véripolymorfia (Kettlewell, 1955). Télld tarkoitetaan tilannetta, jossa saasteet
tummentavat ympéristod, jolla elion vaaleampi kéitkeva suojavéri on ennen toiminut.
Talloin suurempi osa aikaisemmin huonosti parjddvid tumman suojavirin omaavia
yksiloitd selvidd muuttuneessa ympdéristossd paremmin, ja tdmd viritys yleistyy.
Usein esimerkkind kédytetddn koivumittaria (Biston betularia), joka esiintyi
padasiallisesti vaaleansédvyisend ennen teollistumista. Koivumittarista esiintyy myos
tummaa morfia. Normaalisti vaalea morfi on yleisemmin esiintyvd morfi, jota
populaatiossa esiintyy eniten, silld timi suojaviri auttaa koivumittaria piiloutumaan
saalistajilta. Vaalea viritys muistuttaa paljon koivurungon véritystd, mitd vasten
ollessaan koivumittari ei helposti erotu saalistajille. Tumman muodon tuottava alleeli
on dominoiva ja vaalean morfin tuottava alleeli on resessiivinen. Tumman morfin
yksilot sen sijaan erottuvat helpommin ja pddtyvit saaliiksi useammin, jolloin
kyseisen virityksen geenit vidhenevét populaatiossa, eikd tdtd morfia esiinny

suhteessa yhtd paljon. Jos teollisuuden nokipédéstot vérjadaviat ympéristod, jolloin
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esimerkiksi aiemmin vaaleat koivunrungot nyt vérjdytyvéat tummiksi, ei koivumittarin
vaalea suojaviri endéd toimi yhtd tehokkaasti. Nyt tilanne on pdinvastainen, jolloin
tumman morfin yksildiden suojavari toimiikin tehokkaammin, ja timén morfin geenit

yleistyvit populaatiossa (Kettlewell, 1955; Cook et al. 2012).

Viripolymortfiaa havaitaan monilla lajeilla, hyvin erilaisissa elidryhmissé, ja monista
eri syistd. Lisdksi morfien yleisyys, eli ndiden suhteellinen mééra verrattuna muihin
morfeihin voi vaihdella huomattavasti saman lajin populaatioidenkin vaililla.
Koivumittareilla (Kettlewell, 1955), okasirkoilla (Tetrix subulata) (Forsman, 2011),
ja levasiiroilla (Salemaa, 1978; Jormalainen et al. 1995; Merilaita, 2001)
varipolymorfia liittyy elididen suojavéritykseen ja edesauttaa yksildiden
selviytymistd vaihtelevissa ympéristoissd. Levisiiroilla esiintyy viripolymorfiaa,
joka toimii suojavarind visuaalisesti saalistavia kaloja vastaan (Merilaita, 2001). Néin
eri morfit parjddvat joissakin ympdristdissd muita morfeja paremmin, miki saattaa
edesauttaa monimuotoisuuden sdilymistd. Viripolymorfia voi titen liittyd
suojavaritykseen elididen esiintyessd vaihtelevissa ympdristoissd, edistden nédiden

selviytymista.

Suojaviritys ei kuitenkaan ole ainoa polymorfian hy6ty. Esimerkkind mainittakoon
rantaokasirkkojen lisddntynyt uusien populaatioden perustamismenestys (engl.
establishment success): on todenndkodisempéd, ettd uuden alueen asuttaminen pienelld
perustajapopulaatiolla onnistuu, kun joukossa on suurempi midrd geneettisesti

eroavia viarimorfeja (Forsman, 2016).

Viripolymorfiaa — ja polymorfiaa yleensdkin — esiintyy useista eri syistd, kuten
mustahuulitarhakotiloilla saalistuksen ylldpitiménd (Cepaea nemoralis) (Lamotte,
1959; Jones et al. 1980; Surmacki et al. 2013), jalokivihdmaikeilld
saalistusmenestyksen yllidpitiménd (Gasteracantha fornicata) (Kemp, 2013), tai
muun muassa seksuaalivalinnan ylldpitimidnd mansikkasammakoilla (Oophaga
pumilio) (Galeano & Harms, 2016). Kaiken kaikkiaan viripolymorfia kuten myds
polymorfia itsessddn on jo laajalti tutkittu ilmi6, mutta kisitettd ei ole — etenkin
nykytutkimusten varjolla — pystytty tismentdmaén tiysin kattavaksi. On oletettavaa,
ettd polymorfia sdilyy populaatioissa syystd. Aiemmin mainitusti, polymorfian
méiiritelmdn mukaan ehtona on, ettd se ei sdily populaatiossa vain toistuvien

mutaatioiden seurauksena. Jos jokin morfi sdilyy populaatiossa mutaatioista



riippumatta, tarkoittaa se, ettd kyseinen morfi on riittdvdn elinkelpoinen ja

kilpailukykyinen muihin morfeihin ndhden (Ford, 1945).

Polymorfiasta on laajalti keskusteltu alkaen Fordin (1945) artikkelissa, ja sitd on
tasmennetty  yksityiskohtaisemmin, esimerkiksi lajikohtaisesti tuoreemmissa
tutkimuksissa, kuten Whiten ja Kempin (2016) ja Davisonin (2019) artikkeleissa.
Polymorfia ei yleisesti ole geneettiseltd taustaltaan niin yksinkertainen ilmid kuin
miltd se usein saadaan kuulostamaan, kuten klassisen koivumittari esimerkin kanssa
(Kettlewell, 1955; Cook et al. 2012). Vaikkakin yhden geenin sédtelemd polymorfia
on mahdollista - kuten puna-apinankukilla (Bradshaw & Douglas, 2005) — on
mahdollista, etti morfeja ei aina ylldpidd tai sditele vain yksi tekijd. Joissain
tapauksissa vaihtelun jatkuvuuden vuoksi morfien rajat voivat héilyd ja tutkijat
joutuvat tekemédn paétoksid, kuinka yksilot luokitellaan ja kuinka eri morfit rajataan.
Vastaavaa huomasin henkilokohtaisesti levésiiroja tutkiessani, missd tutkijan
mukaan, siirojen vérityksen luokitus saattoi erota henkilokohtaisen mielipiteen

vuoksi.

Vaikkakin polymorfia on tunnettu ja tiedetty ominaisuus monilla lajeilla, on
tutkimushaara tdhén aiheeseen suhteellisen nuori. Ford oli ensimmadinen, joka esitti
polymorfialle tdsmaéllisen médritelméin, ja kuluneiden vuosikymmenten aikana
tutkimukset polymorfian tekijoihin, sen vaikutuksiin, ja eri ilmenemistapoihin — kuten
véripolymorfiaan — ovat jatkuneet ja lisdéntyneet. Tutkimuksissa on edelleen
vaikeuksia esimerkiksi morfien diskreetissd luokittelussa, mikd kuitenkin monilla

lajeilla on tosiasiassa hdilyvérajainen morfien sisdisen vaihtelun takia.

Pro graduni tarkoituksena on selvittdd viripolymorfian méédrdytyminen levisiiroilla
ja siten lisdtd my0s polymorfian késitteellistd ymmartamistd. Levésiirat (Kuva 1) ovat
laheisyydessd kasvillisuuden suojassa. Etenkin rakkolevét (Fucus vesiculosus)
tarjoavat yleisesti elinympdériston, suojaa sek ravintoa levisiiralle (Jormalainen et al.
1995). Levisiirojen lisdksi Itdmeren alueella tunnetaan kaksi muutakin /dotea-lajia,
hoikkalevisiira (. chelipes), jota esiintyy tyypillisesti sekd Saaristomeren ettd
Selkdmeren alueilla, ja tyrskylevasiira (1. granulosa), jota esiintyy etenkin
Selkdameren alueella. Aikuiset levisiirat ovat tyypillisesti noin 10-30 mm kokoisia.

Naaraat ovat koiraita tyypillisesti pienempié (Leidenberger, et al. 2012).



Levisiiroja pidetdéin véritykseltddn polymorfisena. Niiden vérityksen ilmiasu
vaihtelee huomattavasti populaatioiden vililld ja paikallispopulaatioidenkin sisdlld
(Buinheim et al. 1982; Guarino et al. 1993). Téille mahdollinen selitys voi olla
saalistuksen valttaiminen, silld levisiiroja esiintyy alueilla, joilla esiintyy myds ndiden
saalistajia. Levésiirojen véritys on kehittynyt suojaaman néditd visuaalisesti
saalistavilta kaloilta (Merilaita, 2001). Levisiirojen viritys muistuttaa paljon niiden
habitaatin véritystd — kuten esimerkiksi rakkolevédd, merirokkoja (Amphibalanus
improvisus) ja meriajokasta (Zostera marina) — jota levésiirat kdyttavét suojanaan ja
ravintonaan. Kitkevd suojavéritys on yleinen saalistukselta suojaava ominaisuus
(Bond, 2007; Forsman, et al. 2011). Véripolymorfia voi titen liittyd suojavéritykseen

elididen esiintyessi vaihtelevissa ympéristoissd edistden ndiden selviytymista.

Leviésiirojen pohjaviritys vaihtelee vaalean vihredsta tai ruskeasta tumman vihredén
ja ruskeaan, ja naarailla jopa tiysin mustaan. Koiraiden pohjaviri voi olla hyvin
tumma, mutta l&heisesti tarkasteltuna ei kuitenkaan tdysin musta (Jormalainen,
Merilaita & Tuomi, 1995). Itdmerella tyypillisesti esiintyvét levisiirojen varimorfit
on luokiteltu pohjavirié rikkovan vaalean kuvioinnin mukaan seuraavasti Salemaan
(1978) artikkelissa: uniformis, eli padasiallisesti yksivérinen; albafusca, eli vaalea
laikukkuus; ja maculata, eli kauttaaltaan vaalean pistemdisen kuvion rikkoma
pohjaviritys. Risteytyskokeilla on osoitettu, ettd morfit ovat geneettisesti

madraytyneitd (Hamelin, 1963; Legrand-Hamelin and Legrand, 1982a,b).

Albafuscan ja maculatan ilmiasuissa, esimerkiksi laikkujen miédrdssd, koossa ja
muodossa on vaihtelua yksiloiden vililld merkittdvissd méadrin. Esimerkiksi joillakin
albafusca-yksiloilld on useita pienid valkeita laikkuja, kun taas toisilla valkeat laikut
peittdvit jopa yli puolet ndiden ruumiista, ja laikut ovat pikemminkin kokonaisia
valkeita alueita laikkujen sijasta. Pitkittdisraidalliset morfit /ineata ja bilineata ovat
meilld harvinaisempia, ja niilld ei raitojen ilmiasussa vaikuta olevan vaihtelua
yksiléiden vélilla. Lineata morfilla kulkee yksittdinen suora raita keskiselkdd pitkin,
ja bilineata morfilla raita kummankin kyljen mukaisesti (Kuva 1). Yksil6illd voi olla
my0s useiden morfiominaisuuksien yhdistelmid, kuten albafusca-maculata tai
lineata-bilineata. Minun tutkimukseni keskittyy ainoastaan uniformis ja albafusca

morfeihin, eli kuviottomiin ja laikullisiin yksil6ihin.



Kuva 1—1. balthican Itémeren morfit. Yld-vasen: uniformis, ylé-oikea: albafusca, ala-vasen: lineata-bilineata, ala-
oikea: maculata.

Levésiirojen monimutkaisen vérityksen ja kuvioinnin vuoksi on oletettavaa, ettd
ndiden véritys ei ole yhden geenin sdételeméd. Joidenkin morfien ilmiasuissa on
laajaa vaihtelua, mikd tekee epédtodenndkdiseksi sen, ettd kaikki vaihtelu on vain
yhden tekijin muokkaamaa. Morfien sisdlld virityksessd on suurta vaihtelua
kuvioinnissa, minkd vuoksi on mahdollista, ettd véritykseen vaikuttavat useat
geneettiset tekijit — ja mahdollisesti my0s ympéristotekijit. Aikaisempien
risteytyskokeiden perusteella on tehty se johtopditds, ettd levisiiran vérityksen
polymorfia perustuu jokaista morfia vastaavaan yhteen morfin ilmenemistd

sadtelevddn lokukseen (Hamelin, 1963; Legrand-Hamelin and Legrand, 1982a,b).

Tutkimukseni péétarkoituksena oli selvittidd, onko levésiiran véripolymorfia yhden
val monen geneettisen tekijdn méadradma piirre. Liséksi selvitin sukupuolten ja
populaatioiden vilisid vérityksellisid eroja. NA&itd tarkoituksia varten selvitettiin
geneettinen vaihtelu useassa levésiirapopulaatiossa. Kuva-analyysi mahdollisti
ilmiasujen mittaamisen unformis- ja albafusca-yksiloilld ja vertaamisen sukupuolten
ja populaatioiden vélilld. Geneettisen tutkimuksen tuloksia voidaan yhdistda kuva-

analyysiin ja siten selvittdd ilmiasujen vaihtelun yhteytti geneettisen muunteluun.

2 Tutkimusmenetelmat

2.1 Menetelmien yleiskuvaus
Useista eri populaatioista kerétyiltd levisiiroilta mééritettiin sukupuoli sekd morfi.

Siirat valokuvattiin ja kuva-analyysiohjelmaa kédyttden mittasin ndiltd muun muassa

yksilon koon, valkoisten laikkujen lukuméérdn ja valkoisen pinta-alan osuuden
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selkdpuolen pinta-alasta.  Lisdksi siiroille toteutettiin  genominlaajuinen
assosiaatiotutkimus (Genome-Wide Association Study eli GWAS), jolla nimensd
mukaan voidaan tutkia yksil6iltd koko genomin laajuisesti geneettisid variantteja ja
selvittdd, onko variantti yhteydessi yksilon fenotyypin ominaisuuteen. Nditd yhdessi
kéyttden pystyn yhdistimddn siirojen vérityksen ominaisuuksia geneettisen
vaihteluun. Tdhén tutkimukseen kéytettidva levidsiira-aineisto on kerédtty ensisijaisesti
toista tutkimusta varten, mistd syysté aineistoa on kerétty useina vuosina, ja mika on

vaikuttanut tutkimukseen sisdllytettdvien populaatioiden valintaan ja otostamiseen.

2.2 Aineiston keraaminen
Vuonna 2021 kerdsin tutkimusaineistoa Saaristomereltd sekd Selkdmereltd touko-

kesdkuussa. Selkdmerelld kerésin aineistoa Uudenkaupungin alueelta Pyhidmaasta
(PYH). Saaristomerelld kerdsin aineistoa kolmesta paikasta, jotka olivat Stenskér
(STE), Berghamn (BER) ja Sundskir (SUN). Aineistoa tdhin tutkimukseen on saatu
my0s aikaisemmin kerétyistd ndytteistd vuosilta 2014 ja 2020, joiden kerdystapa on
sama kuin vuoden 2021 néytteilld. Vuoden 2014 néytteet ovat Katavaluodosta (KAT),
ja 2020 niytteet Rihtniemestd (RIH), Boskiristd (BOS), Gulskéristd (GUL), ja
Jurmosta (JUR). Tarkemmat tiedot on siséllytetty Taulukkoon 1 koiraiden (M) ja
naaraiden (F) osin. Sisdllytin aineistooni siiroja useista eri paikallispopulaatioista,

jotta voin analyyseissd verrata populaatioiden vélisié eroja.

Kerdyspaikoilla saarten rannan laheisyydesti etsittiin rakkolevikasvustoa, ellei tietoa
kasvupaikasta ollut tiedossa etukiteen. Rannan ldheisyydestd noin 0,5-1,5 metrin
syvyydestd rakkolevdpuskia nostettiin haravia kdyttien veneen kyydissd oleviin
saaveihin. Levdsiirat kerdttiin tunnustelemalla ja ravistelemalla tai hakkaamalla
rakkolevipuskia tyhjien saavien seinid vasten, jolloin ndissd puskissa olevat levisiirat
putosivat saavin pohjalle, josta ne kerittiin talteen merivedelld tdytettyyn dmpériin.
Kerityt naytteet sdilottiin 70-prosenttiseen etanoliliuokseen (EtOH) ja sdilytettiin

+4°C valokuvausta ja geneettisid analyysejé varten.



Taulukko 1 — Valokuvatut (N¢ota) sekd sekvensoidut ndytemddrdt (Nsekvensoitu) PEr populaatio ja sukupuoli
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2.3 Aineiston valokuvaaminen
Siirat valokuvattiin selkdpuolelta virityksen ja kuvioinnin mittaamista varten.

Kaytetty kamera oli PixeLink kameramikroskooppi. Kaikki kuvat otettiin kameran
samoja vakioasetuksia kdyttden. Valokuvaus toteutettiin asettamalla siira 70%:sta
EtOH siséltdvdssd petrimaljassa sinisenvdrisen paperin pddlle. Siiroja sdilytettiin
alkoholissa, etteivit nédytteet kuivu lamppujen alla ja riskeeraa DNA:n hajoamista
ennen sen eristystd. Sinistd paperia kéytettiin, silld siiroissa ei esiinny sinistd, jolloin
taustan erottaminen siirojen kuvioinnin vireistd ja kuvioinnin analysointi oli
helpompi toteuttaa. Etenkin siiran kuoren ulkoreunat ovat usein ldpikuultavia.
Kuvissa kaytettiin harmaakorttia kameran asetusten tarkastamiseksi, ja kortti on
ndkyvissd joka kuvassa. Lisdksi kuviin sisdllytettiin millimetripaperin pala kuva-
analyysin mittakaavan suhteuttamista varten. Siirat pyrittiin asettamaan niin, ettd
niiden selké@puoli on suoraan ylospdin kameraa kohti, jolloin seldn viritys ja kuviointi
on selkedsti nikyvilld. Valaistus asetettiin sdddettivilld valoilla niin, ettd siiran koko
selus oli mahdollisimman hyvin valaistu ilman varjoja. Siiroista otetut kuvat
tallennettiin seka .tif- ettd .sif-péatteisissd tiedostomuodoissa, ja tiedostot nimettiin
kuvauspdivimédrin ja ndiden yksildllisten populaatiotunnisteiden mukaan. Kuva
tarkennettiin  keskelle siiran selkdpanssaria. Lisdksi kuvauksen yhteydessa
médritettiin siiran sukupuoli tarkastamalla sukuelimet, jotka sijaitsevat siirojen

kiduslédppien alla.

Siirojen véritys luokiteltiin Jormalaisen ja Tuomen (1989) mukaan. Pisteytys perustui
siirojen tunnettuihin morfeihin ja ndiden ominaisuuksien ilmentymisen vahvuuteen
yksilossd. Jatkuvat ominaisuudet merkittiin vélilld 0-3 — tissé tapauksessa albafusca
ominaisuuden vahvuus — missd, 0 = ominaisuutta ei ilmene ja 1-3 = ominaisuus
ilmenee, ja sen vahvuus. Rajat olivat yleisesti: 1 = ominaisuus ilmenee, mutta hyvin
vihédn; 2 = ominaisuus ilmenee vahvasti, mutta alle 50% siiran selképuolesta on

vaalea; ja 3 = ominaisuus ilmenee niin, ettd yli 50% siiran selkdpuolesta on vaalea.

2.4 Kuva-analyysi
Image] -ohjelmaa kayttden sekvensoiduille siiroille toteutettiin kuva-analyysi, missi

siiroilta mitattiin ndiden ruumiin pituus paa poisluettuna, selkdpuolen ympérysmitta
ja pinta-ala, vaalean kuvioinnin pinta-alan osuus selkdpuolella, sekd yksittdisten

laikkujen lukumaird, ympéarysmitta ja pinta-ala (Kuva 2).



Ensiksi ImagelJ:std valittiin haluttavat mittaustulokset, eli tutkimukseni tapauksessa:
kokonaispinta-ala, eldimen ymparysmitta, ruumiin pituus, ja prosenttiosuus tumman
alueen osuudesta, miké kddntéden antoi my0s vaalean alueen osuuden. Liséksi valittiin

asetus, jolla mittaukset kohdistuivat vain siiraan kuvassa.

Ensimmadinen mittaus oli siiran kehon pituus, joka tehtiin vetdmalld viiva siiran paan
takaosasta alkavasta jaokkeesta telsonin keskimmadisen piikin kérkeen saakka (Kuva
2A). Toinen vaihe oli rajata siiran &driviivat. Mittaustuloksiksi saatiin siiran
selkdpuolen ymparysmitta sekd pinta-ala. Kolmanneksi poistettiin kuvasta tausta ja
korvattiin se mustalla varilld. Neljanneksi muutetaan monisdvyinen kuva puhtaasti
mustavalkokuvaksi. Samalla tdytyi rajata mustan ja valkoisen vélinen kynnysarvo.
Rajaus taytyi tehdd yksilokohtaisesti, silld pienetkin muutokset valaistuksen maérassé
tai siiran ruumiin asennossa kuvassa muuttivat alueiden valoisuutta/tummuutta
kuvassa. Optimaalisen tuloksen saamiseksi piti silmdméérdisesti arvioida, milld
asetusarvolla suurin osa vaaleasta alueesta laskettiin mukaan mittaukseen, mutta
samalla tummaa aluetta ei laskettu litkaa mukaan raja-arvon ldhestyessd tumman
virin arvoa. Mittaustulos antaa prosenttiosuuden siiran tumman vérin peittimasta
alueesta ja pinta-alan téille. Vaalean vérin osuus laskettiin vdhentdmélld tumman
osuus koko pinta-alasta. Lopuksi mitattiin kukin laikku (valkoisella merkitty vaalea
alue kuvassa) (Kuva 2B), ja vastaavasti ndistidkin saadaan tulokseksi pinta-ala seka
ymparysmitta, kuin my0s laikkujen lukumééra. Kaikkein pienimpid laikkuja ei ole
jarkevaa valita, silld jossain vaiheessa laikun koko on niin pieni, ettei mittaustulos
anna merkitsevin suurta kokoa. Esimerkiksi tdmén tutkimuksen kohdalla mittaukset
olivat millimetreissd 3 desimaalin tarkkuudella, eli tulokset, jotka olivat 4:114 tai
useammalla desimaalilla merkittynd jatettiin huomioimatta. Kaikki mittaukset
suorittamalla ja kuvaa mittausten ohella muokaten tuotettiin lopullinen tuotos per

mitattu siirayksilo.
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Kuva 2 - Ylla (kirjaimella A merkityssd) kuvassa nékyy levdsiirayksilén ruumiin ympdrysmitan sekd pinta-alan
(ruumista ympdréivé keltainen alue) ja ruumiin pituuden (seldn poikki kulkeva suora viiva) mittaus. Mittauksissa
ei otettu huomioon yksildiden pddtd, joten se ei ole mittauksissa mukana. Alla (kirjaimella B merkityssd) kuvassa
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ndkyy levdsiiran laikkujen mddrdn, laikkujen pinta-alan ja laikkujen ympdrysmitan mittaaminen. Kukin erillinen
laikku on merkitty numerolla. Téssd kyseisessd yksil6ssd on laikkuja yhteensd 15.

2.5 Varityksen ominaisuuksien analyysit
Kuva-analyysin ja numerodatan késittelyyn kdytin RStudion (RStudio Team, 2020)
versiota 4.1.2. RStudio on R-ohjelmointikieltdi (R Core Team, 2022) kiyttidva
integroitu ohjelmointiympéristd, jota kdyttden tdssd tutkimuksessa kuva-analyysin
tulosdataa on visualisoitu seka kisitelty. Tdmén liséksi on laskettu valkean osuuden

mediaani ja kvantiilit, seka laikkujen keskiméaéara.

Tein albafusca-yksiloissd valkoisen prosentuaaliselle osuudelle binomijakaumalla ja
laikkujen lukumaéérille Poisson-jakaumalla yleistetyn lineaarisen sekamallin kdyttden
RStudion Im4-pakettia (Bates D. et al. 2015). Malleissa selittijiné olivat sukupuoli,
populaatio, joka oli satunnaismuuttuja, sekid ndiden kahden muuttujan yhdysvaikutus.
Lihtomalleja yksinkertaistettiin poistamalla selittdji kerrallaan, jos yhdysvaikutus tai
yhdysvaikutus ja sukupuoli eivit olleet merkitsevid. Satunnaismuuttujan vaikutus

arvioitiin tarkastelemalla sen varianssia.

Kummaltakin sukupuolelta testattiin vérityksen ominaisuuksien keskindistad
korrelaatioita RStudiossa Spearmanin jérjestyskorrelaatiokertoimella. Analyysissa
huomioitiin  vain albafusca-morfin yksilot. Vertailut tehtiin kummallekin
sukupuolelle laikkujen lukuméérastd, valkoisen alueen prosentuaalisesta osuudesta,

ja valkoisen keskiméérdisestd alueesta koko yksilossé.

2.6 DNA:n eristys
Siiroilta my0s eristettiin ja kerdttiin DNA nédytteet GWAS-analyysiéd varten. Eristys

tehtiin "Macherey-Nagel DNA Tissue XS” -kittid kdyttden noudattaen valmistajan
protokollaa alla mainituin muutoksin. Kultakin siiralta keréttiin 48 jalkaa sekd jalan
tyven lihas suolta vilttden eppendorf-putkeen. Kerdtyt néytteet siirrettiin T1
puskuriliuokseen odottamaan muiden néytteiden valmistelua. Jokaiseen nédytteeseen
lisdttiin proteinaasi-K ja asetettiin ravistimeen (engl. shaker) yon ylitse +60°C:een.
Témin jélkeen nidytteille tehtiin RNaasi A -kisittely RNA:n hajottamiseksi ja liséttiin
B3-lyysi puskuriliuos. Sentrifugilla ndytteistd ajettiin kiintedt roskaosat ndytteen
pohjalle ja supernatantti siirrettiin uuteen putkeen ja inkuboitiin 70° C:ssa 5 minuutin
ajan. Naytteisiin lisdttiin 100%:sta EtOH, sekoitettiin, ja ajettiin 1ipi kolumnista
kerdysputkeen sentrifugissa 11 000 r/min yhden minuutin ajan. Kerdysputkeen
liséttiin kahdesti BS-pesu puskuriliuosta, ensimmaisen lisdyksen jidlkeen nédyte ajettiin
sentrifugissa 11 000 r/min yhden minuutin ajan, ja toisen lisdyksen jidlkeen kahden
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minuutin ajan. Sentrifugointi toistettiin vield kerran tyhjiltddn, jotta kaikki neste
varmasti poistuisi kolumnista. On teoreettinen mahdollisuus, ettd kaikki neste ei
poistu kolumnista, koska kosteus putkessa on niin korkea. Lopuksi suoraan kolumnin
membraanille liséttiin BE-puskuriliuosta kaksi kertaa (2 x 15ul) saannon lisdédmiseksi,
ja kummankin lisdyksen yhteydessé néytettd ajettiin sentrifugissa samoilla asetuksilla

yhden minuutin ajan.

Sekvensointia varten kustakin populaatiosta otettiin otos, joka koostui 20 yksilosté,
joista puolet oli koiraita ja toinen puolikas naaraita. Yksiloitd otostettaessa otettiin
huomioon populaation morfijakauma, joka perustui kaikkiin keréttyihin yksil6ihin ja
kuvauksen yhteydessd maédritettyihin sukupuoliin sekd vérityksen pisteytyksiin
kustakin populaatiosta (Taulukko 1). Sekvensointikirjaston valmistus ulkoistettiin.
Tata varten ldhetettiin FFGC:lle (Finnish Functional Genomics Centre) yhteensi 190

DNA néytettd, joista 5 oli duplikaatteja.

2.7 DNA:n sekvensointi
Genomi sekvensoitiin - GWAS-analyysejd  varten levésiirojen  geneettisten

ominaisuuksien selvittdmiseen (Lou et al. 2021, Kuva 3). Genomin analysointiin on
erilaisia menettelytapoja, jotka eroavat niin sanottujen leveyden (engl. breadth), eli
analyysimenetelmén kattavuuden, ja syvyyden (engl. depth), eli kuinka monta kertaa
genomin kukin kohta on katettu tuotetulla sekvenssilld, mukaan (Kuva 3). Kolme
yleisintd menettelytapaa ovat RAD-sekvensointi, eli restriktioalue assosioitu
sekvensointi (engl. RAD-seq, eli Restriction site-Associated DNA sequencing); Pool-
sekvensointi, eli yhdistetty sekvensointi (engl. Pool-seq, pooled sequencing); ja
IcWGS, eli matalan kattavuuden koko genomin sekvensointi (engl. low-coverage
Whole Genome Sequencing). Kullakin menettelytavalla ovat vahvuutensa ja
heikkoutensa. RAD-sekvensoinnilla voidaan tutkia osaa genomista syvisti, mutta
genomista jid suuria osia sekvensoimatta, eli leveys ei ole kattava (Kuva 3). Pool-
sekvensoinnissa kaikki yksilot sekvensoidaan yhdistetystd ndytteestd, jolloin leveys
ja syvyys ovat kattavat, mutta yksiloitd on mahdotonta erottaa, jolloin tdma
menetelma toimii parhaiten koko populaation parametrien arvioimiseen. lcGWS:sda
kayttden kyetddn analysoimaan koko genomi sdilyttden yksiloivé tieto, mutta syvyys
el ole kattava. IcGWS:n tehokkuus tulee metodista saada genominen tieto useasta
yksilostd. Tissd tutkielmassa siirojen genomi analysoitiin lcGWS-menetelméa

kayttden.
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Aiemmin mainitusti geenikirjastojen valmistus ulkoistettiin FFGC:lle. DNA:n
pitoisuus (Qubit ja Nanodrop) ja DNA eristyksen laatu ja puhtaus (Nanodrop)
médritettiin Turun yliopistolla ja FFGC:lld toteutettiin kullekin DNA niytteelle
Fragment Analyzer -ajo, jossa tarkastettiin kunkin ndytteen DNA:n kokojakauma,
jotta voitiin todentaa korkean molekyylipainon omaavan genomisen DNA:n l4dsnéolo.
Osassa naytteistd ilmeni rappeutumista, mutta kaikki sisdlsivit myos ehyttd DNA:ta.
Kirjastojen valmistus kaikille néytteille aloitettiin 25 nanogramman DNA-maaralla.
Kirjastot valmistettiin 4 erdssé. Kirjastot sekvensoitiin [lluminan Novaseq6000 SP:ta
kiyttden 150 emdsparin lukupituuteen paired-end -lukumoodissa. Tamé tarkoittaa,
ettd kukin kirjastossa oleva kaksijuosteinen DNA-fragmentti on luettu kummastakin
padstd alkaen, jolloin ndiden viliin jda levédsiiran genomista perdisin oleva insertti,
jonka pituus riippuu alkuperdisen fragmentin pituudesta ja sekvensoinnin

lukupituudesta. Jokaiselle DNA fragmentille tuotettiin siis kaksi lukua (engl. read).
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Kuva 3 - Visualisointi genomin analysoinnin menettelytavoista. Ylimpédnd RAD-sekvensointi, keskelld Pool-
sekvensointi, ja alimpana IcWGS. Sekvensointitavat on visualisoitu selkeyttdmddn eri sekvensointitapojen erot.
Vaakasuunnassa on leveys (breadth) ja pystysuorassa syvyys (depth). Harmahtava vaakasuora viiva kunkin
sekvensointitavan alla on referenssigenomi, johon yksiléiden genomia verrataan. Muut vdérit kuvastavat
tutkittavien yksiléiden genomia. RAD-sekvensoinnissa jGd osia genomista sekvensoimatta, mitd ”?”-vdlit
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kuvastavat, eli leveys ei ole kattava,; Pool-sekvensoinnissa yksilét sulautuvat yhteen, mitd yksivdrinen genomi
kuvastaa, jolloin yksil6itd ei voida erottaa toisistaan; IcGWS:ssa jad vdlié yksiléiden vdliin syvyydessd, jolloin
syvyyden kattavuus heikentyy.

2.8 Genomin linjaus
Geenisekvenssin linjaaminen on bioinformatiitkan menetelméd, joka mahdollistaa
yksildiden perimdn vertailun. Genomin linjaamisen tarkoitus on 16ytdd vastaavat
kohdat referenssigenomin ja ndytteen valiltd tai yksittdisten ndytteiden véliltd, jos
referenssid ei ole. Useimmat nykyddn kaytettdvit menetelmédt perustuvat lyhyiden
hakusekvenssien kédyttoon (noin 3—7 emadstd), ja genomista etsitddn ndiden kanssa
identtisid kohtia sekvensoiduista luvuista. Tallaisen kohdan 16ydyttyd verrataan,
miten luvun loppuosa sekvenssistd sopii kyseiseen kohtaan referenssid, eli kuinka
luvun emikset vastaavat verrattavaa referenssid. Luvussa voi olla esimerkiksi
yksittdisid eméksid vilissd, jotka eivét vastaa referenssin eméksid, tai vain luvun

toinen pdd vastaa referenssia.

Sekvenssit, jotka saatiin IcWGS-menetelmélld, trimmattiin Trimmomatic-ohjelmalla
(Bolger et al. 2014) poistaen sekvensointiadapteri osa sekvenssidatasta sekd huonon
laatuiset emidkset luvun loppupddstd. Trimmaamisessa siis poistetaan
kirjastonvalmistuksessa lisdtyt sekvensoinnissa tarvittavat osat luvusta, koska ne eivit
linjaudu referenssigenomiin. Trimmatun luvun voi tdméin jédlkeen linjata
referenssigenomiin. Téssd tutkimuksessa kéytetyn referenssigenomin voi 10ytda
GenBank® verkkosivulta, joka on NIH:in (engl. National Institutes of Health, eli

Yhdysvaltain terveysvirasto) geenipankki https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-

hub/genome/GCA_023373965.1/. Tdma on ensimmiinen versio, joka levésiiran

genomista on julkaistu referenssind kaytettiviksi.

Téssd tutkimuksessa kaytettiin bowtie2-nimistd (Langmead & Salzberg, 2012)
ohjelmaa genomien linjauksessa. Bowtie2:a kéyttden pystytddn tehokkaasti
linjaamaan lyhyitd sekvenssejda — mukaan lukien 50:n, 100:n ja jopa tuhansien
merkkien pituiset sekvenssit — referenssigenomiin. Bowtie2 luo referenssigenomista
indeksitiedoston, joka siséltdd kunkin lyhyen hakusekvenssin sijainnin genomissa.
Tédmin jidlkeen bowtie2 vertaa kirjaston referenssisekvenssid indeksitiedostoon, josta
16ydetiddn vastaavuus indeksitiedoston hakusekvenssiin. Vastaavuuden 10ydyttya
kirjaston yhden luvun koko sekvenssid voidaan verrata kyseisen genomin kohdan
sekvenssiin ja méérittdd arvo linjauksen sopivuudelle kyseiseen genomin kohtaan ja
muodostaa linjaukset. Tdmé tapahtuu kiyttden apuna lyhyitd hakusekvenssejd ja

ndistd muodostettua indeksid. Ohjelmalla voidaan linjata tutkimuksessa kiytettyjé,
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niin sanottuja paritettu loppu (engl. paired-end) -linjauksia, missd data siséltda
oletukset linjattavien parien suunnasta ja etdisyydestd toisistaan alkuperdisessd DNA-
molekyylissd. Tédssd ohjelma tunnistaa toistuvat kohdat parien vélilld ja osaa yhdistda
ndmd lyhyemmét pétkdt yhdeksi niitd kohtia vertaamalla (Langmead & Salzberg,
2012). Tassd tutkimuksessa kéytettiin paired-end -linjauksia, silld kirjastot ovat
paired-end -kirjastoja eli kukin kirjastossa oleva kaksijuosteinen DNA-fragmentti on

luettu kummastakin padsti, jolloin ndiden fragmenttien véliin jaa insertti.

Genomin linjauksen jélkeen lcWGS-aineistolle suositellaan kirjaston valmistuksesta
johtuvien artefaktien korjaamista, kuten on esitelty tarkemmin Loun ja muiden
artikkelissa (Lou et al. 2021) ja my0s tédssd aineistossa ndmé tehtiin kayttden bamUtil
(Jun et al. 2015) ja Picard Toolkit (Picard toolkit, 2019) -tyokaluja. PCR ja optiset
duplikaatit — kuten geeniklusterin lukeminen kahtena — véaristavit uniikkien lukujen
madrdd, minkd vuoksi ndistd aiheutuneet duplikaatit on poistettu. Lisdksi kaikki
lisdykset ja poistot (engl. Indel) aiheuttavat sen, etteivit lukujen pait linjaudu toisiinsa,
mikd voidaan korjata esimerkiksi genotyyppien todennikoisyyksid arvioivilla
tyokaluilla. Lopuksi paired-end -linjauksissa insertit voivat olla lyhyempid kuin
yhdistetyt luvut ja linjauksessa syntyy limittymistd, jolloin limittynyt kohta luetaan
kahtena, mikd viiristdd genotyyppien todenndkdisyyksid. Yleinen ratkaisu tdhdn
on “soft-clipping”, joka tarkoittaa, ettd toisen luvun pédd poistetaan. Suositellut
kéytetyt toimenpiteet on késitelty tarkemmin Loun ja muiden artikkelissa (Lou, et al.

2021).

2.9 GWAS analyysi
Genomiin linjattujen sekvenssien analysointi suoritettiin Unix-pohjaisessa ANGSD-

ohjelmassa (Korneliussen et al. 2014). ANGSD-ajon pédtteeksi ohjelma luo

tulostiedoston, jonka voi avata esimerkiksi RStudiossa tulosten tarkastelemiseksi.

ANGSD:ia on kehitetty etenkin matalan kattavuuden sekvensointiaineiston
késittelylle ja geneettisten varianttien tunnistamiseen genomista. Lisdksi ANGSD
mahdollistaa GWAS-analyysin matalan kattavuuden sekvensseille. Téssd
tutkimuksessa varianteiksi valittiin yhden emédksen muutokset (single nucleotide
polymorphism eli SNP). Analyysia varten mééritetdin ensin kriteeri varianttien

tunnistamiseen populaatioista, annetaan vastemuuttujat ja kovariaatit. Variantti
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hyvéksyttiin analyysiin, mikéli se 16ytyi vahintdén noin 80% néytteistd (120 yksiloltd

152 yksilostd) sekd harvinaisemman variantin esiintyvyys oli suurempi kuin 5%.

Tamén tutkimuksen kohdalla tiarkeimmiksi kovariaateiksi oletettiin populaatio ja
sukupuoli, ja vastemuuttujat olivat morfi —joka oli vield tismennetty siséltimain vain
uniformis ja albafusca yksilot — valkean prosentuaalinen osuus sekd valkean osuus
pinta-alana. Kovariaattien vaikutuksen tutkimiseksi analyysit suoritettiin molempien

kovariaattien kanssa, ilman kovariaatteja, ja vain sukupuoli-kovariaatin kanssa.

Analyysi laski tilastolliset merkitsevyydet eri ominaisuuksien ja genotyyppien
assosiaatiolle datassa. Useiden vertailujen vuoksi tuotetuille tiedostoille tehtiin P-
arvojen korjaus védrien positiivisten tulosten poistamiseksi. Useita tilastollisia testeja
samanaikaisesti tehdessd FDR (engl. False Discovery Rate), eli virheellisten tulosten
suhteellinen madrd kasvaa, mikd tdytyy ottaa huomioon valheellisten tulosten

poistamiseksi. Tdmin tein RStudiossa kdyttden Benjamini—Hochberg-menetelmaa.

Lisdksi tutkituille ominaisuuksille tuotettiin “manhattan”-kuvaaja sekd havaittuja ja
teoreettisten p-arvojen kuvaaja kdyttden cowplot- (Claus, 2020) ja ggplot2-paketteja
(Wickham, 2016) RStudiossa. Manhattan-kuvaajassa x-akseli kuvaa sijaintia
levésiiran genomissa, eli kromosomia ja positiota. Téssd tutkimuksessa x-akselilla on
kromosomeja todella monta, silld levidsiiran genomi on vasta “scaffold”-tasolla, jonka
suomensin telineeksi. Niin sanottuja telineitd on genomin katkonaisuuden vuoksi
paljon, minké takia kuvaajat ovat hankalasti luettavia (Kuva 7). Cowplot-kuvaajat
taas kuvastavat datan teoreettisen odotetun normaalijakauman P-arvon ja tulosten
vilisten P-arvojen suhdetta (Kuvat 8—-12). Tulosten P-arvot ovat GWAS-analyyseisté

saadut korjatut P-arvot. GWAS perustuu yleistettyyn lineaariseen malliin.

2.10 Merkitsevien SNP:ien annotaatio
Merkitsevien SNP:ien annotaation eli toiminnallisuuden tunnistamiseksi kdytetddn

bedtools- (Quinlan & Hall, 2010) ja BLAST-tyokalua (Madden, 2002) (engl. Basic
Local Alignment Search Tool). Bedtools:ia kdyttden voidaan eristdd geenin sekvenssi
genomitiedostosta (getFasta komento), sekd verrata kahden sijaintitiedoston viélisid
yhtdldisyyksid (intersectBed komento). Tétd varten luodaan bed-tiedosto, jossa on
merkittynd merkitsevin SNP:n sijaintitiedot. Ensiksi kromosomin nimi (tissa
tapauksessa telineen nimi), ja timén jélkeen emisparien aloitus- ja lopetusarvo vilille,
jossa SNP sijaitsee. Nditd voitiin kasvattaa yla- ja alavirtaan, jos bedtools-analyysi ei
16ytdnyt annotaatioita. Tuotettua tiedostoa verrattiin levisiiran referenssigenomin
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annotaatioon, jotta voitaisiin tunnistaa, sijaitseeko SNP geeniss4, tai ylé- tai alavirtaan
geenistd. Bedtools-analyysit suoritettiin laikkujen lukumaéralle, morfin vaikutukselle,

valkean prosentuaaliselle osuudelle ja valkean pinta-alalliselle osuudelle.

Mikili referenssigenomin annotaatiosta ei l0ytynyt geenivastaavuutta SNP:lle
voidaan kayttdd BLAST:ia. Talloin eristettyd sekvenssid verrataan automaattisesti
UniProt-proteiinitietokantaan kdyttden blastx hakua, joka kdantdd DNA-sekvenssin
aminohapposekvenssiksi ja etsii samankaltaisen proteiinisekvenssin eri lajeilta.
Samankaltaisuuksien 16ydyttyd, voidaan pyrkid selvittimidin mahdollinen toiminta
SNP:hen liittyvélle genomialueelle tutkimalla vastaavuuden tuottanutta proteiinia ja
sithen liitettyjd toimintoja 16ydetylld lajilla. Proteiinin koodilla pystyy tietokantoja
kayttden 10ytimadn tarkempaa tietoa proteiinista. Tasséd tutkimuksessa kdytin kahta

tietokantaa: UniProt-tietokantaa https://www.uniprot.org/, ja GenomeNet-tietokantaa

https://www.genome.jp/. Tietokannat listaavat proteiinin koodilla tiedot kyseisesta

proteiinista ja sisdltdvit tarkempaa tietoa proteiinin rakenteesta, merkityksesti, ja osa-
alueista, joita se séditelee. Verkkosivu pisteyttdd annotoinnin laajuuden asteikolla 1—
5, missd 1 heikoiten annotoitu ja 5 laajasti tai tdysin annotoitu. Tdssé tutkimuksessa
jokainen tutkittu proteiini oli pisteytetty arvosanalla 1 tai 2. Téten proteiinien tarkkaa
merkitystd ei voida tietdd, mutta ndiden yleinen merkitys on listattu, kuten esimerkiksi
molekulaarinen toiminto ja tarkennetusti aminohapon sitominen. Tuloslistat ovat
laajoja ja kussakin on monia osumia, liian monia, jotta jokaista voisi tai olisi jarkevaa
kdyda 1dpi. Sen sijaan perehdyin kustakin noin viiteen merkittdvimpédn proteiiniin.

Lisdksi, jos mahdollista, yritin poimia proteiineja vain yhdeltd lajilta.

Tulokset

3.1 Varimorfien fenotyyppinen vaihtelu
Aineistossani oli laikullisia albafusca-morfin yksiloitd yhteensd 120. Uniformis- ja

maculata-morfien yksiloitd oli 62 yksilod yhteensd. Aineistossani oli uniformis-
morfin koiraita hieman enemmin kuin naaraita: 37 koirasta ja 25 naarasta (X>= 57,91,
df = 1, P <0,0001). Laikuttomia yksilditd on eniten Pyhdmaassa (14,5% kaikista
laikuttomista) ja Rihtniemessé (17,7% kaikista laikuttomista). Uniformis-yksildiden
frekvenssit eiviit eronneet merkitsevisti populaatioiden vililld (X*>=2,51, df =8, P =

0,96), kuten eivit albafusca-yksildidenkiin (X? = 3,56, df = 8, P = 0,89). Albafusca-
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yksilGistd naarailla suurin maérd laikkuja oli 32 kappaletta, kun taas koirailla suurin

madrd oli 40 kappaletta (Kuva 4).
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Kuva 4 — Kuvaaja laikkujen lukumdédrdn jakaumasta albafusca-yksilGissd. Naaraita on yhteensd 66 laikullista
yksiléd (tummat pylvddt), ja koiraita 54 laikullista yksiléd (vaaleat pylvddt). X-akselilta ndkee laikkujen mdédrdn
ja y-akselin luku kertoo yksiléiden lukumddrén. Kuvaajaan ei ole siséllytetty laikkumddirid, joita yksikddn yksil ei

edustanut, eli esimerkiksi yhdellékddn yksilélld ei ollut 22 laikkua, joten tdtd pylvéstd ei kuvata lainkaan.

Naaraiden keskiméairdinen laikkujen mééra (+ keskihajonta) oli 10,9 (+ 5,7) laikkua,
ja koirailla 15,5 (+ 8,2). Ero oli tilastollisesti merkitseva (t = 3,46, df = 91,8, P =
0,0008). Suurin méara laikkuja on keskimairdisesti Rihtniemen koirailla (28 laikkua)
(Kuva 5). Populaatiossa ero naaraisiin on my0s huomattava. Rihtniemen naarailla on
keskimédriisesti vain 10 laikkua. Koiraiden laikkujen médrissd on myos yleisesti

enemmaén hajontaa.
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Kuva 5 — Laikkujen lukumdédrdn jakauma eri populaatioissa sukupuolittain. Laatikko-janakuvio kuvaa mediaanin,
25 ja 75 %, ja minimin ja maksimin kvantiilit, seké ndmd ylittdvdét yksittdiset arvot.

Keskimiiriinen laikkujen koko naarailla on 1,21 mm? (£ 1,9 mm?). Koirailla koko
on keskimaiiriisesti 0,62 mm? (+ 0,94 mm?). Laikkujen koossa sukupuolten vililli oli

tilastollisesti merkitseva ero (t =-2,23, df =99.201, P = 0,028).

Testasin levésiirojen laikkujen méddrdn ja suhteellisen pinta-alan korrelaatioita
Spearmanin jérjestyskorrelaatiokertoimella albafusca-yksiloistd. Naarailla oli
negatiivinen korrelaatio valkoisen prosentuaalisen osuuden ja laikkujen méadrdn
valilld (r =—0,290; n = 66; P = 0,018). Toisin sanoen, kun laikkujen mééri kasvoi, ne
olivat samalla myds pienempid. Koirailla timéd korrelaatio ei ollut tilastollisesti

merkitseva (r = 0,208; n =54; P =0,13).

Albafusca-morfin yksiloille valkoisen prosentuaaliseen osuuteen vaikuttavien
tekijoiden testauksen mukaan ei sukupuolen ja populaation yhdysvaikutus (X* =
16,88, df = -16, P = 0,39) eikd sukupuoli (X*> = 0,14, df = -1, P = 0,71) ollut
merkitsevid (Kuva 6). Lisdksi satunnaismuuttujan varianssi oli 0, eli populaatioiden
viliset erot valkoisen prosentuaalisen osuuden vaihtelussa oli hyvin védhiista.
Laikkujen lukumééradn vaikuttavien tekijoiden testauksen mukaan sekd sukupuolen
ja populaation yhteisvaikutus (X* = 56,1, df = -16, P < 0,0001) ja sukupuolen
paavaikutus (X2 = 42,95, df = -1, P < 0,0001) olivat merkitsevid (Kuvat 4 ja 5).
Yhdysvaikutusta selittdd se, ettd joissain populaatioissa koirailla on enemmén

laikkuja kuin naarailla ja joissain populaatioissa sukupuolilla on suunnilleen yhti
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paljon laikkuja. Tissdkin testissd satunnaismuuttujan varianssi oli 0, eli

populaatioiden vilinen vaihtelu oli hyvin vihiista.

Valkoisen prosentuaalinen maara populaatioittain
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Kuva 6 - Valkoisen alueen prosentuaalisen osuuden jakauma eri populaatioissa sukupuolittain. Laatikko-

janakuvio kuvaa mediaanin, 25 ja 75 %, ja minimin ja maksimin kvantiilit, sekd ndmd ylittévdt yksittdiset arvot.
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3.2 llmiasun ja genomin assosiaatioanalyysi
GWAS-analyysilld testattiin genotyypin ja vérityksen fenotyypin ominaisuuksien

assosiaatiota, ja kovariaatteina analyysissd olivat sekd sukupuoli ettd populaatio.
Analyysiin sisdllytettiin 152 yksilod. Analysoitavia SNP:td oli yhteensd 627100743,
joista suodatuksen jdlkeen jdi 50546. Tiedot merkitsevistdi SNP:istd p-arvojen

korjausten jilkeen nakyvét taulukoista 2 ja 3.

Morfiin (albafusca tai uniformis) liittyvien SNP:ien tunnistamiseen aineistoni ei ollut
tarpeeksi kattava, silld yhtdkadn merkitsevdd SNP-ilmiasu -assosiaatiota ei jadnyt
jéljelle P-arvojen korjausten jilkeen. Suuremmalla otoskoolla per populaatio morfien
vaikutus olisi mahdollisesti tutkittavissa. Valkoisen prosentuaalisen osuuden kohdalla
kaksi osumaa — eli P-arvojen korjausten jilkeen merkitsevdd SNP:td — oli samassa
telineessd Idba scaffold9873, toiset kaksi telineessd Idba scaffold96286, ja toiset
kolme telineessd Idba scaffold98343 (Taulukko 2).

Hypoteesia, jonka mukaan valkoisen suhteellinen osuus vérityksestd on geneettisesti
polygeeninen ominaisuus, tukee se, ettd useat SNP:ien osumat ovat eri telineeseen.
Tama voi viitata fenotyypin piirteiden takana olevan useita sithen vaikuttavia geeneja

tai genomisia alueita.

21



Taulukko 2 — Merkitsevit SNP:t valkoisen pinta-alan prosentuaaliselle osuudelle selkédpuolen vdrityksessd.
Ensimmdisessd sarakkeessa on telineen nimi, toisessa sarakkeessa vaihtelevan emdksen sijainti, mistd osuma
16ytyi, kolmas ja neljds sarake nimedvdt “Major” ja “Minor” alleelit, joista Major on referenssigenomin mukainen
yleisimmin esiintyvd alleeli ja Minor harvemmin esiintyvd vaihtoehtoinen alleeli, ja viimeinen sarake on korjattu
SNP:n merkitsevyyden P-arvo. Osumia oli 2 enemmdn kun kovariaattina oli vain sukupuoli, tai kun kovariaatteja
ei ollut yhtdkddn.

Teline Positio | Referenssi | Vaihtoehtoinen | Korjattu P-
alleeli alleeli arvo

Idba_scaffold1010 38881 | C T 1,13e-02
Idba_scaffold9873 11535 | G A 3,18e-03
Idba scaffold9873 11572 | T A 1,21e-02
Idba_scaffold34751 | 8140 G A 6,2e-05
Idba_scaffold55789 | 2294 C A 4,98e-02
Idba scaffold96286 | 1483 T A 2,44¢-02
Idba_scaffold96286 | 2074 C T 4,51e-06
Idba_scaffold98343 | 2603 T C 9,83e-07
Idba scaffold98343 | 2636 T G 8,21e-08
Idba scaffold98343 | 3228 G T 6,11e-04
Idba_scaffold136491 | 2853 C T 1,27e-04

Taulukko 3 — Merkitsevit SNP:t valkoisen alueelle. Osumat olivat tdysin samat kun kovariaattina oli vain
sukupuoli. Osumia oli 8 enemmdn kun kovariaatteja ei ollut yhtdkddn.

Teline Positio | Referenssi | Vaihtoehtoinen | Korjattu P-
alleeli alleeli arvo

Idba scaffold53095 | 1587 G T 7,6e-03

Idba_scaffold106507 | 1515 C T 6,7¢-03

Téssd tutkimuksessa kdyttdmaéni lineaarinen malli, jossa kovariaatteina oli sukupuoli
sekd populaatio, tuotti parhaimmat vastaavuudet odotetuissa ja havaituissa SNP:ien
P-arvoissa morfille (Kuva 8) seké valkoisen alueelle (Kuva 9), ja mutta myds pelkka
sukupuoli-kovariaati (Kuva 10) toimi hyvin valkoisen alueelle, verraten ilman
kovariaatteja tuotettuun malliin (Kuva 11) tai valkoisen prosentuaalisen osuuden

kuvaajaan (Kuva 12), missd mallit eivit tuota yhtd hyvdi sopivuutta. Havaintojen ja
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ennusteiden yhtdsuuruus tarkoittaisi, ettd aineiston jakauma vastaa normaalijakaumaa,

jolloin pisteet erkanisivat vihemmén suoralta.
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Kuva 7 - Esimerkki manhattan-kuvaajasta morfin GWAS tuloksille. Kuvaajassa kunkin datapisteen nimi kuvataan
x-akselilla, ja y-akselilla on negatiivinen logaritmi p-arvojen merkitsevyydelle per SNP. Eli merkitsevimmdt SNP:t,
joiden p-arvo on Idhimpdnd nollaa, nousevat korkeimmalle y-akselilla. Suurin osa pisteistd onkin ei-merkitsevid

ja ovat 0,0-tasolla.
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Kuva 8 - Odotettujen ja havaittujen SNP:ien ja vdrimorfien (uniformis vs. albafusca) assosiaatioiden
merkitsevyyksien suhde aineistossa (siniset pisteet) ja tdydellisen tdsmddvyyden suora (punainen viiva).
Kdytdnndssd, mitd paremmin pisteet seuraavat suoraa, sitd paremmin data selittdd tutkittua ominaisuutta. Se,
ettd pisteet erkanevat hieman suoralta voi tarkoittaa, ettd lineaarinen malli ei tédysin kuvaa todellisuutta.
Pisteiden erkanemista suoralta tapahtuu, jos aineiston jakauma ei vastaa normaalia jakaumaa, joka on
oletuksena tilastollisessa mallissa.
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Kuva 9 - Odotettujen ja havaittujen SNP:ien suhde aineistossa valkoisen alueelle sukupuoli- ja populaatio-
kovariaattien kanssa. Pisteet erkanevat enemmdn suoralta kuin morfin vaikutuksen kuvaajassa, mutta havaittu
jakauma on edelleen Idhelld teoreettista viitaten siihen, ettd lineaarinen malli vastaa Idheisesti todellisuutta.
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Kuva 10 - Odotettujen ja havaittujen SNP:ien suhde aineistossa valkoisen alueelle pelkédn sukupuoli-kovariaatin
kanssa. Kuten valkoisen alue kovariaattien kanssa, havaittu jakauma on ldhelld teoreettista viitaten siihen, ettd
lineaarinen malli vastaa Idheisesti todellisuutta, jopa pelkdn sukupuoli-kovariaatin kanssa.
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Kuva 11 - Odotettujen ja havaittujen SNP:ien suhde aineistossa valkoisen alueelle ilman kovariaatteja. Aiempiin
verrattuna pisteet erkanevat enemmdn suoralta.
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Kuva 12 - Odotettujen ja havaittujen SNP:ien suhde aineistossa valkoisen prosentuaaliselle osuudelle sukupuoli-
ja populaatio-kovariaattien kanssa. Pisteet erkanevat enemmdn suoralta kuin pinta-alallisen osuuden
kuvaajissa, vaikka kéytdssé ovat samat kovariaatit.

3.3 Bedtools- ja BLAST-analyysi
P-arvojen korjauksen jilkeen jdljelle jdédneille merkitseville SNP:ille suoritettiin
bedtools-analyysit. Valkoisen prosentuaalisen osuuden bedtools-analyysi 10ysi yhden
geenialueen, jossa sekvenssit tdsmdsivét(engl. expressed sequence match). Tama oli
tulostiedostossa ilmoitettu
seuraavasti ’ID=261941:1dba_scaffold55789:hit:239062:3.2.0.0;Name=TRINITY _
DN92960 c6 gl il1”. Tamd on ennustettu geeni, jolle ei ole vield tarkempaa
annotaatiota levisiiran nykyisessid genomi versiossa. Sen sijaan useat muut bedtools-
analyysit eivit 10ytdneet SNP:n ldheisyydestd geenid sisdltdvad aluetta, miké johtuu
todenndkdisesti levdsiiran genomin pilkkoutuneisuudesta, eli siitd, ettd genomi
koostuu lyhyistd sekvenssipitkistd: telineistd. Tilannetta hankaloittaa se, ettd haetut
SNP:t eivdt vilttdmattd sijaitse geenissd, vaan geenistd yld- tai alavirtaan.
Levésiirojen genomi ei ole linkitetty kromosomeiksi, vaan aineisto koostuu
lyhyemmistéd telinepétkistd, joiden sijaintia suhteessa toisiinsa genomissa ei ole
médritetty, mikd tekee analyyseistd hankalampia, koska referenssigenomin
telinepdtkdt ovat lyhyempid kuin annettu aloitus- ja lopetusemésparin véli. Osa

analyyseistd el mydskdédn vain loytinyt geenialueita.

Kun bedtools-analyysit eivét tuottaneet tuloksia, niin merkittdvien SNP:ien listoille
suoritettiin sen sijaan BLAST-analyysit. BLAST-tuloksissa osumat on pisteytetty
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korkeammaksi riippuen tdsmidvien emdsten madrdstd. Analyysin e-arvo toimii
samalla periaatteella kuin p-arvo, mitd lahempéna nollaa luku on, sitd merkitsevampi
tulos on. Henkilokohtaisesti yritin pitdd tulosten kohdalla saman 0,05 merkitsevyyden
raja-arvon kuin p-arvojenkin kanssa. Alla olevassa taulukossa (Taulukko 4) ovat

tutkimani 5 proteiinia per analyysi.
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viittasivat parasiitteihin, bakteereihin tai retroviruksiin. Tdémdn vuoksi néistd on tutkittu alle 5 proteiinia muista

poiketen.

Prl({)(t)t(a)icilrilin Pistearvo afx;o
Hirondellea gigas AOA6ATFXL7 175 7e-52
Hirondellea gigas AOA6ATFMS9 162 6e-47
Yksittdinen ennustettu Hirondellea gigas AOA6ATFTZ3 150 5e-43
geenialue Hirondellea gigas AO0A2P2I8P3 164 Te-40
Hirondellea gigas AO0A2P210Q3 140 2e-34

Valkoisen pinta-alallinen osuus
molemmilla kovariaatteilla Daphnia magna AO0A164T4Z6 38,9 0,083

Valkoisen pinta-alallinen osuus
sukupuoli-kovariaatilla Daphnia magna AO0A164T4Z6 38,9 0,083
Stylophora pistillata AO0A2B4RC22 75,1 4e-14
Stichopus japonicus AO0A2G8JDIJ8 74,7 Te-14
Valkoisen pinta-alallinen osuus | cophthalmus maximus | AOAGA4TTS3 74,7 Te-14
ilman kovariaatteja Actinia tenebrosa AOA6P8GXQ7 | 74,3 le-13
Nothobranchius kuhntae | AOA1A81G20 73,6 2e-13
Valkoisen prosentuaalinen Hirondellea gigas AOAG6ATFZBI | 43,1 | 0,002
osuus molemmilla kovariaatteilla | 4,madiilidium vulgare | AOA444SYP8 | 39,7 | 0,039
Valkoisen prosentuaalinen Hirondellea gigas AOAG6ATFZB1 | 43,1 | 0,002
osuus sukupuoli-kovariaatilla | grmadillidium vulgare | A0A444SYPS | 39,7 | 0,039
Hirondellea gigas AOA6ATFZB1 43,1 0,002
Armadillidium vulgare | A0A444SYPS 39,7 0,039
Valkoisen prosentuaalinen Rotaria socialis AOA821U4Q8 | 485 | 3e-05
osuus ilman kovariaatteja Hirondellea gigas AOA2P2I5E4 40,0 | 0,024
Aphis craccivora A0A6G0ZQP4 39,7 0,039

4 Pohdinta

4.1 Varityksen ilmiasun vaihtelu
Kuva-analyysin perusteella albafusca-yksiloiden vélilld on laajaa vaihtelua. Tama

tulee ilmi laikkujen koossa — mika itsessddn jo vaikuttaa valkean pinta-alaan seka

valkean prosentuaaliseen osuuteen — madréssi ja sijainnissa levisiiran selképuolella.

Morti on yleisesti luokiteltu diskreetiksi ominaisuudeksi, eli ominaisuudeksi, joka ei
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vaihtele ja jonka tuottamat ilmiasut ovat samanndkdisid (Ford, 1945), mutta
levisiirojen kohdalla aiemmassa tutkimuksessa on todettu, ettd etenkin albafusca-
yksiléiden vililld on huomattavaa vaihtelua (Merilaita, 1998). Onkin oletettavaa, ettd
monimutkaisen vérityksen taustalla on polygeeninen piirre, fenotyypin plastisuus tai
ndiden yhdistelma (White & Rabago-Smith, 2011; Aguillon et al. 2021). Tama sallisi
nopean morfologisen erilaistumisen (Van Belleghem et al. 2017), mika puolestaan

sallii lajien leviti laajalle alueelle (Ebel et al. 2015).

Paikallisia lukusuhteita tarkastellen vaikuttaa siltd, ettd keskiméérdisesti koiraat
edustavat yleisemmin uniformis-morfia. Alueet, mistd 10ytyi eniten wuniformis-
yksiloiti sijaitsevat Selkdmerelld — tarkemmin Pyhdmaan ja Rihtniemen alueilta — kun
taas Saaristomeren populaatioiden vélilld erot ovat huomattavasti pienempii, ja suhde
koiraiden sekd naaraiden uniformis-yksiloiden vililld pysyy tutkituissa populatioissa
liki samana. Tulosten perusteella sukupuolten vililld oli albafusca-yksildiden
kohdalla tilastollisesti merkitsevidd eroa laikkujen lukuméiréssa ja laikkujen koossa.
Aiemmissa tutkimuksissa, joissa on tutkittu eri populaatioita ja laajempaa aluetta kuin
tassd tutkimuksessa, on huomattu laajaa vaihtelua levasiirapopulaatioiden ilmiasuissa
(Salemaa, 1978; Merilaita, 2001), vaikkakin selvdd syytd vaihtelulle ei tiedeté.

Virityksen uskotaan olevan usean abioottisen ja bioottisen tekijan summa.

Kaikista tutkituista yksiloistd eniten vaaleata aluetta omaava yksilo oli koiras, ja jopa
10:stéd eniten vaaleata omaavasta yksildstd puolet oli koiraita. Oletus oli, ettd naaraat
eroaisivat koiraista valkoisen suhteellisen pinta-alan osin, mutta tilastollisten testien
mukaan merkitsevii eroa sukupuolten vililla ei tdssa tutkimuksessa 10ytynyt. Selvésti
prosentuaaliseen vaalean osuuteen vaikuttaa muukin kuin sukupuoli. Aiempien
tutkimusten mukaan véritykseen vaikuttaisi etenkin saalistus, joka muokkaa
suojavdritysté eri tavoin visuaalisesti erilaisissa ymparistdissa (Jormalainen & Tuomi,
1989; Jormalainen et al. 1995). Pienten populaatiokohtaisten otosten vuoksi on myos
mahdollista, ettd tdimai tilanne ei kuvasta todellisuutta ja merkitsevd ero sukupuolten
vélilldi onkin olemassa. Tamé olisi myds varteenotettava tutkimuskohde

tulevaisuuden tutkimuksille.

On  mahdollista, ettd virityksen erot voivat tulla  vahvasti  ilmi
paikallispopulaatioidenkin vélill4, eli esimerkiksi ndiden Selkdmeren sijaintien vélilla.
Vastaavaa on havaittu esimerkiksi artikkelissa (McLean et al. 2015), joka kisittelee

liskon, Ctenophorus decresii, polymorfisia vérityseroja. Lajin jokaisesta tutkitusta
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populaatiosta l9ydettiin samaa neljdd mortfia, vaikkakin morfien suhteellinen maéra
vaihteli populaation mukaan. Geneettisesti populaatiorakenteesta huolimatta yhteytta
morfisuhteiden ja geneettisen yhtdldisyyden, tai maantieteellisen ldheisyyden ja
samankaltaisuuden kanssa ei ollut. Tutkijat kumminkin huomasivat vahvan
assosiaation morfisuhteiden ja ympdaristotekijoiden kanssa — tarkemmin keskiarvoisen
vuoden kuivuusindeksin  sekd kasvipeitteen vililli. Heikko geenivirta
levisiirapopulaatioiden vililld voi selittdd isommat erot populaatioiden vélilld, kuten
morfisuhteissa C. decresiin kohdalla. Toisaalta pdinvastaisesti vahva geenivirta

tarkoittaa, ettd populaatiot eroavat geneettisesti vain véhén toisistaan.

On mahdollista, ettdi minun tutkimuksessani populaatioiden vilisten erojen
l6ytdmiseen olisi tarvittu edustavampi otos, joka paranee otoskoon ja
satunnaistamisen myoti. Kukin otos on mééritetty vastaamaan alkuperéispopulaatiota,
mutta 20 yksilon otos on niukka kuvaus todellisesta morfijakaumasta. Lisédksi
joidenkin populaatioiden kohdalla tiytyi esimerkiksi valita enemmén naaraita
sekvensoitavaksi kuin mitd populaatiota vastaava sukupuolijakauma vastaisi, silla
muuten sekvensoitavaksi olisi tullut I1&hinna vain koiraita. Tdma4 aineisto on keritty ja
otostettu toista koetta varten, minkd vuoksi vinoumaa ilmenee. Onkin mahdollista,
ettd toisistaan maantieteellisesti kaukana olevat levidsiirapopulaatiot eroavat toisistaan.
Rihtniemi ja Pyhdmaa ovat maantieteellisesti suhteellisen ldhelld toisiaan, vain vajaan
10 kilometrin etdisyydelld vesitse, kun taas Saaristomeren 1dhin sijainti Katavaluoto
on jo noin 80 kilometrin pddssd vesitse Selkdmeren sijainneista. Rihtniemen ja
Pyhdmaan ldheisyys todennékdisesti sallisi vahvan geenivirran, joka mukauttaisi
populaatiot toistensa kaltaisiksi. Vastaavaa todistettiin De Witin (2020) artikkelissa,
jossa todettiin, ettd pitkdn matkan levittiytyminen on harvinaista levisiiroilla.
Levisiirat levidvit pisimpid matkoja passiivisesti virtausten mukana aikaisessa
kehitysvaiheessa. Aikuiset levésiirat levidvdt pidempid matkoja mahdollisesti
kasvillisuuden mukana, mutta yleisimmin liikkuvat itse lyhyitd matkoja. Néin
lahipopulaatiot muistuttavat 1dhemmin toisiaan, kun taas kaukaisemmat populaatiot

eroavat suuremmin.

Toinen huomioitava asia on, ettd Katavaluodon néytteet on kerdtty vuonna 2014 ja
Rihtniemen ja Pyhdmaan vuonna 2021. Jos Katavaluodosta olisi kerdtty ndytteita
my0s vuonna 2021 olisi populaation siséisid eroja voitu verrata vuosien vélilld, kuin
myos eroa Selkdmeren sijainteihin. Jos populaatioiden viélilld on heikkoa geenivirtaa,

on mahdollista, ettd geneettiset erot populaatioiden vélilld olisivat suuremmat ajan
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kuluessa, kun populaatioille yleiset geenit yleistyisivdt kussakin populaatiossa.
Nosilin artikkelissa (2009) todetaan, ettid osittaista lajiutumista (engl. incomplete
speciation) — eli geneettisten erojen lisddntymistd, mutta laji on silti selkedsti sama
eroista huolimatta — voidaan selittdd useilla aikaan liittyvilld, maantieteellisilld ja
geneettisilla tekijoilld. Nama oletukset ovat tdysin hypoteettisia levésiirojen osilta,
silld téllaisen osittaisenkin lajiutumisen ilmentyminen tulisi todistaa tarkemmilla
kokeilla. Tédstd huolimatta on viahintdén mahdollista todeta, ettd geneettisii eroja voisi
ilmentyé levisiirapopulaatioiden vililld ndiden maantieteellisen etdisyyden vuoksia,

ja populaatioiden sisélld ajan kulun kanssa.

4.2 Varityksen ilmiasun ja genomin assosiaatio
Kuvaajista (Kuvat 8-12) pystyy ndkemidn, ettd genotyypin ohella kdyttiméni

kovariaatit olivat oleellisia selittdiméén tutkittuja virityksen piirteitd, eli valkoisen
alueen kokoon ja valkoisen prosentuaaliseen osuuteen. Kovariaateista etenkin
sukupuoli vaikuttaisi olevan merkitseva tekiji varitykselle, silld kuvien 8 ja 9 pisteet
muistuttavat ldheisesti toisiaan, vaikka jdlkimmdiisessd kuvassa sisdllytettyna
kovariaattina on vain sukupuoli. Kun néitd vertaa kuvan 10 ilman kovariaatteja
tuotettuun kuvaajaan, voi huomata, ettd ilman kovariaatteja pisteet erkanevat
enemmaén suoralta. Morfien kohdalla ongelmana on, ettd bedtools-analyysit eivit
tunnistaneet ainuttakaan merkitsevdd SNP:d P-arvojen korjausten jdlkeen. Tédma
todenndkdisesti johtuu siitd, ettd aineistostani tuleva signaali (eli morfia selittavit
SNP:t) ei ole niin vahva, ettd se poikkeaisi satunnaisesta. Jos ndytemaéra olisi isompi
ja vastaavasti kattavuus syvempi, merkitsevid SNP-alueita saattaisi 10ytyd. Tama olisi
varteenotettava tutkimuskohde, mihin olisi mahdollista perehtyd syvemmin
tulevaisuuden tutkimuksissa. Tatd varten voitaisiin alkujaankin ottaa populaatioittain
suuremmat otokset. Myds levésiiran genomin annotoinnin tullessa kattavammaksi,
olisi mahdollista, ettd geneettisilld analyyseilld saataisiin parempi selvyys SNP:den

vaikutuksista morfeihin— toisin kuin tdmén tutkielman kohdalla.

Tutkielman ANGSD-tuloksissa erikoisinta on, ettd yhdenkéén telineen kohdalla ei
aineistosta tunnistettu yhtékddn resessiivistd homotsygoottia. Muutamaa poikkeusta
lukuun ottamatta kaikkein yleisimpid joka telineessd ovat dominoivan alleelin
homotsygootit ja loput heterotsygootteja. Ndissd muutamassa poikkeuksessa yleisin
on heterotsygootti ja loput dominoivia homotsygootteja. Tamén tutkimuksen datan

osilta tdmé todenndkdisesti tarkoittaa sitd, ettd matalan kattavuuden ja kdytossd
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olevan otoskoon vuoksi harvinaisten resessiivisten homotsygoottien tunnistaminen on

epatodennékoisié.

BLAST-analyysien jélkeisida merkittdvid proteiineja tutkin tietokannoista. Osa
tuloksista on todenndkdisesti verrattu bakteerin periméédn, silli useassa kohtaa
ndhdddn “Reverse transcriptase...” tai “Retrovirus-related Pol poly from

2

transposon...” alkuisia proteiineja, jotka todennédkoisesti ovat siiran periméin
sekoittunutta bakteerin perimdd. Tamé on todennékdisesti historiallista vaikutusta
bakteerien toistojaksojen proteiineilta, jotka ovat jdéneet osaksi siiran genomia.
Naéistd huolimatta useiden muiden telineiden kohdalla on merkittdvid osumia, jotka

vastaavat proteiineja muilla — etenkin merellisilla — eli6illa.

BLAST tuloksista valkoisen alueelle molempien kovariaattien kanssa ja pelkéin
sukupuoli-kovariaatin kanssa Daphnia magnaan viittaava proteiini "A0A164T4726”
— vaikkei kovin korkeasti pisteytetty (38,9) tai jarin merkitsevi e-arvo (0,083) — on
ajon merkittavin tulos, silld loput osumista viittaavat parasiitteihin, bakteereihin tai
levésiirakin. Proteiinia ei ole laajalti annotoitu — miké on yhteistd monille tuloksissa
esiintyville proteiineille — mutta UniProt tietokannan verkkosivu merkitsee
proteiinille merkityksiksi solun rakenneosiin vaikuttaminen DNA polymeraasina
kompleksina, molekylaariset toiminnot muun muassa aminohapon sitominen, ja

biologisissa prosesseissa muun muassa proteolyysissa.

Levisiiran varityksen valkoisen alueen prosentuaalisen osuuden tuloksista yhdelle
telineelle merkittdvin tulos on AOA6A7FZB1-proteiini, joka viittaa lajiin Hirondellea
merkitty samat molekylaarisena toimintona aminohapon sitominen ja biologisissa
prosesseissa DNA:n integroiminen, kuin my0ds solun rakenneosiin vaikuttaminen
DNA polymeraasi kompleksina. Toisen telineen osumissa on laajasti vaihtelua, mutta
ainakin 24 proteiinia viittaa lajiin Cryptotermes secundus, joka on erds niveljalkaisiin
luettu termiittilaji. Pisteytys ja e-arvo vaihtelee huomattavasti proteiinin mukaan,
mutta kaikki merkitseviat osumat ovat vélilld pisteytyksen osin 45,1-55,5 ja e-
arvoltaan 0,002—0,0000004. Useilla ndistd proteiineista merkitykseksi on mainittu
biologisena prosessina DNA:n biosynteettinen prosessi, eli jokin prosessi, jonka

lopputuloksena on DNA:n muodostuminen.
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Elididen proteiinien heikon annotoinnin vuoksi on tdssé vaiheessa vaikea sanoa, onko
16ydetyillda SNP:eilld ja niistd tunnistetuilla proteiineilla vaikutusta véritykseen
tietimaéttd proteiinien tiyttd merkitystd. Tunnetusti geeneilld on monia mekanismeja
vaikuttaa elididen véritykseen. Esimerkiksi Clanculus margaritarius ja Clanculus
pharaonius ovat ldheisid merietana lajeja, joita tutkimalla huomattiin, ettd
samankaltaisesti véritetyt ja saman muotoiset alueet méédrdytyiviat samojen geenien

mukaan kummallakin lajilla (Williams et al. 2017).

4.3 Paatelmat
Taman tutkielman tavoitteena oli vastata kysymyksiin, onko véritys yhden geenin

sddtelemd vai polygeenisesti sdddelty, ja onko sukupuolten tai populaatioiden vélilla

huomattavia eroja tai néille tyypillisid piirteitd?

Tadmén pro gradun tutkimusten mukaan néyttdisi siltd, ettd geeneilld on merkitysta
siirojen varitykseen, etenkin valkoisen pinta-alalliseen osuuteen (Taulukot 2 ja 3).
Liheisten siiralajien vdrien vertailevaa geenitutkimusta ei ilmeisesti ole toteutettu,
mikd voisi lisdté tietdmysté siirojen varityksen mekanismeista. Lisdksi siirojen laajan
kirjon viéritykset, jopa populaation sisilld ja yksildiden vililld viittaavat siihen, ettd
véritys on polygeeninen piirre (Aguillon et al. 2021; White & Rabago-Smith, 2011).
My0s tdmén tutkimuksen mukaan, esimerkiksi valkoinen alue ei tdysin selittyisi
pelkdlld sukupuoli-kovariaatilla (Kuva 10), mika viittaisi sithen, ettd tekijoitd on
mahdollisesti useampia. Tutkimus téytyisi lisdksi toistaa isommalla otoskoolla. Tadssé
tutkielmassa populaatioista otostettiin vain 20 yksiléd, mikd on hyvin pieni maara
verraten koko populaation yksildiden lukumédirddn. Suuremmalla testijoukolla
tulokset voisivat vastata ldheisimmin todellisuutta, jolloin tuloksissa tdméd nikyisi

muun muassa cowplot-kuvaajien pisteiden seuraavan ldhemmin kuvaajien suoraa.

Satunnaismuuttuja testien mukaan populaatioiden vilinen vaihtelu on véhaista.
Tulevaisuudessa olisi mahdollista tuottaa tutkimus, joka keskittyisi tdysin eridviin

véritykseen vaikuttaviin tekijoihin ja ndiden merkitsevyyteen.

Naaraiden laikkujen middrdn ja prosentuaalisen osuuden vélinen negatiivinen
korrelaatio tarkoittaa, ettd laikkujen méadrén kasvaessa ne samalla pienenevit. Taméa
yhdessd sukupuolten vililld tehtyjen t-testien ja véritykseen vaikuttavien tekijoiden
vdlilld tehtyjen testien kanssa viittaa sukupuolen olevan merkitsevé piirteelle, vaikka
ilmio havaitaan vain toisessa sukupuolessa. Jos tulosten perusteella pitéisi piirtda
tyypillinen albafusca-koiras, silld olisi paljon pienid laikkuja, kun taas naaraalla olisi
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vdhin suuria laikkuja. Tdmid ei suoraan vility prosentuaaliseen osuuteen, joten
prosentuaalisesti koiraalla ja naaraalla voi olla 50% valkoista, mutta se miten
valkoinen on seldnkuvioinnissa rytmittynyt, eroaa. Eli, esimerkiksi koiraalla voi olla
25 pientd laikkua sielld tddlld ja naaraalla kolme isoa vyomadista laikkua, ja néilla olisi
silti prosentuaalisesti yhtd iso osa valkoista aluetta ndiden selén varityksessé. Téstikin
olisi mahdollista toteuttaa laajempi ja tdsmennetty tutkimus tulevaisuudessa levésiira
sukupuolten erojen vertailemiseksi, ja vérityksen ominaisuuksien korrelaatioiden

vertailemiseksi.

Taman tutkimuksen tulokset eiviét siis vastaa kaikkiin tutkimuskysymyksiin toivotulla
tarkkuudella. Suuntaa antavat vastauksetkin voivat toimia ohjeina tulevaisuuden
tutkimuksia varten vihjaten luonnossakin esiintyviin eroihin sukupuolten tai
populaatioiden viélilla, tai korrelaatioihin virityksen ominaisuuksien valilla.
Levésiirapopulaatioiden vélilli on kumminkin todettu olevan laajaa vaihtelua, ja
populaatioita on kyetty jakamaan erottuviksi joukoiksi populaatioissa esiintyvien
ilmiasujen suhteellisten médrien mukaan (Salemaa, 1978). Uskon, etti tuloksilla on
arvoa tdssdkin muodossa, mutta tulevaisuuden tutkimusten tulee laajentaa ja
tdsmentdd tutkimusaineistoa ja tutkimuskysymyksid vastatakseen luonnossa
esiintyvid populaatioita mahdollisimman tarkasti, ja tuottaakseen tarkempia tuloksia

levésiirojen ominaisuuksista.
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