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Hydnteislajeja on arvioitu olevan maailmassa noin kuusi miljoonaa. DNA-viivakoodauksen avulla on
mahdollista tunnistaa lajeja ja erottaa morfologisesti samalta nayttévat lajit toisistaan. Siksi se on li-
sénnyt lajientunnistuksen tarkkuutta ja kryptisten lajien dokumentointia merkittavasti. DNA-
viivakoodauksen perustana kaytetaan eldimilla mitokondriaalisen DNA:n (mtDNA:n), COl-geenin
emaésjarjestystd. Museonaytteiden DNA-viivakoodaus voi olla yksi keino lajimonimuotoisuuteen liitty-
vien kysymysten ratkaisemiseksi. Jopa 113 vuotta vanhoista naytteista on onnistuttu eristamaan
DNA:ta, vaikka DNA hajoaa ajan kuluessa. Voucher-ndytteet eli varmistusnéytteet ovat erityisesti la-
jinmé&dritysté varten keréttyja ndytteitd, ja siksi olennainen osa biodiversiteetin tutkimusta ja lajien ku-
vausta. Varmistusnaytteiden teko mahdollistaa fenotyyppisen tiedon yhdistdmisen genotyypista saa-
tuun tietoon. Naytteen voucher-status kuitenkin hankaloittaa DNA-menetelmid, koska organismin tu-
lee séilya kokonaisena tulevaisuuden kéyttéa varten. Tutkielmani tavoitteena oli luoda DNA-
viivakooditietokanta pienille ja tunnistuksellisesti haastaville hyonteisille ja tehda naista varmistus-
naytteita kayttéen ei-tuhoavaa DNA:n eristysmenetelmad. Ei-tuhoava DNA:n eristys mahdollistaa pe-
rimdaineksen kerddmisen naytteistd vahingoittamatta elion rakenteita. Normaalissa DNA:n eristyk-
sessd koko elid tai sen osa murskataan, jotta DNA saadaan eristettya soluista. Kun ndytteita liotetaan
miedossa ja soluja hajottavassa liuoksessa, naytteet sdilyvét ehjina ja niita voidaan kéyttaa esimerkiksi
morfologisissa tutkimuksissa DNA-eristyksen jalkeenkin. Tutkielmassani kdsittelen Malaise-pyydyk-
sistd kerattyja pistidisid, jotka on séilotty alkoholiin 14 vuodeksi Turun yliopiston eldinmuseossa.
Néama pistidiset ovat pienen kokonsa vuoksi vaikeasti tunnistettavia ja hankalia kasitelld. DNA eristet-
tiin sattumanvaraisesti valikoiduista naytteista ei-tuhoavalla DNA:n eristyksella. Eristetty DNA mo-
nistettiin polymeraasiketjureaktiomenetelmalld ja onnistuneesti monistuneet ndytteet sekvensoitiin.
Vain yhdesté hyonteisyksilosta saatiin laadukas sekvenssi. Tulokset osoittivat, ettd morfologisesti Li-
tupistidisten heimoon maaritetty yksild kuului geneettisesti Hitupistidisten heimoon. Tama korostaa
morfologisen ja geneettisen lajinmé&érityksen yhdistdmisen tarkeyttd. Menetelmien kehittdminen, hau-
dutusajan lisdé&minen ja lajispesifisten alukkeiden kehittdminen voisivat tehostaa prosessia. Tuloksia
vaikeuttivat myds endosymbiontit, jotka héiritsevat mtDNA:n analyyseja ja hdmartavat geneettisia ra-
joja. Myos loispistidisten parasitismi voi johtaa harhaanjohtaviin tuloksiin ja vaikeuttaa geneettisten
markkereiden kehittdmistd. DNA-viivakoodaus voi tarjota tarkkaa tietoa lajintunnistukseen, mutta tie-
tokantoja tulee laajentaa ja kehittad ja geneettisten seké ekologisten tekijoiden vaikutuksia on ymmar-
rettava paremmin. Tama voi auttaa seké biologisessa tutkimuksessa etta kaytannon sovelluksissa, ku-
ten tuholaistorjunnassa.

Avainsanat: DNA-viivakoodaus, varmistusnayte, kryptinen diversiteetti, geneettinen lajin-
tunnistus



1 Johdanto

Eri eldinlajeja arvioidaan olevan alle 10 miljoonaa, joista hyonteislajeja on arveltu olevan alle
kuusi miljoonaa. Tutkimus on keskittynyt monimuotoisiin hydnteisryhmiin, mutta esimerkiksi
lajirunsaudeltaan suurimpien lahkojen, pistidisten (Hymenoptera) ja kaksisiipisten (Diptera),
sisalla on heimoja, joita on tutkittu taksonomian nédkokulmasta vain hyvin vahan. Esimerkiksi
Costa Ricassa tehty DNA-viivakoodaus Astraptes fulgerator -perhosnéytteista osoittikin ole-
tetun lajin koostuvan kymmenesta eri lajista. Maarittamélla DNA-viivakoodit mahdollisim-
man monelle lajille, voidaan saada ratkaisu eldinten lajirunsauteen liittyvaan epdvarmuuteen
(Hebert et al., 2016).

DNA-viivakoodaus on tuonut lajinmaéaritykseen uuden nakdkulman ja mahdollistaa entista
tarkemman lajirunsauden arvioinnin. Sen avulla voidaan muun muassa erottaa toisistaan sel-
laiset todellisuudessa erilliset lajit, jotka aiemmin on luokiteltu yhdeksi lajiksi samankaltaisen
ilmiasun perusteella. DNA-viivakoodi on hyva apu lajinméadrityksessa, silla tarkasteltava sek-
venssi eroaa vahemman saman lajin yksildiden sisélla, kuin se eroaa eri lajien valilla. El4i-
milla DNA-viivakoodin tekemiseen kaytetdan mitokondriaalisen DNA:n (mtDNA:n) syto-
kromi c-oxidaasigeenin (COI eli cox1) emaésjérjestysta (Hebert et al., 2004 ja Finbol 2023).
DNA-viivakoodaus on tarked apu lajintunnistuksessa, ja mahdollistaa kryptisen diversiteetin
dokumentoinnin (Hebert et al., 2004).

Yksi keino hyonteisryhmien lajirunsauden selvittdmiseen voi piilla museondytteissa. Hebertin
ja hanen tutkimusryhménsa mukaan DNA-viivakoodin teko onnistuu menestyksekkaéasti 23
vuotta vanhoista museonaytteistd (Hebert et al., 2004). Toisen tutkimuksen mukaan DNA:ta
voidaan eristdd menestyksekkaasti jopa 113 vuotta vanhoista museonaytteista (Mullin et al.,
2023). Sailytystavat voivat kuitenkin vahingoittaa DNA:ta. Museoiden hyonteisnaytteiden
DNA koostuu lyhyista, keskimaérin alle 100 emdasparin mittaisista palasista. DNA hajoaa no-
peasti ja laajamittaisesti yksilon kuoltua. Taman jalkeen hajoamisvauhti kuitenkin hidastuu.
Arviolta DNA fragmenttien pituus lyhenee keskimaarin 1,9 emésparia vuosikymmenen ai-
kana (Mullin et al., 2023). Myds Hebertin ryhman tutkimuksessa kavi ilmi, ettd vaikka vanho-
jen ndytteiden monistaminen PCR-menetelmé&lla onnistuu, niisté saadut sekvenssit ovat lyhy-
empié (Hebert et al., 2004). Esimerkiksi alkuperdisten DNA-juosteiden korjaaminen ennen
polymeraasiketjureaktiota voi mahdollistaa kattavan viivakoodikirjaston tekemisen mu-
seonaytteistd DNA-tekniikoiden kehittyessa (Hebert et al., 2004).



Voucher-ndytteet eli varmistusnaytteet (engl. voucher specimens)(Laji.fi, 2024) ovat erityisen
tarkeitd tyokaluja, kun tutkitaan maailman biodiversiteettid. Varmistusnéytteet ovat kokonai-
sina sdilytettyja organismeja. Ne ovat olennainen osa lajien kuvausta, koska niitd voidaan
kayttad esimerkkeind muiden yksikoiden lajinmaarityksessd. Varmistusnayte sisaltdd koko or-
ganismin liséksi tarkat kuvat ja naytteen kerdystiedot (Nachman et al., 2023). VVoucher-status
kuitenkin hankaloittaa ndytteen kasittelyd, koska statukseen liittyy tiettyj& rajoitteita.
Voucher-jarjestelméén kuuluvan naytteen kohdalla tutkijan tulee varmistaa, ettd kaikki néayt-
teestd tuotettu data on liitetty sitd vastaavaan alkuperaiseen naytteeseen. Kerdyspaikkaan- ja
aikaan liittyvét tiedot, kuvat, julkaistut artikkelit ja mahdolliset sekvenssit tulee olla jaljitetta-
Vissé samaan ndytteeseen, misté tiedot on keratty (Nachman et al., 2023b; Puillandre et al.,
2012). Naytetta ei siis voi hévittaa tai vahingoittaa esimerkiksi DNA-eristyksen aikana. Mole-
kulaaristen analyysien nopea kehitys on mahdollistanut taksonomisen tiedon maarén nopean
kasvamisen. Taman varjopuolena yhteys néytekokoelmien, lajikasitteiden, tutkijoiden ty6n ja
tietokantojen vélilla on hamértynyt. GenBank kannustaakin liittdm&én sinne arkistoituihin
sekvensseihin voucher-tunnisteen (Puillandre et al., 2012). Kun Barcode of Life -projektit al-
koivat, tutkijat olivat yksimielisia siitd, ettd taksonominen tietokanta, joka kéayttdd DNA-
sekvenssitietoa hyvékseen, on arvoton, jos tietokanta ei ole yhdistettavissa naytekokoelmaan
(Puillandre et al., 2012).

Tutkielman tavoitteena oli DNA-viivakooditietokannan ja varmistusnaytteiden luominen pie-
nen kokonsa vuoksi hankalasti tunnistettaville hyonteisille (mm. Microhymenoptera) van-
hoista Turun yliopiston eldinmuseon néytteista. Tutkielmassani perehdyin yll& mainittuun la-
jidiversiteettikysymykseen maarittdmalla surviaisséaskilajien yhteiséjen koyhtymisté kasitte-
levaan tutkimukseen (Lilley et al., 2012) keréattya hydnteisaineistoa ja luomalla keratyille
naytteille voucher-statuksen. Surviaissaaskitutkimukseen kerétyt, heimotasolle méaritetyt
hyonteisndytteet kuvattiin morfologisesti ja geneettisesti. Kasittelemiani naytteita on sailytetty
Turun eldinmuseon varastossa 14 vuotta alkoholiin sdilottyiné. Pitkalla sailytysajalla voi olla

vaikutusta ndytteiden laatuun.



2 Aineisto ja menetelmat
2.1 Hyodnteisten kerddminen

Hyonteiset oli kerétty Malaise-pyydyksilla vuoden 2010 surviaissaaskitutkimuksen yhtey-
dessa Turun Ruissalon Rauhalassa (N: 60.39371, E: 22.161716) 24.8. — 7.9.2010 (Lilley et al.,
2012). Hyonteiset oli mééritetty morfologisesti heimotasolle. Maéritettyja heimoja oli kolme;
Litupistidiset (Platygastridae), Hiukekiilupistidiset (Mymaridae) ja Hitupistidiset (Scelio-

nidae).
2.2 Kerroskuvat

Kuvasin hyonteiset Quigfotomicro 3.2 -ohjelmalla, onCanon 7 D mark Il kameralla. Hyontei-
sid oli séilytetty alkoholiin upotetuissa lasiputkissa. Otin yksittdisen hyonteisen lasiputkesta
pipetin avulla ja asetin sen lasialustalle kuvan ottamista varten. Lisasin lasialustalle kasidesia
estadkseni hyonteisen liikkumisen, silla haihtuva alkoholi liikutti hyonteisia ja hankaloitti ku-
vaamista. Kun olin ottanut kuvan, siirsin hyonteisen 70 % etanolilla taytettyyn Eppendorf-

putkeen DNA:n eristysta varten.

Hyonteisnaytteet nimettiin koodilla FLK2023 ja valiviivan jalkeen lisattiin juokseva nume-
rointi valilla 0001-0012. Ta&mé&n koodin avulla voucher-ndytteen tiedot, kerroskuvat ja DNA-
viivakoodi voidaan yhdist4é toisiinsa tietokannassa.

2.3 Ei-tuhoava DNA:n eristys

DNA eristettiin mahdollisimman hyvin hyonteisnaytetta ja hydnteisen rakennetta sailyttaen
kayttéen ei-tunoavaa DNA:n eristysté (engl. non-destructive extraction of DNA)(Sittenthaler
et al., 2023). Yleisesti DNA:n eristyksessa solut hajotetaan murskaamalla nayte, jolloin DNA
vapautuu soluista. Koko yksilon tuhoamisen sijaan ndytteesta voidaan irrottaa esimerkiksi
jalka, josta DNA eristetddn. Hyvin pienikokoisia hyodnteisia kasitellessa raajan irrottaminen on
ldhes mahdotonta. Vaihtoehtoisesti hydnteistd voidaan liottaa miedossa, digestoivassa pusku-
riliuoksessa. Ei-tuhoavassa DNA:n eristyksessd ndytteesta ei tarvitse irrottaa osia, jolloin
néyte sdilyy ehjéna ja sitd voidaan hyodyntaa edelleen esimerkiksi morfologisissa tutkimuk-

sissa (Marquina et al., 2022).



Tein ei-tuhoavan DNA:n eristyksen NucleoSpin®Tissue XS-kittig, kayttden Protocol for hu-
man and animal tissue -protokollaa (GmbH, 2014). Ei-tuhoavalla DNA:n eristyksell& voidaan
eristdd DNA:ta ndytteestd, jolle aiotaan antaa voucher-status. Alkuperdinen hyonteisyksilo

voidaan siten yhdistéa siitd tehtyyn DNA-viivakoodiin.

Tyobvaiheet olivat paapiirteittain kuten seuraavaksi kuvattu: Pipetoin sentrifugiputkiin 80 pl
T1-puskuria ja siirsin hyonteiset pipetin avulla niihin. Lisésin kaikkiin putkiin 8 pl proteinaasi
K-entsyymid. Vorteksoinnin sijaan sekoitin naytteet naputtelemalla varovasti putkien reunoja.
Asetin putket sentrifugiin ja annoin kierrosten nousta 4000 rfg:hen asti. Sen jalkeen haudutin
naytteitd 56 °C:ssa noin 1,5 h. Lisasin nayteputkiin 80 pl B3-puskuria ja sekoitin jalleen na-
puttelemalla putkien reunoja. Haudutin ndytteitd 70 °C:ssa viiden minuutin ajan ja sekoitin
naytteet naputellen. Annoin putkien viilentya huoneenlampdisiksi. Seuraavaksi pipetoin jokai-
seen ndyteputkeen 80 pl etanolia (96—100 %) ja sekoitin naputtelemalla. Asetin putket sentri-

fugiin ja nostin pyorimiskierroksia hieman, jotta kaikki neste valui ndyteputkien pohjalle.

Asetin Nucleospin®tissue XS-kolumnit 2 ml keréysputkiin. Pipetoin ndyteputkien sisallét ko-
konaisuudessaan kolumneille. Sentrifugoin naytteitd minuutin ajan 11 000 x g:ssa. Kaadoin
kerdysputkiin valuneen nesteen pois. Kolumneissa oleva silikakalvo sitoi pistidisistd irronneen
DNA:n. Puhdistin kalvon pipetoimalla 50 ul B5-puskuria kolumneille ja sentrifugoin néaytteita
11 000 x g yhden minuutin ajan. Toistin pesun muuten samalla tavalla, mutta sentrifugoin
naytteitd kahden minuutin ajan. Irrotin DNA:n silikakalvosta pipetoimalla kolumneille 10 pl

BE-puskuria.

DNA-eristyksen jélkeen leikkasin kolumnit leveyssuunnassa kahtia teravéllé skalpellilla. Ke-
résin silikakalvon paalle jaéneet pistidiset pipetinkérjelld varovasti takaisin Eppendorf-putkiin,

joissa oli 70 % alkoholia.
2.4 Polymeraasiketjureaktio (PCR)

Kaytin yhteen PCR-reaktioon 10 pl 2X myTag-entsyymid, 0,8 ul etualuketta, 0,8 ul taka-alu-
ketta, 3 pl eristettyd DNA:ta ja 5,4 ul Milli-Q vettd. Reaktioiden lopputilavuus oli 20 pl.
Etualukkeena (engl. forward primer) kdytin LCO1490-aluketta (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG -3°) (Folmer O et al., 1994). Taka-alukkeena
(engl. reverse primer) kaytin HCO2198-aluketta (5°-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) (Folmer O et al., 1994).



Kéytin PCR-reaktioon 2720 Thermal Cycler -laitetta. Ajo alkoi ndytteiden haudutuksella 95
°C:ssa 5 minuutin ajan. Sen jalkeen syklit menivat seuraavasti: 95 °C 30 sekuntia, 50 °C 30
sekuntia ja 72°C 1 minuutti. Sykleja toistettiin 40 kertaa. Viimeiseksi 72 °C 5 minuuttia ja sit-

ten 4 °C, kunnes otin naytteet pois PCR-laitteesta.
2.5 Agaroosigeelielektroforeesi

Onnistuneet PCR-reaktiot valikoitiin agaroosigeelielektroforeesilla. Geelin agaroosipitoisuus
oli 1,5 %. Kaytin geelin valmistukseen 500 ml huoneenldmpadista 0,5 X TBE-puskuria ja 5 pl
Midori Green Advance -vériainetta ”valmistajan ohjeen mukaan”. Pipetoin jokaista ndytettd 3
pl geelille. Ajoin geelid Mupid®-One -elektroforeesilaitteella 30 minuuttia 100 voltilla. Ku-
vasin valmiin geelin ChemiDoc MP -laitteella. Kuten kuvassa 1 nakyy, onnistuneita PCR-
reaktioita oli yhteensa 11 kappaletta.

2.6 PCR-monistusten konsentraation mittaaminen

Onnistuneiden PCR-monistusten eli amplikonien (engl. amplicons) DNA-konsentraatio mitat-
tiin NanoDrop™ 2000/2000c spektofotometrill4. Tein NanoDrop:in kalibroinnin ja puhdis-
tuksen mittauksen alussa ja lopussa valmistajan ohjeiden mukaisesti. Kaytin taustakontrollina
(engl. blank) DNA:n eluaatioon kaytettyd BE-bufferia. BE-bufferi asetetaan mittauksen nolla-
tasoksi, jolloin eluutiopuskurin absorbanssin vaikutus poistetaan. Konsentraation mittaami-
seen kaytin 1,5 pl ndytettd. Taulukosta 1 ndhdaan, ettd naytteiden konsentraatiot vaihtelivat

suuresti.

Taulukko 1. Naytteiden DNA-konsentraatio mitattiin NanoDrop™ 2000/2000c spektofotometrilla. Mit-
taamiseen kaytettiin 1,5 pl naytett. Naytteiden konsentraatio oli valilla 2,2 ng/pl — 10,0 ng/pl.

Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor

blank Fanny Koskela 24.8.2023 16:35 0,6 ng/ul 0,012 0,007 1,77 0,88 DNA 50
LUK_0001 Fanny Koskela 24.8.2023 16:36 7 ng/ul 0,14 0,114 1,23 0,66 DNA 50
LUK_0002 Fanny Koskela 24.8.2023 16:37 5,2 ng/ul 0,104 0,083 1,25 0,63 DNA 50
LUK_0003 Fanny Koskela 24.8.2023 16:38 7,2 ng/ul 0,144 0,116 1,24 0,67 DNA 50
LUK_0004 Fanny Koskela 24.8.2023 16:39 3,6 ng/ul 0,072 0,051 1,43 0,55 DNA 50
LUK_0005 Fanny Koskela 24.8.2023 16:40 6,6 ng/ul 0,132 0,116 1,13 0,71 DNA 50
LUK_0006 Fanny Koskela 24.8.2023 16:40 10 ng/ul 0,199 0,167 1,19 0,69 DNA 50
LUK_0007 Fanny Koskela 24.8.2023 16:41 7,8 ng/ul 0,157 0,135 1,16 0,65 DNA 50
LUK_0008 Fanny Koskela 24.8.2023 16:42 6,1 ng/ul 0,122 0,108 1,13 0,28 DNA 50
LUK_0009 Fanny Koskela 24.8.2023 16:44 2,2 ng/ul 0,044 0,038 1,18 0,26 DNA 50
LUK_0010 Fanny Koskela 24.8.2023 16:45 6,2 ng/ul 0,125 0,106 1,18 0,63 DNA 50
LUK_0011 Fanny Koskela 24.8.2023 16:47 6,2 ng/ul 0,124 0,105 1,18 0,64 DNA 50
LUK_0012 Fanny Koskela 24.8.2023 16:47 2,6 ng/ul 0,053 0,033 1,61 0,36 DNA 50
h2o Fanny Koskela 24.8.2023 16:54 -1,1 ng/ul -0,022 -0,018 1,23 0,5 DNA 50



2.7 Alukkeiden poisto

Poistin alukkeet kayttamallad ArcticZymesin A’SAP PCR-puhdistuspakkausta. Lisasin 5 pl
valmista PCR-tuotetta muoviputkiin. Sen jélkeen lisasin 1 pl fosfataasia ja 1 pl eksonuk-
leaasia. Haudutin putkia 2720 Thermal Cycler -laitteella ensin 5 minuuttia 37 °C:ssa ja sen

jalkeen 10 minuuttia 80 °C:ssa.
2.8 Sekvensointi

Lahetin naytteet sekvensoitavaksi Macrogenille Amsterdamiin. Sekvensoinnissa kaytettiin
universal T7 aluketta, jonka sekvenssi on AATACGACTCACTATAG (Macrogen, 2024).



2.9 Sekvenssien laadun tarkistus ja kasittely

Kasittelin sekvensoidut ndytteet BioEdit sequence alignment -ohjelmalla. Poistin alukkeet
kayttden T7-alukkeen sekvenssia (AATACGACTCACTATAG). Poistin sekvenssien huono-
laatuiset alku- ja loppupéét kromatogramin laatuun perustuen. Laadukkaassa ja melko laaduk-
kaassa kromatogrammissa emékset olivat selkeésti erotettavissa toisistaan ja jokaista emasta
vastasi selvésti yksi kuvaaja. Jos sekvenssin kromatogrammi ei vastannut tata kuvausta, sek-

venssialue tai koko sekvenssi hyléttiin.
2.10 Tietokanta

Onnistuneesti sekvensoidut néytteet lisasin the Barcode of Life Data System eli BOLD Sys-
tems -tietokantaan (https://v4.boldsystems.org/index.php). The international barcode of life

project eli iBOL-projekti aloitettiin lokakuussa 2010. Sen tarkoitus on laajentaa kansainvéli-
sen viivakooditietokannan maantieteellisté ja taksonomista kattavuutta. DNA-
viivakoodisekvenssit tallennetaan BOLD systems -tietokantaan (jatkossa BOLD-tietokanta)
joka sisaltaa referenssikirjaston DNA-viivakoodeista. Ndiden referenssien avulla voidaan tun-
nistaa sekvenssejd, joiden alkuperéé ei tiedetd (Myburgh et al., 2021). Tammikuussa 2025
BOLD-tietokannassa on 12 542 132 hyonteisnaytettd, joilla on DNA-viivakoodi (BOLD
SYSTEMS, 2025). Tutkielmaani kuuluvat sekvenssit liséttiin tietokantaan osana iBOL-pro-
jektia. Onnistuneet viivakoodit ovat yhdistettavissa alkuperéiseen ndytteeseen, josta DNA
eristettiin, eli ndytteet ovat voucher- eli varmistusnaytteitd. Naytteita sailytetaan Turun yli-

opiston eldinmuseon tiloissa.

Macrogenilta saadut sekvenssin syotettiin BOLD-tietokantaan FASTA-muodossa. Tietokanta
kaytti sinne syotettyja valmiita referenssisekvensseja mallinaan, kun se vertasi sy6ttamiani
COl-sekvenssejé referensseihin. Tietokanta tulosti taulukon, josta ndkyi kuinka monta pro-
senttia lataamani sekvenssi vastasi muita samaan heimoon maaritettyja sekvensseja. Tulokset

tallennettiin tietokantaan BIFFI-projektiin.


https://v4.boldsystems.org/index.php

3 Tulokset

PCR-reaktiossa monistuneet ndytteet nakyivéat agaroosigeelilla kahtena viivana (kuva 1).
PCR-monistus onnistui seitsemasta eri hyonteisestd. Jokaisesta PCR-monistuksesta tehtiin
useampi toisto, siksi geelilla ndkyi 11 onnistunutta monistusta. Kuvassa 2 on esitetty kerros-
kuvat hyonteisistd, jotka valitsin sattumanvaraisesti ei-tuhoavaan DNA:n eristykseen.

Kuva 1. PCR-reaktiossa monistuneet ndytteet nakyvat agaroosigeelill4 kahtena viivana. Nama néytteet on rajattu
keltaisilla suorakulmioilla. Geelin agaroosipitoisuus oli 1,5 % ja kaytin geeliin 0,5 X TBE-puskuria. Ajoin geeli
30 minuuttia 100:1la voltilla. Kuva: Fanny Koskela

Vain yhdesta Macrogenille l&hetetyistda PCR-néytteista onnistuttiin saamaan laadultaan kel-
vollisia sekvenssejd kolme kappaletta. Ndmé& sekvenssit olivat peréisin yksilostd, joka oli koo-
diltaan FLK2023-0009. Nayte oli mé&aritetty morfologisin perustein kuuluvan litupistidisten
heimoon (Platygastridae). BOLD-tietokannan sekvenssidatan perusteella hydnteinen kuuluu
Hitupistidisten heimoon (Scelionidae). Naytteen FLK2023-0008 sekvenssi vastasi Wol-
bachian sekvenssid, joka on Rickettsiales-lahkon bakteerisuku. Ndytteen FLK2023-0010
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sekvenssi vastasi BOLD-tietokannassa Oomycota-luokan sientd. Muista naytteista ei saatu

tarpeeksi laadukasta sekvenssia.

w o " »

/
/

FLK2023-0001 FLK2023-0002 FLK2023-0003 FLK2023-0004
' zi® &
FLK2023-0005 FLK2023-0007 FLK2023-0008 o FLK2023-0009 -
-~ >
FLK2023-0010 *—“ FLK2023-0011 a FLK2023-0012

Kuva 2. Kerroskuvat tutkielmaan valituista hydnteisista. Hyonteiset ovat kokoluokaltaan valilla 0,4 mm
- 1,65 mm. Hyonteisten pituus on maaritetty paasta takaruumiiseen. Kuva: Fanny Koskela

Kuvasta 3 ndkyy, ettd naytteen FLK2023-0009 kuva, tarkat tiedot ja morfologiset tunnistus-
tiedot lisattiin tietokantaan. Myds naytteen kerdyspaikan tarkka GPS-osoite liséttiin tietokan-
taan. Muista naytteista lisattiin muuten samat tiedot, mutta sekvenssidataa ei lisatty. Kuvat,
kerdystiedot ja mahdollinen viivakoodi ovat yhdistettavissa alkuperdiseen ndytteeseen, josta
my06s DNA eristettiin, eli ndytteet ovat voucher-ndytteitd. Naytteita séailytetd&n Turun yliopis-

ton eldinmuseon tiloissa.
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FLK2023-0009 €D J¥ Specimen Details

Sample ID:
Process ID:
Project:
Institution Storing:

/
4 £ Field ID:
"/ Museum ID:
Collection Code:

Reference Link:

Note:

0.2mm

& Taxonomy
Object ID: caos-cloud.linode-us-ord-1.25_172.3491aeb0-¢32c-46bb-
a789-347800a2fb47.jpg
Original Name:  BIFFI/Ruahala_24.8.-7.9.2010_Platygastridae_FLK2023- Kingdom:
0009+1734598004.jpg Phylum:
SampleID:  FLK2023-0009 Class:
Meta:  Dorsal Order:
Family:
Subfamily:
Tribe:
l Genus:
Species:
Subspecies:
Identification Method:

Dorsal

Created:  2024-12-19T18:40:51.745238 Identifier Institution:
Last Updated:  2024-12-19T18:40:51.745238
Catalognum:

FLK2023-0009
BIFFI068-23

BIFFI

University of Turku,
Zoological Museum
FLK2023-0009

Picked from Malaise
trap material

Animalia
Arthropoda
Insecta
Hymenoptera
Platygastridae

Morphology
University of Turku,
Zoological Museum

Voucher Status:  Stored in ethanol
Tissue Descriptor: ~ Whole specimen

Sex:

Reproduction:

Life Stage:  Adult

Extra Info:

Associated Taxa:

Associated Specimens:

Identification:  Platygastridae
Tax ID: 106636
Rank:  family
Identifier: Eero . Vesterinen

Identifier Email: ejvest@utu fi
Taxonomy Note:
Species Reference:
BIN:
BIN Created Date:

Kuva 3. Nayte FLK2023-0009 lisattiin BOLD systems -tietokantaan. Kuvan liséksi naytteen tarkemmat
tiedot liséttiin "specimen details” tietoihin. Kohtaan "taxonomy” lisattiin tiedot morfologisesta lajinmaari-

tyksesta. Sinne lisattiin myods kerayspaikan sijaintitiedot.

Lisésin onnistuneen nédytteen sekvenssit BOLD-tietokantaan, jolloin sain lajille spesifisen

DNA-viivakoodin (kuva 4).

COI-5P

Illustrative Barcode

[ 493
596

494

Nucleotide Sequence

ACAATAAGAGCCCTTATTCGAATAGAAT TAAGAGTTCCTGGAAT ACTAATTGGGAATGATCAAAT TTATAACTCAATCGTTACATCACATGCCTTTATTATAATTTTTTTTATAGTAAT
ACCARTTATACTAGGAGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATAATTAATGCACCAGATATAGCTTTCCCCCGATTAMATAATATAAGATTTTGATTATTAATTCCATCTTTAATTT
TATTAATTTACAGAAACAT TTTTGGTTCCGGAACAGGAACAGGATGAACAATT TACCCCCCACTATCAACCCAACTAAATCCATCAATTGATTTAACAATTTTTTCACTCCATATTGCA
GGAATCTCATCAATTTTAAGATCCATCAATTTTTTATGTACAAT TATAAATATATCAAATTCTTCAATTAATAATTGAACATTATTTACTTGATCAGTATTAATCACTACAATTTTATT
ATTATTATCATTACCAGTATTAGCAGGAGCAATTACAATAATTT TAACTGATCGARACTTAAATACTGCTTTTTTTAATCCTGCAGGAGGAGGAGACCCAATTTTATACCAACACTTAT
T

Amino Acid Sequence

THSALTRMELSVPGHLIGNDQIVNSIVTSHAF TMIF FMVMPTHLGGFGNIWLVP LMINAPDMAFPRLNNMS FULLIPSL ILLIYSNIFGSGTGTGHTIVPPLSTQLNPSIDLTIFSLHIA
GISSILSSINFLCTIMNMSNSSINNKTLFTWSVLITTILLLLSLPVLAGAITHILTDRNLNTAFFNPAGGGDPILYQHLF

Sequence Metadata

Genbank Accession:
Translation Matrix:
Last Updated:

Sequence Runsite:

Modify Sequence:

N/A

Invertebrate Mitochondrial
2024-11-29702:48:02.461208
University of Turku

‘ Clear Sequence H Edit Sequence |

Identify Sequence:

‘ Full DB H Species DB || Published DB H Full Length DB ‘

Kuva 4. Kun onnistuneesti sekvensoidut COl-alueen sekvenssit lisattin BOLD-tietokantaan, saatiin

luotua lajin yksil6llinen DNA-viivakoodi.
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4 Pohdinta

4.1 Sekvenssit

Kuten kuvassa 1 nakyy, kaikki onnistuneet reaktiot valittiin sekvensoitaviksi. Jokaisesta
hyonteisyksilosté oli useampi toisto PCR-reaktiossa. Esimerkiksi hydnteisestd FLK2023-0003
onnistui kolme toistoa, kun taas hydnteisestd FLK2023-0001 onnistui vain yksi. Lahetin Sek-
vensoitavaksi ensin 11 naytettd. Koska ndytteet eivat saapuneet perille odotetussa ajassa, néayt-
teet piti lahettdd uudelleen. Olin sailyttdnyt PCR-tuotteita jadkaapissa, ja suurin osa nesteesta
oli haihtunut. Kahdeksassa nédytteessa oli jaljella muutama mikrolitra materiaalia, ja l&hetin ne
hieman laimennettuina Macrogenille. Seitsemasté hyonteisesta lopulta vain yhdesta saatiin

kelvollinen sekvenssi.

Sekvenssidatan perusteella ainakin yksi yksild oli maaritetty kuuluvaksi vaaraan heimoon.
Alun perin Litupistidisten heimoon morfologisesti maaritetty nayte kuuluikin sekvenssidatan
perusteella Hitupistidisiin. Tdma ei viel& anna uutta tietoa surviaissaaskitutkimusta varten ke-
rattyjen hyonteisnaytteiden lajiméaarista, koska otoskoko oli pieni ja DNA-viivakoodien teko
epaonnistui suurelta osin. DNA-viivakoodin perusteella saatu tieto siitd, etta ndyte FLK2023-
0009 kuuluukin mahdollisesti Hitupistidisiin, osoittaa kuinka tarke&a lajintunnistuksessa on
kayttaa sek& morfologista ettd geneettista lajinméaaritystad. Ei-tuhoavalla DNA:n eristyksella
voi olla potentiaalia lajintunnistuksen apuna tulevaisuudessa, jos menetelmaa saadaan paran-

nettua.

Tulosten tulkinnan epdvarmuutta liséé se, ettd sekvenssejé siséltavat kirjastot ovat keskenerai-
sid ja ne saattavat sisaltad vaarinluokiteltuja néytteita (Roslin ym. 2021). Tata epdvarmuutta
voidaan vahentda laajentamalla sekvensoitujen ndytteiden maaraa ja nain ollen parantamalla
tietokantojen laatua ja kattavuutta. Kehittdmalla uusia lajispesifisia molekyylimarkkereita ja
kayttamalla COl-geenin lisdksi esimerkiksi sisdisesti transkriptoituja valikkeita (engl. internal
transcribed spacers) (ITS), voidaan parantaa menetelmien tarkkuutta. ITS-alueita on useita
kopioita solussa, ja sekvenssit ovat suhteellisen erilaisia laheista sukua olevien populaatioiden
valilla (Ashfaqg et al., 2005).

4.2 DNA-naytteiden laatu

Néytteiden konsentraatio ei vaikuttanut sekvensoinnin onnistumiseen. Taulukosta 1 ndhdaan,
etta ndytteiden konsentraatio oli valilla 2,2 ng/pl — 10,0 ng/pl. Naytteen FLK2023-0009
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DNA-konsentraatio oli noin 2,2 ng/pl. Se oli kaikista alhaisin konsentraatio, mutta ndyte saa-
tiin silti sekvensoitua onnistuneesti. Korkea konsentraatio ei siis takaa onnistunutta sekven-
sointia. Toisaalta taulukosta 1 ndhdaan myos, etta naytteiden 260/280 absorbanssilukemat oli-
vat hyvin alhaisia; naytteiden 260/280 absorbanssisuhteet olivat vélilla 1,13-1,61. 260/280-
suhdetta kaytetddn DNA-néytteiden puhtauden arvioinnissa. Puhtaan DNA:n 260/280-suhde
on noin 1,8. DNA absorboi valoa aallonpituudella 260 nm, kun taas proteiinit absorboivat va-
loa aallonpituudella 280 nm. Matalat 260/280-lukemat ovat merkki proteiini, fenoli- tai suola-
kontaminaatiosta. My6s matala 260/230-lukema merkitsee kontaminaatiota. Naytteiden
260/230-suhteet olivat valilla 0,26-0,67. Puhtaan DNA:n 260/230-suhde on 2,0-2,2. Matala
260/230-suhde kertoo proteiini-, lipidi-, suola- tai fenolikontaminaatiosta (\VVersmessen et al.,
2024). Yleinen kontaminaation syy on guanidiinihydrokloridi, jota on kaupallisten nukleiini-
happojen eristykseen tarkoitettujen pakkausten valmiissa puskuriliuoksissa. Eradssa DNA:n
eristysmenetelmid vertailevassa tutkimuksessa huomattiin, ettd guanidiininydrokloridin kéyt-
to0ONn perustuvassa eristyksessa eristetyn DNA:n méara ja laatu oli muita menetelmia huo-
nompi (Wang et al., 2012). Epépuhtauksista johtuva néaytteiden huono laatu voi selittaa sen,
miksi sekvenssit olivat huonolaatuisia. DNA-amplikonien epdpuhtaudet voivat toimia inhi-
biittoreina seuraavissa vaiheissa. Tulevaisuudessa varmistusndytteiden DNA:ta eristettdessa
DNA:n voisi irrottaa kolumneista kahdessa erdssa. Sen on todettu parantavan naytteen laatua
(Rohland & Hoftreiter, 2007). Tulevaisuudessa voisi myos harkita toisen eristysmenetelman

kayttoa.
4.3 Ei-tuhoavan DNA-eristysmenetelmén arviointia

Toimivien alukkeiden l6ytdminen pistiéisille on hankalaa. Tassa tutkielmassa 11 pistidisyksi-
|0sté saatiin vain seitseman yksilon COl-alue monistumaan. Onnistuneista monistuksista osa
paljastui kontaminaatioiksi. Vain yhdesta pistidisesta saatiin luotettava tulos. Menetelmaa
hankaloitti ei-tunoava DNA:n eristys. On mahdollista, ettd menetelma4 ei toiminut kaikilla yk-
siloilla eikd DNA:ta irronnut riittdvasti haudutuksen aikana. Menetelmda voisi tehostaa lisaa-
malla haudutusaikaa hajotuksen aikana. Toisaalta olisi myos tarkeaa kehittéd tarkempia PCR-

alukkeita pistidisille.

BOLD-tietokannasta saatiin yhden néaytteen kohdalla tulokseksi Wolbachia-bakteeri ja toisen
kohdalla vastaavuudeksi Oomycota-sieni. Ei-tunhoavassa DNA:n eristyksessd ongelma oli se,
ettd hyonteisen pinnalla mahdollisesti el&védt micro-organismit tulivat mukaan PCR-

monistukseen. Nailta eligilta sattui 16ytymaan valituilla alukkeilla monistuva sekvenssi, mika
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teki tuloksista epéluotettavia. Ei-tunoavaa DNA:n eristysmenetelmé&a voitaisiin parantaa pese-
malla naytteet esimerkiksi DNA AWAY® -dekontaminaatioliuoksella, joka valmistajan mu-

kaan sopii PCR-tehtaviin ja estaa virheelliset positiiviset PCR-tulokset (AvantorT™, 2025)
4.4 Endosymbiontit

Yksi tutkielmani hydnteisestéd saatu sekvenssi antoi tulokseksi Wolbachia-bakteerisuvun, joka
on pistidisissa yleisend elavé endosymbionttibakteeri. Erddssa tutkimuksessa raportoitiin Wol-
bachian esiintyminen saksalaisissa mehildis- ja pistidislajeissa. Tutkituista lajeista 66 % mehi-
laislajeista ja 46 % pistidislajeista testattiin PCR-menetelmén avulla olevan positiivisia Wol-
bachian suhteen. Tdmé oli tutkimuksen mukaan linjassa aiempien arvioiden kanssa, joiden

mukaan Wolbachia esiintyy 19-76 %:ssa niveljalkaisia maailmanlaajuisesti.

Wolbachia periytyy aidilta jalkelaisille ja ne pystyvat tunnetusti manipuloimaan iséntéorga-
nismin lisdéntymista parantaakseen omaa lisdédntymismenestystaan. Wolbachia-tartunnan saa-
neet naaraat saavat lisadntymisedun populaatiossa, silla tartunnan saaneiden koiraiden ja ter-
veiden naaraiden tuottamat jalkel&iset ovat fenotyypiltdén letaaleja. Lisaksi Wolbachia voi
vadristaa isantélajin sukupuolijakauman naarasvaltaiseksi aiheuttamalla partenogeneesia
(Miyata et al., 2017). Jos horisontaalisesti siirtynyt infektio sailyy ja suosii infektoituneita &i-
tilinjoja eri isdnnissé, kummassakin lajissa tapahtuu mitokondriaalinen pyyhkaisy (engl. mi-
tochondrial sweep), joka vahenté lajin sisdistda mtDNA:n vaihtelua. Tdmé voi vahentaa
mtDNA:n vaihtelua kyseisessé lajissa, jakaa lajin &itilinjojen sukupuut infektion perusteella ja
mahdollistaa mtDNA haplotyypin levidmisen eri lajien vélilla. Endosymbiontit, kuten Wol-
bachia, ovat tunnetusti ’geneettisid vapaamatkustajia” (engl. genetic hitchhikers), koska nii-
den geenit lisdantyvéat populaatiossa infektiota suosivan valintaedun kustannuksella. Ne voivat
siten vaikuttaa mtDNA:n evolutiiviseen dynamiikkaan (Ballard & Dean, 2001). Nama tekijat
voivat aiheuttaa ongelmia DNA-viivakoodauksessa, koska lajin siséiset ja lajien véliset ge-
neettiset rajat sekoittuvat (Stahlhut et al., 2012).

Alukkeiden toimivuutta voivat heikentdd myos mitokondriaalisessa DNA:ssa tapahtuvat muu-
tokset, kuten deleetiot. Fylogeneettisesta ndakdkulmasta tarkasteltaessa aina ei ole selvéaa, mi-
ten deleetioita pitéisi tulkita. Viivakoodattuja yksil6ité ei seulota rutiininomaisesti Wolbachia
-infektioiden suhteen. Siksi BOLD-tietokannan kayttajilla on harkintavastuu ndytteen tunnis-
tusprosessissa. BOLD myds tunnistaa Wolbachian infektoimat ndytteet ja merkkaa ne auto-
maattisesti (Stahlhut et al., 2012).
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45 Parasitismi

Sekvenssidatan ja morfologisen madritelman perusteella yksi naytteista madaritettiin kuulu-
vaksi hitupistidisten heimoon (Scelionidae). Hitupistidiset ovat loispistidisia (Laji.fi). Pistiéi-
silld esiintyy yleisesti myos hyperparasitismia, jossa loispistidinen kéyttaa toista loispistidisla-
jia iséntanéaan (Ashfaq et al., 2005). Hyperparasitoidit voivat hankaloittaa geneettista lajintun-
nistusta ja antaa harhaanjohtavia tuloksia. Toisaalta loispistidaisten valisia vuorovaikutuksia on
syyté tutkia lisad. Ndin saadaan parannettua DNA-viivakoodien luotettavuutta, mutta saadaan
myo0s liséé tietoa loispistidisten ekologiasta. Talla voi olla myds positiivisia vaikutuksia biolo-

gisessa tuholaistentorjunnassa.
4.6 Johtopaatdkset

Tutkielman tavoitteena oli luoda DNA-viivakooditietokanta kokonsa vuoksi tunnistukselli-
sesti haastavista hyonteista ja tehda niista varmistusndytteet. Tassa onnistuttiin osittain. Vain
yhdesta varmistusnéytteesta saatiin luotua DNA-viivakoodi, joka tallennettiin tietokantaan.
Tutkielmani kuitenkin vahvistaa, ettd DNA-viivakoodaus tdydent&dd morfologista tunnistusta.
Sekvensoinnin avulla paljastui, ettd yksi hyonteinen kuului toiseen heimoon kuin mihin se oli
morfologisesti maaritetty. Toisaalta ndyte on voitu siirtda vahingossa vaarin nimettyyn nayte-
putkeen. Inhimillisilta virheiltd voidaan valttyd, kun kaytetédan naitd kahta maaritysmenetel-
maa yhdessa. Toisaalta kdyttaméalla myos hydnteisen tumasekvenssia lajin tunnistuksessa voi-
taisiin valttya esimerkiksi endosymbionttien haittavaikutuksilta. VValokuvat ja DNA-
sekvenssit tarjoavat yhdessa alkuperéisen hyonteisnaytteen kanssa korkealaatuisen lopputu-

loksen, joka mahdollistaa genotyypin yhdistdmisen fenotyyppiin.

Genomisen tiedon hyddyntdminen on tehnyt kryptisten lajien tunnistuksesta arkipéivaa. Toi-
saalta kryptisten lajien tunnistamiseen tarvitaan myds morfologisia analyysejé, joihin tarvi-
taan varmistusnaytteitd. Tutkielmassani tuli ilmi, ettd kokonaisina sailytetyt voucher-néytteet
voivat tarjota uutta tietoa elion pinnalla ja sisalla elavistd mikro-organismeista, jos kdytetdan
ei-tuhoavaa DNA:n eristysta. Voucher-ndytteet mahdollistavat evolutiivisten prosessien tutki-
misen, silla ndytesarjat dokumentoivat muun muassa maantieteellista ja ajallista vaihtelua
(Nachman et al., 2023).

Vaikka vain yhdestd hyonteisesta saatiin luotua kokonainen varmistusnéyte sekvensseineen,
tehty ty0 ei ollut turhaa. Jokainen tietokantaan lisatty ndyte on askel eteenpdin maailmanlaa-

juisen biodiversiteetin selvittdmisessd. Vaikka BOLD-tietokannassa onkin yli 12 miljoonaa
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hyonteisnaytettd, ne edustavat vain 284 053 hyonteislajia (BOLD SYSTEMS, 2025) Maail-
massa on arviolta noin kuusi miljoonaa hyonteislajia, joten sekvensoitavaa riittaa viela.
Voucher-ndytteiden tekeminen ei ole nykyisilla menetelmilla kallista tai aikaa vievéd, joten
kannustamalla tiedeyhteista jakamaan BOLD-tietokantaan tallennettua dataa ja tutustutta-
malla uusia tutkijoita ja opiskelijoita menetelmien pariin, voidaan maailman biodiversiteetin

kartoittamista tehostaa.
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Kiitokset

Kiitokset Luk-tutkielmani ohjaajalle Eero Vesteriselle avusta tutkimuksen suunnittelussa ja
toteutuksessa. Kiitokset myos Heidi Viitaniemelle tyoni ohjaamisesta, neuvoista ja avusta
BioEdit-ohjelman kaytdssa. Kiitokset Kari Kaunistolle avusta Quigfotomicro 3.2 -ohjelman ja
ohCanon 7 D mark Il kameran kaytdssa. Kiitokset Helka Vennolle jatkuvasta kannustuksesta

ja ideoinnista. Kiitokset Turun yliopiston eldinmuseolle tarvitsemani tilan ja laboratoriotarvik-

keiden tarjoamisesta.
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