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Suopursukemppeja (Cacopsylla ledi, (Flor 1861)) tavataan pohjoisella pallonpuoliskolla
aina Fennoskandiasta Alaskaan. Ne lisdantyvat obligatorisella partenogeneesilla.
Tarkemmin ottaen kempit lisdantyvat telytokisesti, eli naaraat tuottavat naarasyksiloita
hedelmdittymattdmistd munasoluista. Telytokisten lajien populaatioissa voi esiintya
naaraiden ohella niin kutsuttuja harvinaisia koiraita, joita on Idydetty myos
suopursukemppien populaatioista. Harvinaiset koiraat voivat olla funktionaalisia, eli ne
tuottavat normaaleja toimivia gameetteja, tai ei-funktionaalisia, jolloin niiden gameetit
ovat toimimattomia. Suopursukempilld harvinaisten koiraiden lisdksi samaisista
populaatioista on Idydetty myOs harvinaisia diploideja naaraita triploidien
partenogeneettisesti lisdantyvien naaraiden ohella. Partenogeneettista lisdantymista on
pidetty pitkdan evolutiivisena umpikujana, silla syntyvat jalkeldiset ovat emonsa
klooneja. Biseksuaalisen lisdantymisen on todettu antavan Iajille suuremman
evolutiivisen potentiaalin rekombinaation myéta. Taman tutkimuksen tarkoituksena oli
selvittda, voisivatko partenogeneettisissd populaatioissa esiintyvat harvinaiset
funktionaaliset koiraat ja harvinaiset diploidit naaraat lisdantya keskenaan. Tutkimuksen
aineistona kaytettiin Varinais-Suomesta Lammenrahkalta ja Laustinrahkalta seka
Lapista Sevettijarveltad kerattyja naaraita ja koiraita. Naaraiden ploidiataso maaritettiin
sytologisesti, minka jalkeen niille tehtiin haplotyyppianalyysi. Haplotyyppianalyysissa
sekvensoitiin 638 nukleotidin pituinen mitokondriaalinen CO/ -geenialue. Sevettijarven
populaation todettiin olevan partenogeneettinen. Lammenrahkan ja Laustinrahkan
populaatioista puolestaan I0ydettiin funktionaalisia koiraita ja diploideja naaraita, jotka
edustivat kokonaan omaa haplotyyppidan, mista voitiin paatelld, ettd ndissd kahdessa
populaatiossa esiintyi aitoa biseksuaalista lisaantymistd partenogeneettisen
lisdantymisen rinnalla. Kyseessa ovat ensimmaiset partenogeneettisen lajin luonnosta
I6ydetyt populaatiot, joissa biseksuaalinen lisaantyminen on voitu todentaa
kromosomianalyysin ja COI-haplotyyppianalyysin avulla. Lammenrahkan populaatiossa
biseksuaalinen lisdantyminen on lahes syrjayttanyt partenogeneettisen lisdantymisen,
mitd ilmeisimmin paremman sopeutumiskykynsd ansiosta. Partenogeneettisten
naaraiden tuottamat harvinaiset funktionaaliset koiraat ja diploidit naaraat antavat lajille
mahdollisuuden kehittya joko uudeksi partenogeneettiseksi, tai jopa biseksuaaliseksi
lajiksi.

Asiasanat: Suopursukemppi, Cacopsylla ledi, partenogeneesi, triploidia, diploidia,
harvinaiset koiraat, biseksuaalinen lisdantyminen, evoluutio
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1. Johdanto

1.1. Partenogeneesi

Elibkunnan lisdantymistyypit jakautuvat kahteen paahaaraan; seksuaaliseen ja
aseksuaaliseen. Seksuaalinen lisdantyminen tapahtuu sukusolujen eli gameettien
avulla. Gameetit ovat yleensd haploideja, eli niissd on yksinkertainen
peruskromosomisto. Biseksuaalisessa lisdantymisessa tuotetaan kahta erilaista,
naaras- ja koiraspuolista, gameettityyppia. Elaimilla naaras- ja koiraspuolisia gameetteja
tuottavat useimmiten erillisia sukupuolia edustavat yksilot, naaraat ja koiraat. Kun kaksi
erilaista gameettia yhtyy hedelmdityksessa, syntyy diploidi tsygootti, jolla on
kaksinkertainen peruskromosomisto. Aseksuaalinen lisdantyminen tapahtuu ilman
sukusoluja, ja siind syntyvat jalkelaiset ovat perimaltdan identtisia emonsa kanssa,
mutaatioita lukuun ottamatta. Aseksuaalista lisdantymista on esimerkiksi bakteereilla ja
hiivoilla tavattava kuroutuminen, sekd kasveilla tavattavan rdnsyilyn valityksella

tapahtuva lisdantyminen.

Eras seksuaalisen lisdantymisen erikoistyypeistd on partenogeneesi, joka on
uniseksuaalista lisaantymista ja jossa uusi yksild kehittyy hedelmoitymattomasta
munasolusta. Nain saksalainen von Siebold (1856) maaritteli partenogeneesin
ensimmaisen kerran. Partenogeneesi on verrattain yleinen lisdantymistapa
eldinkunnassa, ja sitd tavataan aina onteloeldimistd (Coelenterata) selkarankaisiin
(Vertebrata) (White 1973; Suomalainen ym. 1987). Partenogeneesia on tutkittu laajasti
muun muassa sammalpunkeilla (Acari, Oribatida) (Heethoff ym. 2007),
suolalehtijalkaisilla (Artemia -suvun edustajat) (Maccari ym. 2014; Nougué ym. 2015;
Chang ym. 2016) ja kempeilla (Hemiptera, Psylloidea) (Nokkala ym. 2008; Nokkala ym.
2013; Nokkala ym. 2015).

Telytokiaksi kutsutaan partenogeneesin muotoa, jossa hedelmditymattdmasta
munasolusta kehittyy vain naarasyksilditd. Telytokia voi olla joko automiktistd tai
apomiktista. Automiktiassa munasolu kay lapi normaalin meioosin, jonka jalkeen kaksi
meioosin  haploideista lopputuotteista yhtyy muodostaen diploidin  tsygootin.
Apomiktiassa meioosin tilalla on puolestaan muuntunut mitoosi. Automiktiaa kutsutaan
myds nimelld meioottinen partenogeneesi, ja apomiktiaa nimelld ameioottinen
partenogeneesi. (Suomalainen ym. 1987). Apomiktiseen partenogeneesiin liittyy hyvin

usein polyploidia (Suomalainen ym. 1987).



Partenogeneesi voidaan luokitella myds obligatoriseksi tai fakultatiiviseksi.
Obligatorisessa partenogeneesissa naaraat lisdantyvat vain partenogeneettisesti
eivatkd kykene tuottamaan biseksuaalisesti lisdantyvia jalkelaisia lainkaan.
Fakultatiivisessa partenogeneesissa puolestaan sekd partenogeneesi etta
biseksuaalinen lisddntyminen ovat mahdollisia samassa populaatiossa, ja lisdantymisen
eri muodot vaihtelevat usein sukupolvittain. Tyypillinen esimerkki fakultatiivisesta

partenogeneesista on kirvoilla tavattava syklinen partenogeneesi (Normark 2003).

Obligatorisessa partenogeneesissa kaikki jalkeldiset ovat emonsa klooneja. Kuitenkin
useiden obligatorisella partenogeneesilla lisdantyvien eldinlajien populaatioista on
|6ydetty harvalukuisena my&s niin sanottuja harvinaisia koiraita (engl. spanandric males,
rare males) (Blackman 1972; Palmer & Norton 1990; Butlin ym. 1998; Martens 1998;
Rispe ym. 1999; Simon ym. 1999; Delmotte ym. 2001; Snyder ym. 2006; Domes 2007;
Engelstadter ym. 2011; Maccari ym. 2013a). Harvinaiset koiraat voivat tuottaa
normaaleja haploideja gameetteja, jolloin koiraat ovat funktionaalisia. Meioosi voi myds
olla virheellinen, tai tuotetut gameetit aneuploideja, jolloin koiraat ovat ei-funktionaalisia.
Normaaleissa, luonnossa esiintyvissa populaatioissa meioosi on kovan valintapaineen
alla, minka seurauksena kaikki mutaatiot, jotka hairitsevat meioosia, poistuvat nopeasti
populaatioista (Nokkala ym. 2013). Poikkeuksen tekevat telytokiset partenogeneettiset
populaatiot, joissa esiintyy saanndllisesti harvinaisia koiraita, jotka voivat olla ei-
funktionaalisia (Lynch 1984; Palmer & Norton 1990).

Partenogeneesi on kehittynyt biseksuaalisesta lisdantymisesta (Suomalainen ym. 1987).
Muutos hedelmditymista edellyttavasta lisdantymisesta partenogeneesiin edellyttaa, etta
naaraalla kehittyy munia, joissa yksilénkehitys alkaa ilman hedelmdoitymista (Seiler 1961;
Seiler 1963). Erdan teorian mukaan siirtyminen biseksuaalisesta lisdantymisesta
partenogeneesiin johtaa ensin automiktiaan, joka voi edelleen kehittyd apomiktiaksi.
Ploidiataso kasvaa, kun lahilajien koiraat hedelmdittdvat diploidin  munasolun
(Suomalainen 1950; White 1973; Saura ym. 1993). Toisen teorian mukaan triploidia,
apomiktia ja partenogeneesiin siirtyminen biseksuaalisesta lisdantymisesta voisi
tapahtua jo yhdessa hybridisukupolvessa (Saura ym. 1993). Korkeammat ploidiatasot
voisivat olla seurausta mitoottisista hairidista tai myohemmasta hybridisaatiosta.
Molempien teorioiden mukaan siirtyminen biseksuaalisesta lisaantymisesta
partenogeneesiin olisi peruuttamatonta (Bell 1982; Suomalainen ym. 1987; Kearney
2006). Partenogeneesia pidetddn tdman vuoksi usein evolutiivisena umpikujana, ja
partenogeneettisid taksoneita evolutiivisesti lyhytikaisind (Hurst & Peck 1996; Butlin
2002; Normark ym. 2003).



Seka  biseksuaalisesti ettd  partenogeneettisesti  lisdantyvien  lajien  eri
lisaantymismuotojen erilaista maantieteellista esiintymista kutsutaan maantieteelliseksi
partenogeneesiksi. Partenogeneettisesti lisdantyvien lajien on todettu esiintyvan
haastavammissa olosuhteissa (pohjoisempana, korkeammalla esim. vuorella tai
tunturilla, aavikoilla tai muilla marginaalisilla elinalueilla) kuin lahilajien biseksuaalisesti
lisdantyvat edustajat (Vandel 1928; Kearney 2005). Taman vuoksi Euroopassa
jadkausien jalkeen jaan vetaydyttya partenogeneettiset lajit tai niiden muodot ovat

levittaytyneet pohjoiseen ensimmaisena (Vandel 1928).

1.2. Automiktia

1.2.1. Artemia parthenogenetica

Automiktian tunnetuimpia tutkimuskohteita on Artemia parthenogenetica -
suolalehtijalkainen (Maccari ym. 2014; Nougué ym. 2015; Chang ym. 2016). Artemia-
suvun jasenet ovat alkeellisia ayridisia, jotka elavat hyvin suolaisessa vedessa ja
lisdantyvat seka biseksuaalisesti ettd partenogeneettisesti. Kaikki biseksuaalisesti
lisdantyvat suolalehtijalkaiset ovat diploideja, mutta partenogeneettisesti lisaantyvat
suolalehtijalkaiset voivat olla diploideja, triploideja, tetraploideja tai pentaploideja. Kaikki
nama muodot on yhdistetty taksoniin A. parthenogenetica (Sun ym. 1999; Abatzopoulos
ym. 2002; Abatzopoulos ym. 2003; Saygi 2004).

Nouguén (2015) mukaan diploidin A. parthenogenetica -lajin lisdantymistapa on
automiktinen partenogeneesi. Automiktiassa diploidia palautuu, kun kaksi meioosin
tuloksena syntyneesta neljastd haploidista solusta fuusioituu. Se, tapahtuuko fuusio
meioosin ensimmaisen vai toisen jaon jakolinjojen eri puolella olevien solujen valilla,
maarittda, kutsutaanko fuusiota sentraaliseksi tai terminaaliseksi. Kuvassa 1 on esitetty

sentraalinen fuusio, jossa ei tapahdu rekombinaatiota.

Yleisesti kiasman muodostuksesta voidaan todeta, ettd se voi muodostua lahelle
sentromeerid, kasivarren keskivaiheille tai miltei kasivarren paahan. Lahelle
sentromeerida muodostuvaa kiasmaa kutsutaan proksimaaliseksi, kasivarren
keskivaiheille muodostuvaa kiasmaa mediaaliseksi, ja miltei kasivarren paahan
sijoittuvaa distaaliseksi kiasmaksi. Kiasman muodostumiskohta voi olla taysin
sattumanvarainen, tai se voi olla lokalisoitu, jolloin kiasma muodostuu aina tiettyyn

kohtaan kromosomia bivalentissa, joko lahelle sentromeeria tai ldhelle telomeeria.



Muodostumisen sattumanvaraisuus voidaan todeta esimerkiksi sytologisista

preparaateista.

Ei rekombinaatiota
o
Primaarinen oosyytti D::
Meioosi | / \
Sekundaarinen oosyytti
Meioosi Il / \ / \
Ootidi .

Sentraalinen fuusio \ /
Tsygootti

Genotyyppi A+

Kuva 1. Sentraalinen fuusio. Fuusion my6td muodostunut tsygootti on heterotsygootti A+, jos
rekombinaatiota ei tapahdu sentromeerin ja lokuksen A vailla.

Sentraalisen ja terminaalisen fuusion paaerona on, etta sentraalisessa fuusiossa, jossa
rekombinaatiota ei tapahdu, syntyy heterotsygootti lopputuote (A+), jos
vastinkromosomeissa on eroja. Terminaalisessa fuusiossa, jossa ei tapahdu
rekombinaatiota, syntyy vastaavassa tilanteessa puolestaan homotsygootti lopputuote
(AA tai ++). Molemmissa fuusioissa voi tapahtua myds rekombinaatiota, jolloin
terminaalisen fuusion lopputuote voi olla heterotsygootti, ja sentraalisen fuusion
lopputuote voi olla joko homo- tai heterotsygootti. Taten sentraalista ja terminaalista
fuusiota on kaytetty selittdmaan myos eri sukupuolten lukusuhteita populaatioissa
(Nougué ym. 2015).

Lajista riippuen naaraat voivat olla joko homogameettisia XX tai heterogameettisia WZ.
Esimerkiksi ihmisella nainen on sukupuolikromosomien suhteen homotsygootti (XX) ja
mies heterotsygootti (XY). A. parthenogenetica -suolalehtijalkaisella naaraat ovat
heterogameettisia, eli niiden genotyyppi on WZ. Populaatioissa esiintyy myos
harvinaisena koiraita, jotka puolestaan ovat homogameettisia, eli genotyypiltdan ZZ
(Bowen 1963 ja 1965; De Vos ym. 2013). Biseksuaalisesti lisdantyvilla
suolalehtijalkaisilla sukupuolien lukusuhde on 1:1, kun taas lajin partenogeneettisilla

muodoilla naarassukupuoli hallitsee vahvasti populaatioita (Chang ym. 2016).



Sentraalinen fuusio, johon liittyy vain vahainen sukupuolta maaraavan lokuksen
rekombinaatio, yllapitdd maternaalisen heterotsygotian sentromeerin ja crossing-over -
kohdan valilla (Pearcy ym. 2006). Korkean maternaalisen heterotsygotia-asteen
seurauksena koiraita tuotetaan vain vahainen maara, mikd puolestaan selittdd, miksi
harvinaisten koiraiden frekvenssin on havaittu vaihtelevan 0-1,7 %:n valilla (Maccari ym.
2013a; Nougué ym. 2015). A. parthenogenetica -suolalehtijalkaisella on paatelty
tapahtuvan rekombinaatiota sen perusteella, ettd kyseiselld suolalehtijalkaisella on
huomattavasti suurempi geneettinen diversiteetti kuin olisi, jos jalkelaiset olisivat vain
vanhempiensa klooneja. Geneettinen diversiteetti on myds suurempi kuin apomiktisella

tetraploidilla suolalehtijalkaisella (Abreu-Grobois & Beardmore 1982).

Stefani (1960) tutki A. parthenogenetica -suolalehtijalkaisen sytologiaa ja havaitsi, etta
meioosin ensimmainen jako alkoi normaalisti, mutta ensimmaisessa anafaasissa
tumasukkula purkautui keskelta ja kaksi sukkulan puolikasta muodosti yhdessa uuden
metafaasitason. Taman jalkeen meioosin toinen jako tapahtui normaalisti. Ensimmainen
jako siis keskeytyi puolessa valissa, mika vastaa sentraalista fuusiota (Asher 1970).
Diploidilta A. parthenogenetica -suolalehtijalkaiselta on kuitenkin 16ydetty ylla kuvatun

lisdksi ainakin kolmen eri tyypin automiktiaa (Barigozzi 1944).

Stefani (1964) selitti harvinaisten koiraiden esiintymista siten, ettd A. parthenogenetica -
suolalehtijalkaisella tapahtuisi sentraalisen fuusion lisdksi alhaisella frekvenssilla
terminaalista fuusiota. Terminaalisen fuusion seurauksena heterotsygotia vahenisi
merkittavasti, joten harvinaisten koiraiden pitaisi olla vahemman heterotsygoottisia kuin
aitiensa. Vaittama kumottiin, kun Abreu-Grobois & Beardmore (2001) seka Maccari ym.
(2013Db) totesivat, ettd harvinaiset koiraat eivat ole vahemman heterotsygoottisia kuin
aitinsa. Harvinaisia koiraita ei siis tuoteta terminaalisen fuusion kautta (Nougué ym.
2015).

Abreu-Grobois & Beardmore (2001) esittivat hypoteesin siitd, ettd sentraalinen fuusio,
johon liittyy vahainen rekombinaatio, voisi selittaa harvinaisten koiraiden synnyn. Jos
sukupuolen maarittava lokus on lahella sentromeeria, pysyy se heterotsygoottisena
useimmissa tapauksissa. Tall6in syntyy paaasiassa naarasjalkelaisia. Crossing-overin
seurauksena sukupuolen maarittava lokus saattaa kuitenkin rekombinoitua, jonka

seurauksena tuotetaan homotsygoottisia koiraita (genotyyppi ZZ).

Hypoteesia tukevat Changin ym. (2016) havainnot siitd, ettei yhdestakaan heidan
tutkimastaan A. parthenogenetica -suolalehtijalkaisen polyploidisesta populaatiosta

I6ytynyt harvinaisia koiraita. Tasta paatellen vain diploidit automiktiset naaraat tuottavat



harvinaisia koiraita, silla vain niilla voi esiintya sentraalista fuusiota. Taten polyploidiset

apomiktiset suolalehtijalkaisnaaraat eivat voi tuottaa koiraita.

A. parthenogenetica -suolalehtijalkaisen harvinaiset koiraat ovat funktionaalisia (Chang
ym. 2016). Funktionaaliset koiraat voisivat lisaantya biseksuaalisesti lisdantyvien
Iahilajin naaraiden kanssa ja tuottaa partenogeneettisesti lisdantyvia jalkelaisia (Bowen
ym. 1978; Gao 1995; Maccari ym. 2013a; Maccari ym. 2014). lImi6td on kutsuttu
perinndlliseksi partenogeneesiksi (engl. contagious parthenogenesis). Perinndllinen
partenogeneesi on myods pystytty demonstroimaan laboratorio-olosuhteissa vesikirpuilla
(Innes & Hebert 1988), kirvoilla (Blackman 1972) ja suolalehtijalkaisella (Maccari ym.
2014). Suolalehtijalkaisen perinnéllistd partenogeneesia on perusteltu partenogeneesia

indusoivalla haplotyypilla, jota koiraat levittaisivat paritellessaan (Maccari ym. 2014).

1.2.2. Sammalpunkit

Toinen automiktian tunnetuista tutkimuskohteista ovat sammalpunkit (Acari, Oribatida),
joka on sekalainen noin 10 000 Ilajin ryhma. Sammalpunkit elavat paaasiassa
maaperassa, mutta myds puissa ja akvaattisissa oloissa elavia punkkeja on tavattu
(Heethoff 2009). Kuten Artemia-suolalehtijalkaiset, osa sammalpunkeista lisdantyy
partenogeneettisesti ja automiktisesti, mutta niilla diploidian palautumisen on ehdotettu
tapahtuvan terminaalisen fuusion kautta. Sammalpunkkien kromosomit ovat

holosentrisia eli niissa ei ole lokalisoitua sentromeerialuetta.

Terminaalisella fuusiolla tuotettavien jalkeldisten tulisi olla osin homotsygootteja
(Wrensch ym. 1994). Palmer ja Norton (1992) kuitenkin osoittivat, ettd sammalpunkeilta
I6ytyy runsaasti pysyvaa heterotsygotiaa, eika lainkaan rekombinaatiota. He ehdottivat
taman takia, ettd sammalpunkeilla olisikin automiktisen terminaalisen fuusion sijasta joko
automiktinen sentraalinen fuusio, tai jopa apomiktinen partenogeneesi. Wrensch (1994)
puolestaan esitti, ettd sammalpunkeilla olisi kaanteinen meioosi, jonka niiden

holosentriset kromosomit mahdollistaisivat, ja joka selittaisi pysyvan heterotsygotian.

Sammalpunkeilla esiintyy suolalehtijalkaisten tapaan harvinaisia koiraita. Kaanteinen
meioosi ei kuitenkaan selita, miten harvinaisia koiraita voisi syntya. Toistaiseksi
sammalpunkeilta ei tunneta myoskaan sukupuolikromosomeja, eika ole taytta
varmuutta, onko niilld naaras- vai koiraspuolinen heterogametia. Taman selvittdminen
edellyttad lisatutkimuksia (Heethoff 2009).



Kahdella sammalpunkkilajilla, Trhrypochthonius tectorum (Berlese 1896) ja Platynothrus
peltifer (Koch 1839) (Acari, Oribatida, Desmonomata), koiraan meioosi oli normaali,
mutta spermiogeneesi puuttui tdysin. Taman seurauksena koiraat tuottivat vain vahan
spermatoforeja (engl. spermatophore), jolloin naaraat jattivat ne huomiotta (Taberly

1988). Sammalpunkkien harvinaiset koiraat eivat tdman perusteella ole funktionaalisia.

Domes ym. (2007) ovat tutkineet sammalpunkkien molekyylifylogeniaa ja todenneet, etta
biseksuaalisesta  kantamuodosta on  kehittynyt uusia  biseksuaalisia  tai
partenogeneettisia lajeja. Fylogeniasta selvidd myds, ettd partenogeneettisesta
kantamuodosta voi kehittya paitsi uusi partenogeneettinen laji, myos uusi biseksuaalinen
laji. llmién taustalla oleva mekanismi on tuntematon, eikad esimerkiksi tiedeta, ovatko

harvinaiset koiraat osallistuneet uuden biseksuaalisen lajin syntyyn.

1.3. Apomiktia: Partenogeneesi kempeilla (Hemiptera, Psylloidea)

Apomiktialla tarkoitetaan partenogeneesin muotoa, jossa meioosin on korvannut
muuntunut mitoosi (Suomalainen ym. 1987) ja kromosomiluku sailyy diploidina tai
polyploidina koko ovogeneesin ajan. Apomiktiaa tavataan mm. Orthoptera- ja
Hemiptera-hyonteislahkoissa, kuten Cacopsylla-suvun kemppilajeilla. (White 1973;

Suomalainen ym. 1987; Nokkala ym. 2008).

Ainakin kahdesta kemppisuvusta, Cacopsylla (Ossianilsson 1975) ja Trioza (Foerster
1848), on I6ytynyt populaatioita, joissa kaikki yksilot ovat naaraita, minka perusteella
lajien on ajateltu olevan telytokisella partenogeneesilla lisdantyvia. Tallaisia lajeja ovat
C. ledi (Flor 1861), C. rara (Tuthill 1944), C. myrtilli (Wagner 1947), C. myrtilli ssp.
canadensis (Hodkinson 1972), T. pletschi (Tuthill 1944) ja T. abdominalis (Flor 1861)
(Hodkinson 1976; Hodkinson 1978; Gegechkori 1985; Ossiannilsson 1992).

1.3.1. Mustikkakemppi Cacopsylla myrtilli

Hodkinson (1983) on tutkinut tarkemmin mustikkakemppia Etela-Norjasta puurajan
ylapuolelta peraisin olevasta populaatiosta. Han raportoi populaatiossa esiintyvan
runsaasti koiraita ja esitti tdman perusteella, ettd lisdantyminen olisi biseksuaalista.
Hodkinson ja Bird (2006) tutkivat mustikkakemppia pohjois-Ruotsissa, ja I0ysivat
sieltdkin koiraita puurajan ylapuolelta. Mydhemmin havaittiin kuitenkin sytologisesti
(Nokkala ym. 2008), ettad tutkitut naaraat olivat triploideja (3n = 39 (36 + XXX)) ja



apomiktisid. Ne lisdantyivat populaatiossa partenogeneettisesti riippumatta siitd, onko
populaatiossa lasna koiraita vai ei. Tama heratti kysymyksen siitd, mitd Hodkinsonin
(1983; Hodkinson & Bird 2006) loytamat koiraat itse asiassa olivat. Olivatko myos

naaraat naissa populaatioissa diploideja?

Mydhemmin on havaittu, ettd Hodkinsonin (1983) sekd Hodkinson ja Birdin (2006)
tutkimissa populaatioissa partenogeneettiset naaraat ovat triploideja (Nokkala ym. 2015)
ja koiraat ei-funktionaalisia harvinaisia koiraita (Nokkala ym. 2013). Nama koiraat
tuottavat diploideja siittidita, silla niiltd puuttuvat kiasmat meioosissa. Yllattavaa on, etta
sytologinen tutkimus paljasti populaatiosta triploidien naaraiden lisdksi myos diploideja
naaraita (Nokkala ym. 2015). Diploidien naaraiden frekvenssi populaatiossa vastasi
harvinaisten koiraiden frekvenssid. Koska populaation koiraat tuottivat diploideja
siittioita, ne eivat voineet tuottaa diploideja yksildita diploidien naaraiden kanssa. Koiraat
eivat mydskaan paritelleet valikoivasti diploidien naaraiden kanssa, vaan ne parittelivat
yhta usein myds triploidien naaraiden kanssa (Nokkala ym. 2015). Partenogeneesi oli
siis diploideista yksildista huolimatta obligatorinen lisaantymistapa. Kaikilla kolmella,
triploidi naaras, diploidi naaras ja koiras, oli sama COI-haplotyyppi. Diploidit siis syntyivat
populaatioon jokaisessa sukupolvessa palautumina triploidiasta. Mekanismi, jolla
palautuminen tapahtuu, on toistaiseksi tuntematon. Mekanismin tulee olla sellainen, etta

seka diploideja naaraita ettd harvinaisia koiraita syntyy yhta paljon.

Mustikkakempiltd tunnetaan myds sellaisia harvinaisia koiraita, joilla on normaali
meioosi. Nama koiraat ovat siis funktionaalisia (Nokkala ym. 2013). Koiraita on tavattu
alhaisella frekvenssilla populaatioista, jotka on keratty luoteis-Venajalta ja Pohjois-
Suomesta. Koiraiden COl-haplotyyppi eroaa selvasti ei-funktionaalisten koiraiden
haplotyypista. My6s naissa populaatioissa esiintyy triploidien naaraiden ohella diploideja
naaraita, joilla on normaali ovogeneesi. Nokkala ym. (2013) esittavat, ettd mikali
funktionaalisten koiraiden ja diploidien naaraiden frekvenssi nousisi riittdvan korkeaksi,
voisivat nama pariutua keskenaan. Pariutuminen voisi suotuisissa olosuhteissa johtaa
uuden diploidin biseksuaalisen lajin syntymiseen. Samoin voitaisiin selittdd Domesin ym.
(2007) havainto sammalpunkkien biseksuaalisen lajin syntymisesta

partenogeneettisesta alkumuodosta.

1.3.2. Suopursukemppi Cacopsylla ledi

Holarktinen suopursukemppi elaa suopursulla (Ledum palustre, Linnaeus 1753), ja sita

tavataan ainakin Fennoskandiassa, Baltiassa, Puolassa, Saksassa, Venajalla,



Japanissa ja Alaskassa (Ossiannilsson 1992). Laiji lisdantyy partenogeneettisesti, ja silta
on ldydetty populaatioita, joissa esiintyy harvinaisia koiraita (Nokkala ym. 2017).
Koiraiden frekvenssi vaihtelee tyypillisesti 0 - 12 %:n valilla. Koiraiden kromosomiluku on
2n = 25 (24 + X), joka vastaa aidosti biseksuaalisen kemppilajin kromosomilukua
(Kuznetsova ym. 1997; Nokkala ym. 2017). Kemppikoirailla on tyypillisesti kaksi
testikulaarista follikkelia testiksissa (Kuznetsova ym. 2012), mutta
suopursukemppikoirailla testiksissd on nelja testikulaarista follikkelia (Nokkala ym.
2017).

Suopursukemppipopulaatioista 10ydettiin naaraita, joilla nakyi kypsissd munissa
metafaasissa 39 univalenttia kromosomia. Naaraat olivat siis triploideja. Kyseisten
naaraiden todettiin lisdantyvan apomiktisella partenogeneesilla.
Suopursukemppipopulaatiosta [6ydettin  my6ds naaraita, joilla oli haploidi maara
bivalentteja. Nama naaraat olivat siis diploideja, ja niilld oli normaali meioosi.
Suopursukemppinaarailla yhdessa bivalentissa oli tyypillisesti vain yksi terminaalinen tai
submediaalinen kiasma. Diploidien naaraiden frekvenssi vaihteli 2,7- 30 %:n valilla.
(Nokkala ym. 2017). Havainnot osoittivat, ettd suopursukemppi lisdantyy hyvin
samankaltaisesti kuin lahilajinsa mustikkakemppi (Nokkala ym. 2015; Nokkala ym.
2017).

1.4. Tutkimuksen tarkoitus

Tahan mennessa tutkituissa suopursukemppipopulaatioissa harvinaisten koiraiden
frekvenssin on havaittu olevan korkeintaan 10 %:n luokkaa (Nokkala ym. 2017). Tata
tutkimusta varten keratyissa populaatioissa yhden populaation koirasfrekvenssi oli
edelleen samaa luokkaa kuin aiemmin tutkituissa populaatioissa, joissa esiintyy
harvinaisia koiraita. Kerattyjen populaatioiden joukossa oli kuitenkin kaksi populaatiota,

joissa koirasfrekvenssi oli moninkertainen muihin verrattuna.

Tutkimuksen tarkoituksena on selvittda, mista korkeat koirasfrekvenssit johtuvat ja miten
ne heijastuvat populaation erilaisten naaraiden frekvensseihin. Onko mahdollisesti kyse
biseksuaalisesta lisdantymisestd joko pelkastdan tai rinnakkain partenogeneettisen
lisdantymisen kanssa? Tutkimuksessa pyritdan selvittdmaan myds, voidaanko
partenogeneettinen ja biseksuaalinen lisdantyminen tunnistaa populaation sisalla
haplotyyppianalyysin avulla. Jos osoittautuu, ettd kyseessa on biseksuaalinen

lisdantyminen, pyritaan selvittdmaan myos sen alkuperaa. Biseksuaalinen lisdantyminen



on voinut syntya taalla pohjoisessa partenogeneettisestd muodosta, tai se on jaakauden

jalkeen kulkeutunut tdnne yhdessa partenogeneettisen suopursukempin kanssa.

2. Aineisto ja menetelmat

2.1 Aineisto

Tutkimusaineisto koostui Sevettijarvelta, Laustinrahkalta ja Lammenrahkalta keratyista

Cacopsylla ledi (Flor 1861) -populaationaytteista (Taulukko 1).

Taulukko 1. Cacopsylla ledi -naytteiden kerayspaikat, yksilomaarat, koiraiden osuus
populaatioissa seka kerdyspaivamaarat.

Populaatio Koordinaatit | Naaraita | Koiraita Koirasfrekvenssi (%) | Kerayspaivamaara

Inari, Sevettijarvi 69°12'58"N 160 10 5,9 17.8.2017
27°52'14"E

Eura, Laustinrahka | 60°53'23"N 85 13 13,3 24.8.2018
22°08'48"E

Poytya, 60°44'37"N 182 107 37,0 22.8.2018

Lammenrahka 22°25'32"E

2.2 Menetelmat

2.2.1. Kromosomianalyysit

Tutkimuksen ensimmaisessa vaiheessa populaatioista maaritettin  diploidien ja
triploidien naaraiden osuus valmistamalla naaraista sytologiset preparaatit. Preparaatit
valmisteltiin varjaysta varten Nokkalan ym. (2008) esittdmalla tavalla. Osa naaraista oli
sailotty siten, ettd niiden paa ja keskiruumis oli etanolissa, ja takaruumis 3:1
(metanoli:etikkahappo) -fiksatiivissa. Yksilon takaruumis oli sail6tty fiksatiivissa, jotta
siitd saatiin valmistettua sytologiset preparaatit, ja paa seka keskiruumis alkoholissa,
jotta samaisesta yksilostd saatiin tehtyd myds haplotyyppianalyysi. Sytologisten
preparaattien valmistus naaraiden takaruumiista aloitettiin siten, ettd takaruumis

siirrettiin ensin pienelle petrimaljalle, jossa oli samaa 3:1 -fiksatiivia. Sitten takaruumista
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avattiin osittain petrimaljalla kayttamalla apuna teroitettuja volframineuloja, jonka jalkeen

takaruumis siirrettiin objektilasille pisaraan 45 % etikkahappoa.

Etikkahappopisarassa takaruumis avattiin kokonaan, ja sieltéd otettiin yhdesta kolmeen
kypsdd munaa. Samalla tarkistettiin, oliko siittidsailidssa (engl. spermatheca) spermaa.
Sperman I6ytyminen siittidsailiostd oli merkki siitad, ettd naaras oli paritellut. Loput
takaruumiista poistettiin, ja objektilasille jatettiin vain kypsat munat, jotka katkaistiin
neulojen avulla. Vararavinnon muututtua lapikuultavaksi etikkahappopisaran paalle
asetettiin peitinlasi. Peitinlasin annettiin laskeutua noin 5 min, jonka jalkeen preparaattia
puristettiin kevyesti suodatinpaperin valissa. Puristuksen jalkeen preparaatti siirrettiin

hiilihappojaille vahintaan 20 minuutiksi.

Peitinlasit poistettiin skalpellilla, ja preparaatit siirrettin 3:1 (etanoli:etikkahappo) -
fiksatiiviin 20 minuutiksi. Taman jalkeen preparaatit otettiin pois fiksatiivista, ja niita
kuivattiin puhaltimella vahintaan 20 min. Kuivia preparaatteja sailytettiin lampokaapissa

37 °C:ssa vahintaan yon yli ennen varjaysta.

Alkoholiin sailéttyihin naaraisiin sovellettiin uutta, tata tutkimusta varten modifioitua
jalkifiksointi-menetelmaa. Naaraista irrotettiin  takaruumis, joka siirrettin  3:1
(metanoli:etikkahappo) -fiksatiivia sisdltdvaan eppendorfputkeen. Putkia sailytettiin
jadkaapissa +4 °C:ssa yoOn yli. Seuraavana paivana takaruumiista valmistettiin
sytologinen preparaatti ylld kuvatun mukaisesti kuten edellisend kesana keratyista
naytteista. Yli vuoden alkoholissa sailytetyista naytteista saatiin hyvia preparaatteja, kun

preparaatin valmistuksessa kaytettiin 50 % propionihappoa 45 % etikkahapon tilalla.

Preparaattien varjays toteutettiin Grozevan ja Nokkalan (1996) esittamalla menetelmalla.
Varjays aloitettiin inkuboimalla preparaatteja huoneenlampoisessad 1 N HCl-liuoksessa
25 min, jonka jalkeen niitd hydrolysoitin 60 °C:ssa 1 N HCI-liuoksessa 6 min.
Hydrolysoinnista lasit siirrettiin Schiffin reagenssiin (liite 1) varjaytymaan 20 minuutiksi,
jonka jalkeen ne huuhdeltiin tislatulla vedella niin monta kertaa, ettei punaista varia enaa
irronnut. Seuraavaksi laseja inkuboitiin ensin Serensenin fosfaattipuskurissa (pH 6.8)
(liite 2) 5 min ja varjattiin em. puskuriin valmistetulla 4 % Giemsa-variliuoksella (liite 3)
20 min. Giemsa-varjayksen jalkeen lasit huuhdeltiin tislatulla vedella ja ilmakuivattiin 20

min. Kuivauksen jalkeen naytteet peitettiin Entellaniin (liite 4).

Sytologisia preparaatteja valmistettin myos tutkittavista koiraista. Valmistukseen so-

vellettin Nokkalan ym. (2013) julkaisussa esittdmaa menetelmaa. Koiraat oli sailotty
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kokonaisena alkoholissa, joten niitd taytyi ensin jalkifiksoida yoén yli 3:1 (meta-
noli:etikkahappo) -fiksatiivissa. Preparaatit valmistettiin testiksista 50 % etikkahapossa.
Testiksista poistettiin kypsat siittiokimput ennen peitinlasin laittoa. Peitinlasi poistettiin
hiilihappojaan avulla, jonka jalkeen preparaatit siirrettiin 3:1 (etanoli:etikkahappo) -
fiksatiiviin 20 minuutiksi ja ilmakuivattiin. Kuivia preparaatteja sailytettiin lampdkaapissa
37 °C:ssa. Varjays toteutettiin samalla menetelmalla kuin naarailla, mutta varjayksen
kestoa muutettin hieman. Preparaatteja varjattin hydrolyysin jalkeen Schiffin

reagenssilla 25 min, ja 5% Giemsalla 30 min.

Valmiit preparaatit kuvattiin Nikon Eclipse Ci -mikroskooppiin liitetyllda MQA 18000 DS-
Fi3-kameralla kayttden NIS Elements -ohjelmaa. Kuvat viimeisteltiin tutkielmaa varten

Corel Photo-Paint X5 -ohjelmalla.

2.2.2 DNA:n eristys, PCR ja sekvensointi

Kun sytologisesti oli maaritetty, onko naaras triploidi vai diploidi, ko. yksilon etanolissa
sailytetyistd osista (paa ja kesiruumis) eristettin DNA mitokondriaalisen
sytokromioksidaasi alayksikké | (COI) -geenialueen monistamista ja sekvensointia
varten (Nokkala ym. 2015). DNA:n eristys tehtiin Qiagenin DNeasy™ Blood & Tissue
Kit:in ohjeita mukaillen. Etanolissa sailéttyjen kempin osien annettiin kuivua ensin noin
tunti huoneenlammaossa 1,5 ml:n eppendorfputkessa, jonka jalkeen putkiin lisattiin 90 pl
ATL-puskuria. Kempit murskattiin mikrosurvimella, ja sitten putkiin lisattiin toiset 90 pl
ATL-puskuria sekd 20 pl proteinaasi K:ta. Naytteet vorteksoitiin ja laitettiin yoksi
inkuboitumaan lampokaappiin 55 °C:een. Naytteita vorteksoitin muutaman kerran

inkuboinnin aikana.

Seuraavana paivana naytteet otettin lampodkaapista huoneenlampéén, ja niita
vorteksoitiin kutakin 15 s. Putkiin lisattin 200 ul AL-puskuria, ja sekoitettiin jalleen
vorteksoimalla. Taman jalkeen lisattin 200 pl 96 % etanolia, ja sekoitettiin jalleen
vorteksoimalla. Seos pipetoitin  DNeasy-minipylvaaseen, joka oli asetettu
keraysputkeen. Naytteita sentrifugoitiin 8 000 RPM:ss& 1 min. Taman jalkeen DNeasy-
minipylvas siirrettiin uuteen keradysputkeen, ja vanha keraysputki seka siina ollut neste
heitettiin pois. Pylvaaseen lisattiin 500 ul AW1-puskuria, ja naytteita sentrifugoitiin jalleen
8 000 RPM:ssa 1 min. Pylvas siirrettiin taas uuteen keraysputkeen, ja vanha keraysputki
seka siina ollut neste heitettiin pois. Pylvaaseen lisattiin 500 ul AW2-puskuria, ja naytteita
sentrifugoitiin 13 200 RPM:ssa 3 min, jotta DNeasy-membraani kuivui. Pylvas siirrettiin

puhtaaseen 1,5 ml:n eppendorfputkeen, ja vanha kerdysputki seka siind ollut neste
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heitettiin pois. DNA:n eluoimiseksi DNeasy-membraanille pipetoitiin 25 pul ddH.O:ta, ja
naytteita sentrifugoitiin 8 000 RPM:ssa 1 min. Taman jalkeen membraanille pipetoitiin
uudestaan 25 ul ddH.O:ta, ja sentrifugoitiin jalleen 1 min 8 000 RPM:ssa. DNeasy-

minipylvas heitettiin pois, ja eristetty DNA sailytettiin eppendorfputkessa.

Eristettyd DNA:ta puhdistettiin ja konsentroitiin lisdamalla putkiin 4 ul 3 M NaCl:ia ja 400
pl jaakylmaa 96 % etanolia. Naytteiden annettiin saostua yon yli -20 °C:ssa. Seuraavana
paivana naytteitd sentrifugoitiin puoli tuntia 4 °C:ssa, jonka jalkeen supernatanttia
poistettiin imulla siten, etta sita jai putken pohjalle noin 50 pl. Sitten putkiin lisattiin 400
ul jaékylmaa 70 % etanolia, jonka jalkeen naytteita sentrifugoitiin uudestaan 4 °C:ssa 30
min. Jalleen supernatanttia poistettiin imulla siten, etta jaljelle jai noin 50 pl. Taman
jalkeen naytteet siirrettin Eppendorf Concentrator Plus -haihduttimeen, jossa jaljelle
jaanyt etanoli haihdutettiin vakuumissa 45 °C:ssa 35 min. Haihdutuksen jalkeen putkissa
oli jaljella vain puhdistettu DNA, joka liuotettiin 15 pl:aan ddH20:ta. DNA:n konsentraatio
mitattiin NanoDrop2000 -spektrofotometrilla. Eristetty DNA sailytettiin - 20 °C:ssa.

Eristetystd DNA:sta monistettiin n. 700 emasparin mittainen alue CO/-geenista PCR-
reaktiolla. Alukkeina kaytettin Cacopsylla-lajeille spesifisia alukkeita HybCacoCO 5’-
T7Promoter(F)- CTAACCATAARACTATTGGAAC-3’ (forward), ja HypHCOMOD 5’-T3-
TAAACTTCAGGGTGACAAAAAATCA-3’ (reverse) (Nokkala ym. 2015; Nokkala ym.
2017). PCR-reaktiot tehtiin 20 pl:n reaktiotilavuudessa, reaktion komponentit seka niiden
maarat ja pitoisuudet on esitetty taulukossa 2. Spesifisiin alukkeisiin liitetyt osat
T/Promoter ja T3 ovat oligonukleotideja, joita kaytetdan yleisesti universaaleina

sekvensointialukkeina kaupallisissa sekvensointipalveluissa.

Taulukko 2. COI-geenialueen monistamisessa kaytetty PCR-reaktioseos.

Ainesosa Mé&éré (1)
ddH20 15,4

10X DyNAzyme Buffer (valmis seos sis. 1,5 mM 2,0
MgCly)

dNTP-seos (10 mM jokainen) 0,4

Aluke FOR (10 pmol / pl) 0,5

Aluke REV (10 pmol / pl) 0,5
DyNAzyme || DNA polymeraasi (2 U / pl) 0,2
Templaatti-DNA [30-50 ng / pl] 1,0
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PCR-reaktio tehtiin AB2720-PCR-koneessa. PCR-ohjelma aloitettiin alkudenaturaatiolla
(95 °C, 5 min), jonka jalkeen toistettiin 40 kertaa denaturaatio- (95°C, 30 s), annealing-
(50°C, 30 s) ja ekstensiovaiheet (72°C, 90 s). Ohjelma lopetettin 10 minuutin

loppuekstensioon 72°C:ssa, jonka jalkeen naytteita sailytettiin 4°C:ssa.

PCR-reaktion onnistuminen varmistettin agaroosigeelielektroforeesilla. Geelina
kaytettin 0,8 % agaroosigeelia, johon oli lisatty 0,005 % Midori Green Advance -
merkkiainetta. Geeli valmistettiin 50 ml:aan 1xTBE-puskuria. Molekyylipainomarkkerina
kaytettiin New England Biolabsin 100 bp markkeria. Molekyylipainomarkkeri ja naytteet
ladattiin kaivoihin, ja geelin annettiin ajautua 50 min 80 V:n jannitteellda. Taman jalkeen

geeli kuvattiin GelDocEZ Imager -laitteella (BioRad).

Kun PCR-reaktion onnistuminen oli varmistettu, PCR-tuotteet puhdistettiin mukaillen
Qiagenin QIAquick® PCR Purification Kit:in ohjeita. PCR-reaktioon lisattiin 100 ul PB-
puskuria ja sekoitettiin vorteksoimalla. Taman jalkeen nayte pipetoitin QIAquick-
pylvaaseen, joka oli asetettu keraysputkeen, ja sentrifugoitiin 13 000 RPM:ssa 1 min.
Keraysputkessa ollut neste heitettiin tdman jalkeen pois, ja pylvas asetettiin takaisin
samaan keraysputkeen. Pylvaaseen lisattiin 750 ul PE-puskuria, ja sentrifugoitiin jalleen
13 000 RPM:ssa 1 min. Keraysputkessa ollut neste heitettiin pois, ja pylvas asetettiin
takaisin samaan keraysputkeen. Taman jalkeen sentrifugoitin uudestaan 13 000
RPM:ssa 1 min, jotta kaikki puskurin sisaltdma etanoli poistuisi. Pylvas siirrettiin
puhtaaseen 1,5 ml:n eppendorfputkeen, ja tuotteen eluoimiseksi membraanille pipetoitiin
33 ul ddH20:ta. Naytteitéd sentrifugoitiin jalleen 13 000 RPM:ssa 1 min, jonka jalkeen
QIAquick-pylvas heitettiin pois. Puhdistettu PCR-tuote sailytettin -20 °C:ssa. Osa
puhdistetusta PCR-tuotteesta [&hetettiin sekvensoitavaksi Macrogen-
sekvensointipalveluun Hollantiin. Palvelusta saatu sekvenssi kasiteltiin tutkielmaa varten
BioEdit-ohjelmalla (Hall 1999).

2.2.3. Tilastolliset testit

Diploidien naaraiden ja harvinaisten koiraiden esiintymista verrattiin populaatioittain
Fisherin nelikenttatestilla. Fisherin nelikenttatestilld testattin myds, erottivatko koiraat
diploidit ja triploidit naaraat toisistaan, vai parittelivatko koiraat naaraiden kanssa

sattumanvaraisesti.
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3. Tulokset

3.1 Kromosomianalyysit

3.1.1 Naaraat

Hydnteisillda ovogeneesin tutkimista vaikeuttaa lahes kypsissa ja taysin kypsissd munissa
olevan vararavinnon suuri maara. Toisaalta tutkimista helpottaa se seikka, etta
ovarioissa olevissa munissa meioosi pysahtyy ensimmaiseen metafaasiin ja jatkuu siita
vasta, kun muna munitaan. Edella kuvatuilla menetelmilla voidaan kohdemateriaalina
kayttda joko fiksoituja tai alkoholiin sailottyja naaraita. Koska partenogeneettisessa
populaatiossa voi esiintya naaraita, joilla on erilainen ploidiataso, on olennaisen tarkeaa

maarittaa naaraiden kromosomistot ennen COI/-haplotyyppimaaritysta.

Triploideilta naarailta 16ytyi kypsistd munista prometafaasi, jossa oli 39 univalenttia
kromosomia, 3n = 36 + XXX (Kuva 1 a). ltse asiassa nailla naarailla meioosin tilalla oli

muuntunut mitoosi. Triploidien naaraiden voitiin siis todeta olevan apomiktisia.

Diploideilla naarailla oli normaali ovogeneesi ja ensimmaisessd metafaasissa oli 13
bivalenttia (n = 12+X, Kuva 1 b-d). Kuvasta 1 b nakyy, etta jokaisessa bivalentissa on
yksi kiasma, joka voi olla keskelld vastinkromosomeja (bivalentti ristimainen), hyvin
Iahelld telomeeria (bivalentti sauvamainen) tai jossain naiden valilla (bivalentissa lyhyt
sivuosa). Havainto merkitsee sita, ettd kiasma ei ole lokalisoitunut vaan kiasma voi
muodostua kromosomin pituussuunnassa vapaasti. Kuvassa 1 d on diploidi naaraan
metafaasi, jossa nékyy bivalenttien ohella kaksi univalenttia niin sanottua ylilukuista

kromosomia eli B-kromosomia I&hella toista poolia.
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Kuva 1 a-d. Naaraan ovogeenesi. (a) Triploidin naaraan prometafaasi (3n = 36 + XXX). (b)
Diploidin naaraan prometafaasi (2n = 12 + XX). (c) Diploidin naaraan metafaasi (2n = 12 + XX):
(d) Diploidin naaraan metafaasi, jossa bivalenttien lisdksi kaksi univalenttia B-kromosomia (2n =
12 + XX + B + B). Kuviin on merkitty bivalentti, jossa on terminaalinen kiasma (tahti), bivalentti,
jossa on mediaalinen kiasma (musta nuoli) ja bivalentti, jossa on subterminaalinen kiasma

(valkoinen nuoli).

Sevettijarven populaation 40 tutkitusta naaraasta selvd enemmistd eli 36 naarasta ol
triploideja ja vain 4 diploideja (Taulukko 3). Havaittu diploidien naaraiden osuus vastaa
hyvin (P > 0,05) populaatiosta kerattyjen koiraiden osuutta (Taulukko 1). Tilanne oli aivan
erilainen Laustinrahkan ja Lammenrahkan populaatioissa. Laustinrahkan populaatiossa

naaraista selvd enemmistd eli 59,5 % oli diploideja. Lammenrahkan populaatiossa

vielakin suurempi osa naaraista, eli 97,7 % oli diploideja (Taulukko 3).

Taulukko 3. Triploidien ja diploidien naaraiden esiintyminen Sevettijarven, Laustinrahkan ja
Lammenrahkan populaatioissa.

Populaatio Naaraat yht. | Triploidit | Triploidifrekvenssi | Diploidit | Diploidifrek-

(%) venssi (%)
Inari, Sevettijarvi 40 36 90,0 4 10,0
Eura, Laustinrahka 37 15 40,5 22 59,5
Poytya, 43 1 2,33 42 97,7
Lammenrahka
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3.1.2. Koiraat

Vaikka koiraita on kuvattu useista partenogeneettisita taksoneista, on koiraiden meioosia
tutkittu yllattdvan vahan. Kuitenkin tutkimalla koiraan meioosi, voidaan hyvin helposti
saada selville, onko meioosi normaali, ja onko kyseinen koiras funktionaalinen vai ei-

funktionaalinen. Molemmat koirastyypit I6ytyivat tutkittavista populaatioista.

3.1.2.1 Funktionaaliset koiraat

Sevettijarven, Laustinrahkan ja padosin Lammenrahkan koirailla meioosi ja siittididen

muodostuminen oli samanlaista (Kuva 2 a-d).

Kuvassa 2 a on esitetty myohaisen diploteenivaiheen solu, josta on nahtavissa 12
bivalenttia ja kaksi univalenttia. Toinen naista univalenteista on X-kromosomi ja toinen
B-kromosomi. Kuten naarailla, kiasma voi sijaita keskella vastinkromosomeja, jolloin
bivalentit ovat ristimaisia, tai lahella telomeereja, jolloin bivalentit nayttavat
sauvamaisilta. Kiasma voi myds sijaita jossain naiden valissa. Tasta paatellen kiasma ei
ole lokalisoitu myoskaan koirailla, vaan voi muodostua vapaasti koko kromosomin

alueella.

Kuvassa 2 b on esitetty ensimmaisen metafaasin solu, josta on nahtavissa 12 bivalenttia
ja univalentti X-kromosomi seka B-kromosomi. Puolibivalentit eroavat totoisistaan
ensimmaisessa anafaasissa (Kuva 2 c). Tyypillisesti univalentti X-kromosomi jaa tassa
vaiheessa jalkeen anafaasiryhmistd jakotason lahelle ns. laggardiksi. Jos solussa olisi
B-kromosomi, niin se jaisi tassa vaiheessa X-kromosomin lahelle. Univalentit liikkuvat

pooliin vasta telofaasissa.

Kuvassa 2 d toisen metafaasin ensimmaisessa jaossa eronneet kromosomit asettuvat
jakotasoon. Jos solussa on X-kromosomi, on metafaasissa 13 kromosomia. Solussa,
josta X-kromosomi puuttuu, on metafaasissa vain 12 kromosomia. Muut kromosomiluvut
johtuvat B-kromosomeista. Kuvassa 2 d nakyy kaksi solua, joissa on molemmissa 14
kromosomia, ja yksi solu, jossa on 15 kromosomia. 14 kromosomin solussa on X-

kromosomin lisaksi yksi B-kromosomi, ja 15 kromosomin solussa kaksi B-kromosomia.
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Kuva 2 a-d. Funktionaalisten koiraiden meioosi. (a) Mydhaisen diploteenivaiheen solu (2n = 12
+ X + B). (b) Ensimmaisen metafaasin solu (2n = 12 + X + B). (c) Kaksi ensimmaisen anafaasin
solua, jossa X-kromosomi on jaanyt jalkeen anafaasiryhmista, laggardiksi, jakotason
I&heisyyteen (nuoli). (d) Toisen metafaasin soluja, joissa eri maarat kromosomeja, n = 14 (tahti)
ja n =15 (nuoli).

3.1.2.2 Ei-funktionaaliset koiraat

Lammenrahkan populaatiosta [6ytyi yksi koiras, jolla oli akiasmaattinen meioosi.
Kyseisen koiraan diploteenivaiheen solussa oli ndhtavissa 26 univalenttia kromosomia
2n = 24 + X + B (Kuva 3 a). Kuvassa 3 b nakyy 26 kondensoitunutta univalenttia
kromosomia lahelld ensimmaisen metafaasin vaihetta. Kiasmojen puuttuminen johtaa
diploidien siittidciden muodostumiseen, jonka seurauksena koiraat eivat kykene
tuottamaan normaaleja, diploideja jalkelaisid ja ovat nain ollen ei-funktionaalisia
(Nokkala ym. 2015).
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Kuva 3 a-b. Ei-funktionaalisen koiraan meioosi. (a) Diploteenivaiheen solu (2n =24 + X + B) (b)
Ensimmainen metafaasi (2n = 24 + X + B).

3.2 COl-haplotyyppianalyysit

COl -haplotyyppianalyysissd maaritettiin populaatioiden kunkin yksilén haplotyyppi.
Kaiken kaikkiaan 171 yksilon haplotyyppi selvitettiin sekvensoimalla. Alukkeet valittiin
siten, ettd alukesekvenssien sisapuolelta voitiin trimmata 638 nukleotidia pitkd DNA-
alue, joka vastasi samaa osittaista mitokondriaalista CO/ -geenialuetta, jota on
sekvensoitu jo aiemmin. Kyseiseltd geenin alueelta osoittautui tarkeaksi vali nukleotidi
190 — nukleotidi 195 (Kuvat 4 a-b). Koko geenialueen sekvenssi I0ytyy liitteesta 5. Talta
alueelta I0ytyi kaksi erilaista sekvenssia, joko -TTATAA- (Turku 1 -haplotyyppi,
geenipankin (NCBI) tunnus MF978762) tai -TAATAA- (Turku 2 -haplotyyppi, geenipankin
(NCBI) tunnus MF978763) (Nokkala ym. 2017).

190 195 19‘0 1?5

CCCTCTTATAATTGGAGCCCC CCCTCTAATAATT GGAGCCCC

ALYAATLA -l At / A
e
A B

Kuva 4 a-b. Sekvensointitulokset. A) Haplotyyppi -TTATAA- (Turku 1 haplotyyppi, MF978762)
B) Haplotyyppi -TAATAA- (Turku 2 haplotyyppi, MF978763).

Sevettijarven populaatiossa kaikilla triploideilla partenogeneettisilla naarailla (N = 36)

haplotyyppi oli -TTATAA-. Myds koirailla (N = 7) ja diploideilla naarailla (N = 4) oli tama
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sama haplotyyppi. Sevettijarven populaatio voidaan todeta aidoksi partenogeneettiseksi
populaatioksi, jossa partenogeneettinen naaras tuottaa populaation diploidit yksilét
paulautumana ftriploidiasta diploidiaan. Haplotyyppi -TTATAA- nayttda siis liittyvan

vahvasti partenogeneettiseen lisdantymiseen.

Laustinrahkan populaation kaikilla parteogeneettisilla triploideilla naarailla (N = 15)
haplotyyppi oli -TTATAA-. Kaikilla diploideilla naarailla (N = 23) haplotyyppi oli
puolestaan -TAATAA-. Koiraista (N = 13) kahdella haplotyyppi oli -TTATAA- ja muilla 11
koiraalla haplotyyppi oli -TAATAA-. Haplotyypit osoittavat, ettd populaatiossa on
partenogeneettistd lisdantymista, ja partenogeneettinen naaras on tuottanut kaksi
koirasta, joilla on haplotyyppi -TTATAA-. Partenogeneettisen lisdantymisen lisaksi
populaatiossa esiintyy myods biseksuaalista lisdantymista haplotyypin -TAATAA-

koiraiden ja naaraiden valilla.

Lammenrahkan populaatiossa biseksuaalinen lisdantyminen oli huomattavasti
laajempaa kuin Laustinrahkan populaatiossa. Vain yhdelld naaraalla, joka oli
partenogeneettinen triploidi, oli haplotyyppi -TTATAA-. limeisesti taman haplotyypin
naaras on tuottanut havaitun ei-funktionaalisen koiraan, mutta asiasta ei voida olla taysin
varmoja, silla valitettavasti kyseisen koiraan haplotyyppia ei voitu maarittaa. Populaatio
koostui paaosin diploideista naaraista (N = 42), joilla kaikilla oli haplotyyppi -TAATAA-,
ja koiraista, joista sekvensoitiin 30. Kaikilta koirailta 16ytyi haplotyyppi -TAATAA-. Jos
haplotyyppi -TTATAA- liittyy partenogeneettiseen lisdantymiseen, niin -TAATAA- liittyy

puolestaan vahvasti biseksuaaliseen lisdantymiseen.

3.3. Koiraiden parittelu diploidien ja triploidien naaraiden kanssa

Sevettijarven populaatiossa siittididen lasndolo naaraan siittidsailiossa tarkistettiin 18
naaraalta. Siittiéitd havaittiin kolmella naaraalla, joista kaksi oli triploideja ja vain yksi
diploidi. Selvastikaan koiraat eivat valikoi parittelukumppaneitaan. Viela selvemmin tama
nakyi Laustinrahkan populaatiossa, josta tutkittiin 23 diploidia ja 16 triploidia naarasta.
Naista 9 diploidilla ja 6 triploidilla havaittiin siittidita siittiosailidssa eli koiraat parittelivat
sattumanvaraisesti diploidien ja ftriploidien naaraiden kanssa (Fisherin tarkka

todennakdisyys P = 1).

Paritteluaktiivisuudessa havaittiin kuitenkin selvia eroja tutkittujen populaatioiden valilla.
Sevettijarven populaatiossa siittidita I6ytyi kolmelta naaraalta eli paritelleiden naaraiden

osuus oli 3/18 (16,7 %). Laustinrahkan populaatiossa siittidita 16ytyi 15/39 naaraalta
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(38,5 %) ja aktiivisimmat koiraat I6ytyivat Lammenrahkan populaatiosta, jossa siittidita

I6ytyi 31 naaraalta tutkituista 43 naaraasta (72,1 %).

3.4. Koiraiden ja naaraiden lukusuhteet populaatioissa

Koiraiden ja naaraiden lukusuhteita verrattin populaatioittain, ja ne on esitetty
taulukossa 4. Voidaan todeta, ettei missaan populaatioista naaraiden ja koiraiden
lukusuhde ole 1:1. Havaitut lukusuhteet iimentavat kuitenkin erittdin hyvin populaatioiden
rakennetta. Lukusuhteeseen vaikuttaa selvasti kaksi tekijda. Ensiksi, lisdantyykd
populaatio ainoastaan partenogeneettisesti kuten Sevettijarvi. Toiseksi, esiintyykd
populaatiossa biseksuaalista lisdantymistd joko vain osittain, kuten Laustinrahkan

populaatiossa tai paaosin, kuten Lammenrahkan populaatiossa.

Taulukko 4. Naaraiden ja koiraiden lukusuhteet populaatioittain.

Populaatio Naaraiden I[km Koiraiden [km Lukusuhde
(naaraat:koiraat)

Inari, Sevettijarvi 160 10 16:1

Eura, Laustinrahka 85 13 71

Poéytya, Lammenrahka 182 107 2:1
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4. Tulosten tarkastelu

4.1. Suopursukemppipopulaatioissa esiintyy biseksuaalista lisaantymista

Suopursukemppid on pidetty pitkdan partenogeneettisena lajina (Ossiannilsson 1975;
Hodkinson 1976; Hodkinson 1978; Gegechkori 1985). Triploidien, partenogeneettisesti
lisdantyvien naaraiden lisaksi populaatioista on I6ydetty harvinaisia koiraita, joiden on
todettu olevan funktionaalisia (Nokkala ym. 2017). Nyt populaatioista [0ydettiin

harvinaisten funktionaalisten koiraiden lisaksi funktionaalisia diploideja naaraita.

Sevettijarven suopursukemppipopulaatio on tyypillinen partenogeneettinen populaatio,
ja se muistuttaa aiemmin tutkittua mustikkakemppi (C. myrtilli) -populaatioita (Nokkala
ym. 2015). Populaation kaikki yksilot, eli triploidit naaraat, koiraat seka diploidit naaraat,
edustavat kaikki samaa haplotyyppia. Triploidit naaraat siis tuottavat seka koiraat etta
diploidit naaraat populaatioon vuosittain. Harvinaiset koiraat eivat osoittaneet
preferenssia paritella vain diploidien naaraiden kanssa, vaan ne parittelevat
sattumanvaraisesti kummankin naarastyypin kanssa. Vaikka koirailla on Sevettijarven
populaatiossa normaali meioosi ja ne ovat funktionaalisia, on niiden frekvenssi vain noin
0,06. Kun diploidien naaraiden frekvenssi on samaa luokkaa, on niiden keskinaisen
pariutumisen todennakadisyys vain 0,062 eli 0,0036. Kaytanndssa populaatiossa ei siis

esiinny parittelua diploidien yksildiden valilla.

Laustinrahkan populaatiossa puolestaan esiintyy sekd partenogeneettistd etta
biseksuaalista lisdantymista rinnakkain. Partenogeneettisesti lisdantyvat triploidit yksilét
ovat haplotyyppida -TTATAA-, kun taas biseksuaalisesti lisdantyvat yksilét ovat
haplotyyppia -TAATAA-. Haplotyyppianalyysi paljastaa, ettd triploidit naaraat ovat
tuottaneet kaksi koirasta, joilla on myo6s haplotyyppi -TTATAA-. Muut koiraat ja diploidit
naaraat ovat haplotyyppia -TAATAA-, ja ne lisdantyvat keskenaan biseksuaalisesti.
Laustinrahkan populaatiosta voidaan myds vahvistaa, etta suopursukemppien
partenogeneesi on obligatorista. Mikali partenogeneesi olisi fakultatiivista, esimerkiksi
kirvojen syklisen partenogeneesin kaltaista, olisivat kaikki populaation yksilot samaa
haplotyyppia. Fakultatiivisessa partenogeneesissd partenogeneettiset naaraat
tuottaisivat biseksuaalisesti lisaantyvat yksilot, eika yksildiden haplotyyppi muuttuisi

biseksuaalisen lisaantymisen myota.
Lammenrahkan populaatiossa esiintyy Laustinrahkan populaation tapaan kahta

lisdantymismuotoa rinnakkain, mutta partenogeneettinen lisdantyminen on todella

vahaista. Vain yksi tutkituista naaraista oli triploidi, ja se edustikin partenogeneettiseen
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lisdantymiseen assosioituvaa haplotyyppia -TTATAA-. Kaikki koiraat ja diploidit naaraat
olivat haplotyyppid -TAATAA-. Erityisesti Lammenrahkan populaation tilanne herattaa
kysymyksen siitd, miten biseksuaalinen lisdantyminen on onnistunut syrjayttamaan
partenogeneettisen lisdantymisen Idhes kokonaan. Mitad ilmeisimmin biseksuaalisesti
lisdantyvat yksilot ovat sopeutuneet ymparistoon paremmin kuin partenogeneettiset

yksilot.

Parempi sopeutumiskyky johtunee kahdesta syystd. Ensinnadkin, jadkauden jalkeen
pohjois-Eurooppaan levittaytynyt lajin  partenogeneettinen muoto on  ollut
haplotyyppia -TTATAA-, ja se on tuottanut samaa haplotyyppia olevia harvinaisia koiraita
ja diploideja naaraita populaatioihin. Tama alkuperainen partenogeneettinen muoto on
sopeutunut erittain koviin jaakauden jalkeisiin tundramaisiin olosuhteisiin, joita on enaa
tavattavissa aivan Euroopan pohjoisosissa tunturien huipuilla puurajan ylapuolella.
Myodhemmin etelampana ilmaston muuttumisen seurauksen kasvillisuus on rehevoitynyt
ja monipuolistunut. Muutos on aiheuttanut sen, etta partenogeneettisen muodon on ollut
pakko alkaa sopeutua muuntuneisiin olosuhteisiin. Toiseksi, jossain vaiheessa tata
suopursukempillda on tapahtunut mutaatio, jonka seurauksena on syntynyt
haplotyypin -TAATAA- triploidi partenogeneettinen muoto. Taman -TAATAA-haplotyypin
triploidin naaraan tuottamat harvinaiset koiraat ja diploidit naaraat ovat erittain aktiivisia
parittelemaan, ja niiden maard on ollut aktiivisuuden lisdksi riittdvan suuri myods
biseksuaaliseen lisdantymiseen. Kuten tassd tutkimuksessa on havaittu, nailla
diploideilla on kattava rekombinaatio kummallakin sukupuolella. Toistaiseksi ei tiedeta,
onko haplotyypin -TAATAA- triploidi syntynyt jadkauden jalkeen taalla pohjoisessa vai jo

aiemmin jadkaudella suopursukempin etelaisilla refugia-alueilla.

On wvarsin hyvin tiedossa, ettd jos lajin populaatiossa esiintyy rinnakkain
partenogeneettistd ja biseksuaalista lisdantymistd, valinta suosii biseksuaalista
lisdantymista sopeutumisen tarpeen ollessa voimakas (Barbuti ym. 2012; Becks &
Agrawal 2012). Koska sopeutumiseen tarvittavat geneettiset muutokset tapahtuvat
partenogeneettisilld triploideilla naarailla erittain hitaasti, biseksuaalisesti lisaantyvat
yksilot syrjayttavat aikaa myoten uniseksuaalisesti lisdantyvat muodot populaatiossa.
liImeisesti Lammenrahkan populaatiossa haplotyypin -TAATAA- biseksuaalisesti
lisaantyvia diploideja on ollut jo pidemman aikaa, ja siksi partenogeneettiset yksilot ovat
haviamassa populaatiosta. Laustinrahkan populaatiossa biseksuaalisesti lisdantyvia
diploideja on ollut vahemman aikaa kuin Lammenrahkan populaatiossa, minka takia
partenogeneettisten yksildiden maara on viela huomattavasti suurempi kuin

Lammenrahkan populaatiossa.
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4.2. Harvinaiset koiraat

Harvinaisten koiraiden syntyperd on ollut pitkddn hamaran peitossa, mutta
viimeaikaisten tutkimusten perusteella voidaan todeta, ettd harvinaiset koiraat syntyvat

eri mekanismeilla apomiktisessa ja automiktisessa systeemissa.

Apomiktisessa systeemissa, jossa naaraat ovat triploideja, harvinaiset koiraat ja diploidit
naarat syntyvat triploidian purkautumana diploidiaksi. Tama voidaan selvasti todeta
mustikkakempilla (C. myrtilli). Nokkala ym. (2015) tutkivat korkealla (1000 m) tunturissa
sijaitsevaa populaatiota Etela-Norjassa. Populaatiossa oli 10 % harvinaisia koiraita, ja
nama koiraat olivat ei-funktionaalisia tuottaen vain diploideja siittiditd. Populaatiosta
I16ytyi myds 10 % diploideja naaraita, joilla oli normaali ovogeneesi. Jos ndma ei-
funktionaaliset koiraat ja diploidit naaraat lisdantyisivat keskenaan, tuloksena ei olisikaan
diploidi, vaan triploidi jalkelaistd diploidien jalkeldisten sijaan. Ainoaksi selitykseksi jaa,
etta triploidi naaras aika ajoin "hukkaa” yhden peruskromosomiston, ja tuloksena on yhta

usein koiras tai diploidi naaras.

Automiktisessa systeemissa koiraat syntyvat rekombinaation seurauksena. Ehka
tarkimmin on tutkittu Artemia parthenogenetica -suolalehtijalkaisen diploidien yksildiden
partenogeneesi. Artemia-suvun edustajilla on naaraspuolinen heterogametia el
biseksuaalisilla lajeilla naaraat ovat WZ ja koiraat ZZ (Saavedra & Amat 2005; De Vos
ym. 2013). Partenogeneettiset diploidit tuottavat naaraat sentraalisella fuusiolla.
Sentraalinen fuusio sailyttdad heterotsygotian sukupuolta maaraavan lokuksen ohella
koko kromosomialueella lokuksesta sentromeeriin. Heterotsygotia on voitu osoittaa
tutkimalla mikrosatelliittilokuksia, jotka sailyvat heterotsygootteina sukupolvesta toiseen
(Nougué ym. 2015). Artemia-suvun edustajilla sentraalisessa fuusiossa tapahtuu
kuitenkin  myds vahaistd rekombinaatiota sukupuolta maardavan Ilokuksen ja
sentromeerin valilla. Rekombinaatio johtaa homotsygotiaan, eli harvinaisten koiraiden

(ZZ) syntyyn.

Nougué ym. (2015) esittivat, ettd koska harvinaisia koiraita esiintyy populaatioissa
frekvenssilla 0-1,7 %, sukupuolta maaraava lokus olisi 0-6,8 cM:n etaisyydella
sentromeerista, eli kdytanndssa aivan sentromeerin lahellda (Kuva 6 a). Hypoteesi pitda
sisallaan oletuksen, ettd crossing over voi tapahtua sattumanvaraisesti koko
kromosomin alueella. Taman seurauksena hypoteesi ei enaa selitdékaan havaintoja siita,
ettd paaosassa koko kromosomia sailyy heterotsygotia, vaan etta heterotsygotia sailyy

vain ja ainoastaan sentromeerin ja sukupuolta maaraavan lokuksen valilla.
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lImeinen vaihtoehtoinen selitys olisi, ettd partenogeneettisellda Artemia-lajilla olisikin
distaalinen kiasmalokalisaatio, eli kiasma (crossing over) syntyisi bivalenteissa aina
Iahelle telomeerid. Talla alueella sijaitsisi myods sukupuolta maaraava W/Z-lokus (Kuva
6 b). Jos kiasma muodostuu W/Z-lokuksen ja telomeerin valille, sentraalinen fuusio
johtaisi naaraan syntymiseen, ja lokuksesta sentromeeriin valinen alue sailyisi
heterotsygoottisena. = Jos  puolestaan  kiasma  muodostuisi W/Z-lokuksen
sentromeeripuolelle, voisi sentraalisen fuusion tuloksena syntya ZZ-koiras. Koiraita
syntyisi edelleen 0-1,7 % ja geneettinen etaisyys lokuksen ja sentromeerin vailla olisi 6,8
cM, koska kromosomialueen, jonka sisadlla ei tapahdu crossing overia lainkaan
geneettinen pituus on 0 cM. Jatkotutkimuksissa olisi erittain tarkedd saada suoria

sytologisia havaintoja kiasmojen lokalisaatiosta bivalenteissa.

Kuva 6 a-b. Sukupuolta maaraavan lokuksen sijainti kromosomissa. A) Lokus sijaitsisi hyvin
Iahelld sentromeeria (Nougué ym. 2015). B) Vaihtoehtoinen sijainti, jossa sukupuolta maaraava

lokus sijaitsee Iahelld kromosomin telomeerialuetta.

4.3. Harvinaisten koiraiden ja diploidin naaraiden evolutiivinen merkitys

Partenogeneesia on pidetty pitkdan evolutiivisena umpikujana. Vaikka partenogeneesi
on seksuaalisen lisaantymisen erityismuoto, tapahtuu siind huomattavasti vahemman
geneettistd muuntelua kuin normaalissa biseksuaalisessa lisaantymisessa. Taman
seurauksena  partenogeneettisen  lajin  kehitysmahdollisuudet  evolutiivisesta

nakokulmasta ovat hyvin suppeat.

Domes ym. (2007) tutkivat sammalpunkkien fylogeniaa, ja huomasivat, ettad lajin
partenogeneettisestd muodosta oli kehittynyt paitsi uusia partenogeneettisia mutta myds
biseksuaalisia lajeja (Kuva 7). He eivat kuitenkaan voineet osoittaa pelkan fylogenian

avulla, kuinka uusi biseksuaalinen laji oli muodostunut.
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Achipteria coleoptrata
Tectocepheus velatus
Eupelops plicatus
Carabodes sp.
Eutegaeus curviseta
Nothrus silvestris bistilus
Nothrus silvestris
Nothrus truncatus

Novonothrus flagellatus
Mucronothrus nasalis

Trhypochthoniellus crassus
Trhypochthonius americanus
Archegozetes longisetosus
Mainothrus badius
Malaconothrus graciis
Camisia biurus

Camisia spinifer

Crotonia brachyrostrum
Crotonia cf caudalis

Platynothrus pelftifer
Heminothrus paclianus
Manhermannia coronata

Hermannia gibba

Kuva 7. Desmonomata-lajien kladogrammi (Domes ym. 2007). Kladogrammista nékyy hyvin,
miten biseksuaalisista lajeista (musta ympyra) voi kehittya uusi biseksuaalinen tai uusi
partenogeneettinen laji (valkoinen ympyra). Partenogeneettiseti lajista voi kehittya uusi
partenogeneettinen laji tai jopa uusi biseksuaalinen laji, kuten Crotonia-lajit kuvassa.

Harvinaisten funktionaalisten koiraiden merkitys uuden lajin synnyssa on tarkea, silla
kyseiset koiraat voivat lisaantya lahilajin diploidien naaraiden kanssa. Talldin saattaa
syntyd kokonaan uusi partenogeneettisesti lisaantyva laji. 1lmié tunnetaan nimella
perinndllinen partenogeneesi, jonka Maccari ym. (2013a) kuvasivat tutkiessaan Artemia

-suvun suolalehtijalkaisia.

Apomiktisessa partenogeneettisessa populaatiossa esiintyvat harvinaiset funktionaaliset
koiraat ja harvinaiset diploidit naaraat avaavat lajin kannalta vielda enemman
mahdollisuuksia, kuin jos populaatiossa esiintyisi vain harvinaisia funktionaalisia koiraita.
Funktionaaliset koiraat ja diploidit naaraat voivat paritella paitsi lahilajien koiraiden ja
naaraiden kanssa, myds keskenaan ja voisivat saada aikaan uuden biseksuaalisen lajin
kehittymisen. Biseksuaalinen lisdédntyminen mahdollistaisi lajin sopeutumisen muuttuviin
olosuhteisiin nopeammin kuin jos se lisdantyisi partenogeneettisesti. Toisaalta lajin
partenogeneettinen muoto saattaa selviytya paremmin marginaalisilla elinalueilla. Lajilla,
jolla on sekd partenogeneettinen muoto, ettd mahdollisuus muodostaa uusi
biseksuaalisesti lisdantyvd muoto, on puolestaan likimain rajoittamattomat
mahdollisuudet adaptaation suhteen. Partenogeneettista lisdantymistapaa ei siis voida
enaa pitdd evolutiivisena umpikujana, silld harvinaiset funktionaaliset koiraat seka

diploidit naaraat antavat lajille suuren evolutiivisen potentiaalin.
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4 4. Jatkotutkimukset

Vaikka parempi sopeutumiskyky selittdd erittdin hyvin biseksuaalisesti lisdantyvien
diploidien osuuden vaihtelun partenogeneettisissad populaatioissa, tarvitaan silti selviin
havaintoihin perustuvaa tietoa siita, missd Suomen alueella partenogeneettisen C. ledi -
naaraiden lisdantyminen on optimaalista ja miten niiden lisdantymisen tehokkuus laskee

etelaan/pohjoiseen mentaessa.

Jatkotutkimuksissa pitdad myds kartoittaa, kuinka laajalla alueella Suomessa esiintyy
populaatioita, joissa diploideilla yksilGilla on sama haplotyyppi kuin tassa tutkimuksessa
havaituilla biseksuaalisesti lisdantyvilla naarailla ja koirailla. Samalla voisivat I6ytya myos
triploidit partenogeneettiset naaraat, jotka tuottavat kyseiset diploidit naaraat ja koiraat
populaatioihin. Kartoitustyota helpottaa huomattavasti taman tutkimuksen havainto siita,
ettd koiraiden ja naaraiden lukusuhteen avulla voidaan hyvin nopeasti saada selville

alustavaa tietoa keratyn populaation todennakoisesta rakenteesta.
Nykyisissa tutkimuksissa on huomattu myods eroja koiraiden paritteluaktiivisuudessa

partenogeneettisten ja biseksuaalisten populaatioiden valilla. Jatkotutkimuksissa tulisi

selvittda, mista tama ero johtuu.
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5. Kiitokset

Vuolaat kiitokset tutkielmani ohjaajille, dosenteille Christina ja Seppo Nokkalalle,
projektiin mukaan paasysta seka koko tutkielman mahdollistamisesta. Erityiskiitoksen
haluaisin osoittaa Sepolle, jota ilman koko tutkielmasta ei mita luultavimmin olisi tullut
yhtaan mitdan. Kiitos tiiviista yhteistyosta, pitkasta pinnasta, ja ajoittaisesta eteenpain
potkimisesta. Parempaa ohjaajaa saa hakea kissojen ja koirien kanssa. Oli ilo tehda toéita
kanssasi.

Haluaisin kiittdd myods Suomen Hyodnteistieteellistd seuraa, jonka mydntamalla
apurahalla osa taman tutkielman sekvensoinneista saatiin toteutettua. Kiitos myods
perheelleni ja ystavilleni, jotka jaksoivat kuunnella vouhotustani kempeista ja itse

partenogeneesista. Erityisesti Kiira, kiitos kaikesta viisaudesta tutkielmaan liittyen.
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Liitteet

1. Schiffin reagenssin valmistaminen

Kuumennetaan 200 ml tislattua vetta kiehuvaksi (muistettava kayttaa kiechumakivia !!).
Lisataan 1g basic fuchsinia (esim Merk 1.15937.0100) 1g. Ravistellaan huolellisesti ja
annetaan liuoksen jaahtya n. 60 asteiseksi. Lisataan liuokseen ensin 10 ml 1N HCI,
ravistellaan ja lisataan 1 g kaliumdisulfiittia (K2S207), ravistellaan huolellisesti
muutaman minuutin ajan, jotta disulffiitti liukenee liuokseen. Peitetaan pullo korkilla ja
sdilytetdan pulloa huoneen lAmmadssa pimeassa yli ydon. Seuraavana paivana lisataan
liuokseen 5 teelusikallista aktiivihiilta, ravistellaan hyvin ja annetaan aktiivihiilen
laskeutua liuoksessa n. tunnin ajan. Suodatetaan liuos kaksinkertaisen suodatinpaperin
Iapi ruskeaan sailytyspulloon. Suodoksen tulee olla varitén. (Huom. Vaikka valmis liuos
on varitén, varjaa se esim. iholle joutuessaan ihon voimakkaasti magentan punaiseksi).
Punaisen varin saa pois lasiastioista ja iholta huuhtelemalla ensin 1N HCl-liuoksella ja

heti sen jalkeen runsaalla vesijohtovedella.

2. Sgrensenin fosfaattipuskuri

Kantaliuokset.

A) 1/15 M KH2PO.

B) 1/15 M NazHPO4 x 2 H20
pH 6.8, A+ B 1:1

3. Giemsa-variliuos (Merck, 1.09204.0500)

4. Entellan (Merck, 1.07960.0500)
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5. Tutkitun COIl-geenialueen sekvenssi

Lyhenteiden selitykset.

Sevd = Sevettijarvi, LauR = Laustinrahka, LamR = Lammenrahka

F = Naaras (Female), M = Koiras (Male)

Esim. 46 = Sekvensoidun yksildn numeron populaatioittain
T = Triploidi, D = Diploidi
Esim. 1D34KAAO007 = Macrogenin sekvensointikoodi
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F46T 1D34KAADDT
F22D 1ABZKAADGZ
M7 1AB2FKAADTI
F1T 1CH2KAADS2
F56D 1C59KAADST
M2 1C5ZFAADST
M% 1D34KAADSS
F11T 1CSSFAADES
F53D 1D34FAAD4G
M1 1C52FAADS3

F46T 1D34KAADDT
F22D 1ABZ2KAADGZ
M7 1AB2KAAQTS
FI1T 1C52FAADS2
F56D 1C59KAADST
M2 1C52FAADST
MS 1D34KAADSD
F11T 1C59FKAADGS
F53D 1D34KAAD4G
M1 1C52FAADS3

F46T 1D34KAADDT
F22D 1AB2FAADG2
M7 1AB2FAADT3
FIT 1C52FAADSZ
Fh6D 1C59KAADST
M2 1C52KAADST
M9 1D34FAADES
F11T 1C59KAADGS
Fi3D 1D34KAAD4G
M1 1C52KAADS3

F46T 1D34FAAODDT
F22D 1AB2RAADG2
M7 1AB2EAADT3
F1T 1C52KAADS2
F56D 1C59FKAADST
M2 1C52KAADST
M9 1D34FAADSS
F11T 1C59FKAADGS
F53D 1D34FRAAD46
M1 1C52RAADS3

F46T 1D34RAAQD7
F22D 1AB2FRAADG2
M7 1ABZEAADT3
FI1T 1C52KAADS2
F56D 1C55KAAD5ST
M2 1C52EAADST
M9 1D34KAADSS
F11T 1C55FKAADGSE
F53D 1D34RAAD46
M1 1C52FKAADS3

10 20 30 40 50

TTGGAGTATGGTCAGGAT TACTAGGTCTTTCCCTTAGTATAATTAT TCGACTAGAATTAR
TTGGAGTATGGTCAGGAT TACTAGGTCTTTCCCTTAGTATAATTAT TCGACTAGAATTAR
TTGGAGTATGGTCAGGAT TACTAGGTCTTTCCCTTAGTATAATTATTCGACTAGAATTAL
TTGGAGTATGGTCAGGAT TACTAGGTCTTTCCCTTAGTATAATTATTCGACTAGAATTAL
TTGGAGTATGGTCAGGAT TACTAGGTCTTTCCCTTAGTATAATTAT TCGACTAGAATTAR
TTGGAGTATGGTCAGGAT TACTAGGTCTTTCCCTTAGTATAATTAT TCGACTAGAATTAR
TTGGAGTATGGTCAGGAT TACTAGGTCTTTCCCTTAGTATAATTATTCGACTAGAATTAA
TTGGAGTATGGTCAGGAT TACTAGGTCTTTCCCTTAGTATAATTATTCGACTAGAATTAL
TTGGAGTATGGTCAGGAT TACTAGGTCTTTCCCTTAGTATAATTAT TCCGACTAGAATTAR
TTGGAGTATGGTCAGGAT TACTAGGTCTTTCCCTTAGTATAATTAT TCGACTAGAATTAR

70 20 30 100 110 120

GACAGTCTTCCCCTGTTTTAATARATGATCARATTTATAATACTATTGTAACTTCCCATG
GACAGTCTTCOCCTGTTTTAATARATGATCARATTTATAATACTATTGTAACTTCCCATG
GACAGTCTTCCCCTGT TT TAATARATGATCAAATTTATAATACTATTGTAACTTCCCATG
GACAGTCTTCCCCTGTTTTAATAAATGATCARATTTATAATACTATTGTAACTTCCCATG
GACAGTCTTCCCCTGTTTTAATARATGATCARATTTATAATACTATTGTAACTTCCCATG
GACAGTCTTCOCCTGTTTTAATARATGATCARATTTATAATACTATTGTAACTTCCCATG
GACAGTCTTCCCCTGT TT TAATARATGATCAAATTTATAATACTATTGTAACTTCCCATG
GACAGTCTTCCCCTGTTTTAATAAATGATCARATTTATAATACTATTGTAACTTCCCATG
GACAGTCTTCCCCTGTTTTAATARATGATCARATTTATAATACTATTGTAACTTCCCATG
GACAGTCTTCOCCTGTTTTAATARATGATCARATTTATAATACTATTGTAACTTCCCATG

CTTTTATTATAATTTTTTTTATAACCATGCCAATTATTAT TGGAGGAT TCGGARATTGAT
CTTTTATTATAATTTTTTTTATAACCATGCCAATTAT TATTGGAGGATTCGGAAATTGAT
CTTTTATTATAATTTTTTTTATAACCATGCCAATTATTATTGCAGGATTCGGARATTGAT
CTTTTATTATAATTTTTTT TATAACCATGCCAATTATTAT TGCAGGAT TCGGARATTGAT
CTTTTATTATAATTTTTTTTATAACCATGCCAATTATTAT TGGAGGAT TCGGARATTGAT
CTTTTATTATAATTTTTTTTATAACCATGCCAATTAT TATTGOAGGAT TCGGAAATTGAT
CTTTTATTATAATTTTTTTTATAACCATGCCAATTATTATTGCAGGATTCGGARATTGAT
CTTTTATTATAATTTTTTT TATAACCATGCCAATTATTAT TGCAGGAT TCGGARATTGAT
CTTTTATTATAATTTTTTTTATAACCATGCCAATTATTAT TGGAGGAT TCGGARATTGAT
CTTTTATTATAATTTTTTTTATAACCATGCCAATTAT TATTGOAGGAT TCGGAAATTGAT

150

TAGTCCCTCTTATAATTGGAGCCCCAGATATAGCTTTCCCACGGT TAAATAATCT TAGCT
TAGTCCCTCTTATAATTGGAGCCCCAGATATAGCTTTCCCACGGT TAAATAATCT TAGCT
TAGTCCCTCTTATAATTGGAGCCCCAGATATAGCTTTCCCACGGT TARATAATCTTAGCT
TAGTCCCTCTTATAATTGGAGCCCCAGATATAGCTTTCCCACGGT TARATAATCTTAGCT
TAGTCCCTCTAATAATTGGAGCCCCAGATATAGCTTTCCCACGGT TAAATAATCT TAGCT
TAGTCCCTCTTATAATTGGAGCCCCAGATATAGCTTTCCCACGGT TAAATAATCT TAGCT
TAGTCCCTCTAATAATTGGAGCCCCAGATATAGCTTTCCCACGGT TARATAATCTTAGCT
TAGTCCCTCTTATAATTGGAGCCCCAGATATAGCTTTCCCACGGT TARATAATCTTAGCT
TAGTCCCTCTAATAATTGGAGCCCCAGATATAGCTTTCCCACGGT TAAATAATCT TAGCT
TAGTCCCTCTAATAATTGGAGCCCCAGATATAGCTTTCCCACGGT TAAATAATCT TAGCT

200 210

220 230 240

250 Z80 270 ZB0 250 300

TTTGGATACT TATTCCATCTCTTTACCTCCTT T TAATAAGAAGAT TAGT TGATCAAGGAG
TTTGGATACT TATTCCATCTCTTTACCTCCTTT TAATAAGAAGATTAGT TGATCAAGGAG
TTTGGATACTTATTCCATCTCTTTACCTCCTTT TAATAAGAAGATTAGT TGATCAAGGAG
TTTGGATACT TATTCCATCTCTTTACCTCCTTT TAATAAGAAGATTAGT TGATCAAGGAG
TTTGGATACT TATTCCATCTCTTTACCTCCTT T TAATAAGAAGAT TAGT TGATCAAGGAG
TTTGGATACT TATTCCATCTCTTTACCTCCTTT TAATAAGAAGATTAGT TGATCAAGGAG
TTTGGATACTTATTCCATCTCTTTACCTCCTTT TAATAAGAAGATTAGT TGATCAAGGAG
TTTGGATACT TATTCCATCTCTTTACCTCCTTT TAATAAGAAGATTAGT TGATCAAGGAG
TTTGGATACT TATTCCATCTCTTTACCTCCTT T TAATAAGAAGAT TAGT TGATCAAGGAG
TTTGGATACT TATTCCATCTCTTTACCTCCTTT TAATAAGAAGATTAGT TGATCAAGGAG
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F46T 1D34KAADDT
F22D 1ABZ2KAADGZ
M7 1AB2KAAQT3
FI1T 1C52FAADS2
Fh6D 1C59KAADST
M2 1C52FAADST
MS 1D34KAADSD
F11T 1C59FKAADGS
F53D 1D34KAAD4G
M1 1C52FAADS3

F46T 1D34FAADDT
F22D 1AB2RAADG2
M7 1AB2FAADT3
F1T 1C52KAADS2
F56D 1C59FKAADST
M2 1C52RAADST
M9 1D34FAADSS
F11T 1C59FKAADGS
F53D 1D34FRAAD46
M1 1C52RAADS3

F46T 1D34FKAADOT
F22D 1AB2FKAADG2
M7 1AB2FAADT3
FIT 1C52FAADS2
F56D 1C59FKAADST
M2 1C52FAADST
M9 1D34FAADSS
F11T 1C5S9FAADGES
F53D 1D34FKAAD4G
M1 1C52FAADS3

F46T 1D34KAADDT
F22D 1ABZ2KAADGZ
M7 1AB2KAAQTZ
FI1T 1C52FAADS2
Fh6D 1C59KAADST
M2 1C52FAADST
MS 1D34KAADSD
F11T 1C59FKAADGS
F53D 1D34KAAD4G
M1 1C52KAADS3

F46T 1D34KAADDT
F22D 1ABZ2KAADGZ
M7 1AB2KAAQT3
FI1T 1C52FAADS2
F56D 1C59KAADST
M2 1C52FAADST
M% 1D34KAADSS
F11T 1C59FKAADES
F53D 1D34FKAAD4G
M1 1C52FAADS3

F46T 1D34KAADDT
F22D 1AB2FAADG2
M7 1AB2KAAQTS
FI1T 1C52FAADS2
F56D 1C59KAADST
M2 1C52FAADST
M% 1D34KAADSS
F11T 1C59FKAADGS
F53D 1D34FKAAD4G
M1 1C52FAADS3

310 320 330 340 350 3€0

TAGGTACAGGATGAACCGTATATCCCCCTCTATCCAACTCAATATTCCATAGTGGATATT
TAGGTACAGGATGAACCGTATATCCCCCTCTATCCAACTCAATATTCCATAGTGGATATT
TAGGTACAGGATGAACCGTATATCCCCCTCTATCCAACTCAATATTCCATAGTGGATATT
TAGGTACAGGATGAACCGTATATCCCCCTCTATCCAACTCAATATTCCATAGTGGATATT
TAGGTACAGGATGAACCGTATATCCCCCTCTATCCAACTCAATATTCCATAGTGGATATT
TAGGTACAGGATGAACCGTATATCCCCCTCTATCCAACTCAATATTCCATAGTGGATATT
TAGGTACAGGAT GAACCGTATATCCCCCTCTATCCAACTCAATATTCCATAGTGGATATT
TAGGTACAGGATGAACCGTATATCCCCCTCTATCCAACTCAATATTCCATAGTGGATATT
TAGGTACAGGATGAACCGTATATCCCCCTCTATCCAACTCAATATTCCATAGTGGATATT
TAGGTACAGGATGAACCGTATATCCCCCTCTATCCAACTCAATATTCCATAGTGGATATT

270 280 250 400 410 420

CTGTTGATACAGCTATTTTTTCTCTTCATT TAGCCGGAATCTCCTCAAT TCT TGGAGCCA
CTGTTGATACAGCTATTTTTTCTCTTCATT TAGCCGGAATCTCCTCAAT TCTTGGAGCCA
CTGTTGATACAGCTATTTTTTCTCTTCATT TAGCCGGAATCTCCTCAAT TCTTGGAGCCA
CTGTTGATACAGCTATTTTTTCTCTTCATT TAGCCGGAATCTCCTCAAT TCTTGGAGCCA
CTGTTGATACAGCTATTTTTTCTCTTCATT TAGCCGGAATCTCCTCAAT TCT TGGAGCCA
CTGTTGATACAGCTATTTTTTCTCTTCACT TAGCCGGAATCTCCTCAAT TCTTGGAGCCA
CTGTTGATACAGCTATTTTTTCTCTTCATT TAGCCGGAATCTCCTCAAT TCTTGGAGCCA
CTGTTGATACAGCTATTTTTTCTCTTCATT TAGCCGGAATCTCCTCAAT TCTTGGAGCCA
CTGTTGATACAGCTATTTTTTCTCTTCATT TAGCCGGAATCTCCTCAAT TCT TGGAGCCA
CTGTTGATACAGCTATTTTTTCTCTTCATT TAGCCGGAATCTCCTCAAT TCTTGGAGCCA

TTAATTTTATCACCACAATTATTAATATACGAAGAAACCTACACACAATAGARAAATTAC
TTAATTTTATCACCACAATTATTAATATACGAAGAAACCTACACACAATAGARAAATTAC
TTAATTTTATCACCACAATTATTAATATACGAAGAAACCTACACACAATAGARAAATTAC
TTAATTTTATCACCACAATTATTAATATACGAAGAAACCTACACACAATAGAAAAATTAC
TTAATTTTATCACCACAATTATTAATATACGAAGAAACCTACACACAATAGARAAATTAC
TTAATTTTATCACCACAATTATTAATATACGAAGAAACCTACACACAATAGARAAATTAC
TTAATTTTATCACCACAATTATTAATATACGAAGAAACCTACACACAATAGARAAATTAC
TTAATTTTATCACCACAATTATTAATATACGAAGAAACCTACACACAATAGAAAAATTAC
TTAATTTTATCACCACAATTATTAATATACGAAGAAACCTACACACAATAGARAAATTAC
TTAATTTTATCACCACAATTATTAATATACGAAGAAACCTACACACAATAGARAAATTAC

450 500 510 520 530 540

CTTTATTTGTATGATCAGTATTAAT TACAGCTTTCCTTCTCCTGTTAGCTCTCCCAGTAC
CTTTATTTGTATGATCAGTATTAATTACAGCTTTCCTTCTCCTGTTAGCTCTCCCAGTAC
CTTTATTTGTATGATCAGTATTAAT TACAGCTTTCCTTCTCCTGTTAGCTCTCCCAGTAC
CTTTATTTGTATGATCAGTATTAAT TACAGCTTTCCTTCTCCTGTTAGCTCTCCCAGTAC
CTTTATTTGTATGATCAGTATTAAT TACAGCTTTCCTTCTCCTGTTAGCTCTCCCAGTAC
CTTTATTTGTATGATCAGTATTAATTACAGCTTTCCTTCTCCTGTTAGCTCTCCCAGTAC
CTTTATTTGTATGATCAGTATTAAT TACAGCTTTCCTTCTCCTGTTAGCTCTCCCAGTAC
CTTTATTTGTATGATCAGTATTAAT TACAGCTTTCCTTCTCCTGTTAGCTCTCCCAGTAC
CTTTATTTGTATGATCAGTATTAAT TACAGCTTTCCTTCTCCTGTTAGCTCTCCCAGTAC
CTTTATTTGTATGATCAGTATTAATTACAGCTTTCCTTCTCCTGTTAGCTCTCCCAGTAC

S50 580 =70 s20 530 200

TTGCAGGAGCTATCACAATACTACTARCTGATCGAAATATARACACCACCTTTTTTGACT
TTGCAGGAGCTATCACAATACTACTAACTGATCGAAATATAARACACCACCTTTTTTGACTC
TTGCAGGAGCTATCACAATACTACT AACTGATCGAAATATAARCACCACCTTTTTTGACC
TTGCAGGAGCTATCACAATACTACTAACTGATCGAAATATAAACACCACCTTTTTTGACT
TTGCAGGAGCTATCACAATACTACT ARCTGATCGAAATATARACACCACCTTTTTTGACT
TTGCAGGAGCTATCACAATACTACTAACTGATCGAAATATAARACACCACCTTTTTTGACTC
TTGCAGGAGCTATCACAATACTACT AACTGATCGAAATATAARCACCACCTTTTTTGACC
TTGCAGGAGCTATCACAATACTACT AACTGATCGAAATATAARCACCACCTTTTTTGACC
TTGCAGGAGCTATCACAATACTACT ARCTGATCGAAATATARACACCACCTTTTTTGACT
TTGCAGGAGCTATCACAATACTACTARCTGATCGAAATATARACACCACCTTTTTTGACT

g10 &20 &30

CTGCAGGGGGAGGAGACCCTATTTTATATCAACACCTG
CTGCAGGGGGAGGAGACCCTATTTTATATCAACACCTG
CTGCAGGGGEAGCGAGACCCTATTTTATATCAACACCTG
CTGCAGGGGCAGGAGACCCTATTTTATATCAACACCTG
CTGCAGGGGGAGGAGACCCTATTTTATATCAACACCTG
CTGCAGGGGGAGGAGACCCTATTTTATATCAACACCTG
CTGCAGGGGGAGGAGACCCTATTTTATATCAACACCTG
CTGCAGGGGCAGGAGACCCTATTTTATATCAACACCTG
CTGCAGGGGGAGGAGACCCTATTTTATATCAACACCTG
CTGCAGGGGGAGGAGACCCTATTTTATATCAACACCTG
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