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THVISTELMA

Hormonitoiminta on yksi elididen saatelyjarjestelmistd. Hyonteisilla keskeisessa osassa
hormonisaatelya ovat juveniilihormonit (JH). Niiden maaré yksildiden elimistossa sadtelee
monia asioita yksildiden kehityksesta lisddntymistoimintoihin. Juuri tehokas lisddntyminen
onkin elididen tarkeimpié tehtévid. Hormonitoiminta pitad ylla evoluution myota eri lajeille
ja lajiryhmille kehittyneita erilaisia lisddntymisstrategioita: jotkin lisdéntyvét harvakseltaan
mutta huolehtivat poikasistaan, toiset tuottavat paljon jélkeldisid, jotka ne jattavat
selvidamaan  yksin.  Sukupuolten valilla on kuitenkin eroja  optimaalisessa
lisddntymisstrategiassa. Naaraat joutuvat kuluttamaan jalkeldisten tuottamiseen koiraita
enemman energiaa, minka vuoksi koiraat voivat tuottaa hyvinkin paljon jalkelaisia, kun
taas naarailla tulee resurssiraja vastaan. Strategiaero aiheuttaa konfliktin sukupuolten
valilla, mika voi johtaa seksuaaliseen antagonismiin: tyypillisesti koiraat aiheuttavat
parittelun yhteydessé haittaa naaraille oman edun tavoittelun vuoksi. JH on yksi aineista,
joilla koiraat voivat saddelld naaraiden munintaa siirtdmalld sitd parittelun yhteydessa
naaraaseen. Selvitin tutkimuksessani JH:n roolia kovakuoriaisnaaraiden munantuotantoon:
kuinka koiraiden ja naaraiden saama ylimé&ardinen JH-annos vaikuttaa yht&élta naaraiden
tuottamien munien maarddn ja toisaalta niiden laatuun, ja pystyvatkd koiraat
manipuloimaan naaraita tuottamaan enemmdn munia. Kaytin  tutkimuslajina
koloradonkuoriaisia (Leptinotarsa decemlineata), jotka ovat Suomessakin jo hieman
jalansijaa saaneita tuhohyonteisid. Aktiivinen tutkimus voi auttaa kehittdmaan keinoja lajin
levidmisen estamiseksi. Kokeessa paritin JH- ja kontrolliké&siteltyja koiraita ja naaraita
laboratoriossa keskenddn niin, ettd sain neljd ryhmaa eri Kkasittely-yhdistelmin.
Hypotetisoin, ettd ylimaardinen JH yhtaéltd nostaisi naaraiden tuottamien munien maaréa
ja toisaalta laskisi niiden laatua. Seurasin sekd naaraiden tuottamien munien ettd niista
kuoriutuneiden toukkien maarid paivittdin. Tuloksista kévi ilmi, ettd hormonikésittely ei
vaikuta naaraiden munimien munien maaréan. Naaraiden saama ylimaarainen JH laski
kuitenkin munien laatua selvasti kontrolliryhmaén verrattuna. Sen sijaan hypoteesille
koloradonkuoriaiskoiraiden seksuaalisesta antagonismista tutkimus ei antanut tukea. Koska
tutkimuksen otoskoko oli suhteellisen pieni (N =12), ilmiotd kannattaa tutkia vield
tarkemmin.
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ABSTRACT

Hormonal activity is one of the control mechanisms of organisms. Juvenile hormones (JH)
have a central role in the hormonal regulation of insects. Their amount in insects controls
many things, ranging from development to reproduction activities. It is the efficient
reproduction that is one of the most important objectives of any living organism. Hormonal
activity maintains reproduction strategies that different taxa have developed over the
course of evolution: some give birth to few descendants yet take care of them, others
produce a large number of offspring and leave them to survive on their own. However,
sexes have differences in their optimal reproduction strategies. In producing offspring,
females must spend more energy than males, which is why males can produce a very large
number of offspring but females are bounded by resources. This difference in strategies
causes a conflict between sexes and may lead to sexual antagonism: typically, males harm
their partner during copulation in order to get some benefit. JH is also one of the
substances, with which males can control females’ oviposition by transferring it into
females during copulation. In my research, | studied the role of JH on egg production of
beetles: how an extra dose of JH affects, on one hand, the number of eggs females produce
and, on the other hand, the quality of eggs, and if males are able to manipulate females to
exceed their optimal egg-producing capacity. As a study species, | used Colorado potato
beetles (Leptinotarsa decemlineata), an invasive species that is slowly expanding its range
to Finland. Active research may help to find means to restrict the species’ expansion. In my
study, | mated JH- and control-treated males and females with each other under laboratory
conditions so that | had four groups with different treatment combinations. | hypothesized
that the extra JH would, on one hand, raise the number of eggs females produced and, on
the other hand, lower their quality. | recorded on a daily basis the number of the eggs the
females produced and the number of the larvae that hatched from the eggs. The results
showed that the JH treatment had no effect on the number of eggs the females laid.
However, the extra JH the females received, significantly decreased the quality of eggs
compared with the control group. The hypothesis about sexual antagonism was, however,
not supported. Due to the rather small sample size (N = 12), the phenomenon warrants
further studies.
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1. JOHDANTO

Hormonitoiminta on kaikkien monisoluisten elididen tarkeimpia biologisten toimintojen
saatelyjarjestelmid. Imunesteessd, veressa tai muussa ruumiinnesteessa kulkevat hormonit
ohjaavat lahes kaikkea kasvamisesta ja kehityksestd aineenvaihduntaan ja lisdantymiseen
toimimalla solujen valisten viestien valittdjind (Nijhout 1994). Eri elioryhmillg tavataan
hormoneja, joita muilla ei ole. Hydnteisill4 on myds omat erityiset hydnteishormoninsa.

Eraitd tarkeimmistd hyoénteishormoneista ovat juveniilihormonit (JH). Naita corpora
allata -elimen tuottamia hormoneja on useampia erilaisia, joista kullakin hyonteislahkolla
tavataan vain yhté, poikkeuksena perhoset (Gade ym. 1997). Seitsemadsté tunnetusta JH:n
muodosta kovakuoriaisilla tavataan JH Ill:a, joka on eldinkunnassa yleisimmin tavattu JH.
Sen keskeisimpié tehtdvida ovat kasvun ja kehityksen ohjaaminen toukkavaiheessa sek&
lisadntymistoimintojen séately aikuisvaiheessa (Riddiford 2007). Se vaikuttaa vahvasti
myo0s talvehtimisdiapaussiin.

JH:ta muodostuu hydnteisissa lapi niiden eldmén, mutta sen maara vaihtelee paitsi
kehitysvaiheen my6s ympariston mukaan (Gilbert ym. 2000). JH osallistuu monenlaisiin
toimintoihin hyonteisten eldmén eri vaiheissa — JH:lla onkin kaikista tunnetuista
hormoneista kaikkein vaihtelevimmat tehtavét, jotka ké&sittavat monia prosesseja toukkien
nahanluonnista aikuisten hyonteisten pariutumiskayttaytymiseen (Gade ym. 1997).

Monilla hyonteislahkoilla ja -heimoilla on lisdksi omat erityiset fysikaaliset tai
sosiaaliset mekanisminsa, joissa JH on merkittavassa osassa. Sosiaalisilla hyonteisilla JH-
taso on sidoksissa yksiloiden kastiin: kontukimalaisilla JH:n tuotanto ja pitoisuus on
korkeampi yhteisOissd, joissa ei ole kuningatarta (Bloch ym. 1999). Samoin naaraiden
munasarjat kehittyvat nopeammin. Tarhamehildisyhteisotissa puolestaan JH-pitoisuutta
kasvattamalla voi nopeuttaa yksildiden siirtymistd ylemmaén kastin t6ihin (Jassim ym.
1999). JH voi liittyd myos jalkikasvusta huolehtimiseen. Esimerkiksi Nicrophorus
orbicollis -turkkilolla naaraiden JH-pitoisuudet ovat vahvasti koholla jalkeléisten ollessa
peséssd mutta laskevat nopeasti naaraan jatettyd pesén (Trumbo 1997).

Vaikka JH:n séatelymekanismeja ja vaikutuksia on tutkittu paljon, moni asia on silti
vield enemman tai vdhemmaén tutkimatta. Tiedetddn, ettd péivan pituus vaikuttaa JH:n
maaréddn koloradonkuoriaisilla (Leptinotarsa decemlineata): erot talvehtimaan ja
lisdédntymaan valmistautuvien naaraiden JH-pitoisuuksissa ovat huomattavia (de Kort &
Granger 1990). Naarailla JH myos kaynnistdd munasarjojen kypsymisen, koordinoi
kudoksia niin, ettd sukusoluja syntyy, ja huolehtii, ettd pariutuminen ja muninta tapahtuvat
oikeaan aikaan (Wyatt & Davey 1996). Tutkimustietoa JH:n suorista vaikutuksista
munantuotantoon koloradonkuoriaisilla ei kuitenkaan ole. Tdm4 johtuu hyvin pitkalti siita,
ettd JH-reseptoria ei kunnolla tunneta (Klowden 2007).

Munien tuottaminen nostaa naaraiden lisddntymiskuluja koiraisiin verrattuna. Taman
seurauksena sukupuolilla on erilaiset lisdantymisstrategiset pyrkimykset, mika johtaa
sukupuolten valiseen konfliktiin (Arnqvist & Nilsson 2000). Monien lajien naaraat
pariutuvat useiden koiraiden kanssa. Koiraille on liki poikkeuksetta epdedullista, jos naaras
pariutuu jalkeenpdin toisen koiraan kanssa (Johnstone & Keller 2000). Tdman estdmiseksi
koiraille on kehittynyt erilaisia keinoja estdd muita Kkoiraita hedelmdittdmasta naarasta,
jonka kanssa on juuri paritellut. Hyonteiskoiraat saattavat muun muassa siirtaa
siemennesteen mukana naaraisiin aineita, jotka tekevét naaraista haluttomia tai kyvyttémia
uuteen paritteluun tai edesauttavat munimisen alkamista ja néin nostavat todenndkdisyytta,
ettd munasolut hedelmoittyvat kyseisen koiraan siittidilla (Cordero 1995, Gillot 2003).
Yksi tallaisista aineista on JH, jonka rooli munien kypsymisessd on havaittu aiemmissa
perhosilla tehdyissa tutkimuksissa (Bali ym. 1996, Gillot 2003, Pszczolkowski ym. 2006).
Kovakuoriaisilla vastaavaa tutkimusta on tehty vdhemmdn, mutta muun muassa



sarvijéarilla koiraiden on osoitettu siirtdvan naaraisiin parittelun yhteydessa JH:ta (Tian ym.
2010).

Kovakuoriaisista koloradonkuoriainen soveltuu erinomaisesti hormonisaatelyn
tutkimuskohteeksi, silla tuholaishydnteisend siitd tarvitaan runsaasti lisda tietoa. Tama
tulokaslaji on kasvattanut esiintymisaluettaan jatkuvasti pohjoisemmaksi (EPPO 2006 sit.
Piiroinen ym. 2011). Suomessa lajia tavataan nykyddn useampana kesana
vuosikymmenessa, ja yksiloita havaitaan yhé laajemmalla alueella. Lajin toukat aiheuttavat
mittavia tuhoja perunasadoille syomaélld kasvien lehdet. Hormoneihin suuntautuvan
perustutkimuksen avulla voi olla mahdollista 16ytda uusia sovelluksia lajin levidmisen ja
lisadntymisen  rajoittamiseksi.  Esimerkiksi  yleisesti  kdytetyt  hyonteismyrkyt
pyriproksifeeni ja metopreeni ovat molemmat JH-analogeja (Koopmanschap ym. 1989).

Tekeméni tutkimuksen tavoitteena oli 16ytda yhteys JH-tason ja munantuotannon
valilld sekd maadran ettd laadun osalta. Samalla tutkin, pystyvéatko kuoriaiskoiraat
manipuloimaan JH:n avulla naaraita tuottamaan enemmé&n munia kuin olisi naaraiden
kannalta optimaalista. Koeasetelmassa paritettiin koiraita naaraiden kanssa. Puolelle
kummankin sukupuolen yksiloistd annettiin JH-, puolelle kontrolliké&sittely (K). Nain
saatavien neljan ryhmén (JH-JH, JH-K, K-JH, K-K) munantuotantoa ja kuoriutuneiden
toukkien maaria verrattiin keskenddn. Hypoteesini olivat, ettd naaraiden saama
hormonikasittely nostaa tuotettujen munien madrédd mutta laskee laatua ja ettd koiraiden
saama ja naaraisiin siirtdamd ylimaardinen hormoni niin ik&&n nostaa naaraiden
munantuotantoa laadun kustannuksella. Hypoteesin taustalla on ajatus seksuaalisen
antagonismin vaikutuksista lisdantymiseen.

2. AINEISTO JA MENETELMAT

2.1. Kuoriaisten valmistelu

Tutkimuksessa halusin selvittdd sek& koiraille ettd naaraille annetun juveniilihormonin
vaikutusta naaraiden munantuotantoon sek& maarallisesti ettd laadullisesti. Jalkimmaisen
mittarina oli munista kuoriutuneiden toukkien méarén suhde tuotettujen munien maaréan.
Tarvittavien tietojen pohjalta laadin tutkimuskaavakeen. Mittasin lisaksi kunkin
kuoriaisyksilon koon, jonka mittana k&ytin massaa. Isompikokoiset naaraat voivat kyeté
tuottamaan runsaammin munia.

Koejarjestelyiden toteuttaminen alkoi perunan, koloradonkuoriaisen isantakasvin,
kasvattamisella kuoriaisten ravinnoksi. Hyvin kasvavaksi lajikkeeksi oli aiempien
kokemusten perusteella valittu Van Gogh. Siemenperunaa istutettiin kasvihuoneessa
ruukkuihin ja kasteltiin paivittain, kunnes verso oli kasvanut riittdvan suureksi ja tuotti
runsaasti lehtié.

Tutkimuksessa kaytetyt kuoriaiset olivat kuudennen sukupolven laboratoriossa
tutkimustarkoituksiin kasvatettuja yksiloitd. Alkuperdinen laboratoriopopulaatio (917
yksilod) oli keratty venaldiselta pellolta (61° 49’ N, 34° 10’ E) ldheltd Petroskoita vuonna
2006. Yksiloiden valinta tapahtui satunnaistamalla kontrolloidusti siten, ettd samoista
sukulinjoista eli perheistd ei otettu tutkimukseen kovin monta yksil6d. Naaraita oli
yhteensa 48 yksilog, koiraita 24, joista kukin paritettiin kahden eri naaraan kanssa. Lisaksi
kasvatukseen otettiin ylimaéaraisia yksiloitd kumpaakin sukupuolta, koska oli todennékoisté,
ettd tutkimuksen aikana kuoriaisista kuolee pieni osa heikon vyleiskunnon tai itse
koekasittelyn vuoksi.

Ensimmaisend laboratoriopdivana huhtikuun lopulla valittiin kuoriaiset, kukin yksilo
sijoitettiin suljetulle petrimaljalle kostutetun imupaperin paalle ja niille annettiin pala
perunanlehted ravinnoksi. Kaikki maljat etiketoitiin yksilollisesti, jotta tunnistaminen olisi



mahdollista, ja sijoitettiin muutaman maljan korkuisiin pinoihin kopiopaperilaatikoihin ja
laatikot  valaistuun  saksalaisen WeilR  Technicin  valmistamaan B1300-mallin
kasvatuskaappiin, jonka lampdtila pystyttiin tarkasti pitdimaan halutussa 296 kelvinissa.
Kaapissa kuoriaiset saivat vuorokaudessa 18 tuntia valoa ja 6 tuntia pimedd. Alkuvaiheessa
kuoriaisia kaytiin tarkkailemassa joka toinen péiva, jolloin niille annettiin lis44 perunaa ja
poistettiin vanhat lehdet seka tarpeen mukaan vaihdettiin imupaperi. Samalla seurattiin,
olivatko naaraat munineet hedelmaittamattomia munia. Namé kerattiin pois ja tuhottiin.

2.2. Hormonikasittely

Varsinaisen kokeen tekeminen kaynnistyi kaksi viikkoa valmistelujen alkamisesta, jolloin
kuoriaiset olivat talvehtimisen jélkeen valmiita parituksiin. Koeasetelmassa (Kuva 1)
koiraat jaettiin sattumanvaraisesti kahteen ryhmaan, joista toiselle annettiin JH- ja toiselle
kontrollikasittely. Vastaavasti naaraat jaettiin kahteen ryhmaan tulevan kasittelyn (JH- /
kontrollikasittely) mukaan. Koska koiraita oli vain puolet naaraiden maarasté, kukin koiras
paritettiin kahden eri naaraan kanssa. Naaraista puolet — kaksitoista kummastakin
kasittelyryhmastd — paritettiin 9.5. Koiraille vaihdettiin uudet naaraat kolme péivaa
myO6hemmin aiemmin parittamattomista naaraista. Taman jalkeen kutakin koirasta
vaihdeltiin kolmen pdivan valein niiden kahden naaraan valilla, joiden kanssa se oli
paritettu. Samalla my6s kuoriaisten késittely toistettiin.

Koiraille arvottiin parit k&sittelyyn kuoriaisnaaraista satunnaismenettelylla. Tassé oli
tarpeen tarkistaa, etteivat paritettavat yksilot olleet sukua toisilleen. Mikali ne olivat,
arvottiin koiraan tilalle toinen koiras. Taté jatkettiin, kunnes kaikilla yksil6ill4 oli pari.
Toukokuun 9. pdivanéd kasiteltavat yksiloét samalla myds punnittiin Mettler AM 100 -
tarkkuusvaa'alla. Kuoriaiskoiraille tehtiin punaisella, vedenpitavélla tussilla selkakilpeen
taplda, jonka avulla ne voitiin helpommin erottaa naaraista niiden ollessa samalla maljalla
naaraan kanssa.

Naaraat, joita ei késitelty vield 9. péivéand, saivat ensimmaisen kasittelynsa 12.5.,
jolloin nekin punnittiin. Koiraat paritettiin myos uusien naaraiden kanssa satunnaistetusti.
Kaikki tutkimuksessa mukana olleet yksilot saivat késittelyannoksensa, samoin 12.
paivastad eteenpdin aina kolmen péivén valein toukokuun loppuun asti — yhteensa seitsemén
kertaa.

Késittelyja varten valmistettiin annokset sek& JH- ettd kontrolliliuosta. JH oli
liuotettu asetonitriiliin (CH3CN). Liuoksen hormonipitoisuus oli 500 pg/ml. Koska JH
ruiskutettiin kuoriaisen vatsakilvelle ruiskeen antamisen asemesta, imeytymisté kilven 1api
helpotettiin sekoittamalla JH-liuos yhta suureen tilavuuteen asetonia ((CH3),CO): 500 ul
(JH-liuos) + 500 pl (asetoni) = 1 ml (ké&sittelyliuos). Kuoriaisille annettavan liuoksen JH-
pitoisuudeksi muodostui ndin 250 pg / ml. Kontrolliliuos valmistettiin samoin mutta
asetonitriiliin liuotettu JH korvattiin 500 pl:lla pelkkad asetonitriilid. Molemmat
kasittelyliuokset sekoitettiin omaan eppendorf-putkeensa. Kaikkia kemikaaleja séilytettiin
tiiviissd lasipulloissa, JH:ta puolestaan pienemmassd, niin ik&&n tiiviissa lasiputkilossa.
Kaikkien séilytyspaikkana oli 278-kelvininen kylmékaappi. Jadkaapissa séilytettya JH-
liuosta annettiin kolmella perdkkaiselld kasittelykerralla, koska se séilyy toimivana ainakin
viikon ajan (Zera 2007). Kolmatta kertaa seuraavalla késittelykerralla oli valmistettava
uudet késittelyliuokset.
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Kuva 1. Koeasetelmakaavio, josta selvidd, miten koiraat paritettiin naaraiden kanssa ja milloin eri
ryhmien kasittelyt alkoivat. Jokainen 24 koiraasta paritettiin 9.5. yhden naaraan kanssa, 12.5.
koiraat paritettiin uudestaan aiemmin parittamattomien naaraiden kanssa. Koiraita vaihdeltiin
kunkin kanssa paritettujen kahden naaraan vélilla kolmen pdivan vélein.

Hormoniannos, jonka tilavuus oli 5 pl liuosta / kuoriainen / kasittelykerta, annettiin
kaantamalla kuoriainen poydalla selédlleen ja ruiskuttamalla pipetilla liuos vatsakilvelle.
Kuoriaisen tuli olla seldlladn kymmenkunta sekuntia, jotta liuos ehtisi imeytya erityisesti
raajojen nivelien kautta elimistoon (Koopmanshap ym. 1989). Toisinaan oli tarpeen
rajoittaa kuoriaisten pyrkimyksida kaantya lilan nopeasti jaloilleen. Kaikille hormonia
saaville annettiin annokset ensin, mink& jalkeen pipetin kérki vaihdettiin ja annettiin
kaikille kontrolliliuosta saaville kuoriaisille annoksensa. Kun jokaisen kuoriaisparin
kummallekin osapuolelle oli annettu kasittely, seké koiras ettd naaras sijoitettiin naaraan
petrimaljalle ja niille annettiin perunanlehted. JH:n hajoamisen estdmiseksi liuoksia
pidettiin kasittelyn aikana jd@dmurskassa styroksilaatikossa.

2.3. Munien ja toukkien laskeminen

Ensimmaisen késittelypaivén jalkeen naaraiden tuottamat munat laskettiin joka pdiva 20
paivan ajan. Seurantakdynnit ajoitettiin aina alkuiltapéivaan jarjestelméllisyyden tahden.
Kuoriaiset siirrettiin tyhjalle petrimaljalle laskemisen ajaksi. Kun munien lukumaara oli
selvilla, ne siirrettiin uudelle petrimaljalle, joka etiketditiin ja jonne laitettiin kostutettu
imupaperi seké pieni pala perunanlehted. Munarykelmien kasittelyssa piti noudattaa suurta
varovaisuutta, jotta yksikd&an muna ei vahingoittuisi, silld se mahdollisesti vaaristaisi
munien laadullisen seurannan tuloksia.

Toinen osa seurantaa oli laskea toukat, jotka kuoriutuivat tyypillisesti 3-5 pdivéaa
kunkin munarykelman munimisen jélkeen. Munia tarkkailtiin kuitenkin kaiken varalta 20
péivaa ennen niiden havittamistd. Kuoriutuneet toukat laskettiin kahteen kertaan: ensin
péivand, jona ne olivat kuoriutuneet, ja toistamiseen seuraavana paivand. Naiden kahden
péivan jalkeen todennakdisyys, ettd munista kuoriutuisi vield toukkia, oli hyvin pieni.
Toisen pdivan laskennan jalkeen toukat havitettiin pakastamalla.



Kokeen aikana kuoli yksi koiras ja kolme naarasta. Oli odotettavissa, ettd kuoriaista
osa kuolisi, ja etukateisarviot kuolleiden maééarasta liikkuivat kymmenen prosentin
tuntumassa. Koesuunnitelman mukaisesti kuolleet yksilot korvattiin uusilla satunnaisesti
valituilla yksildilla seuraavan késittelyn yhteydessa. Luonnollisesti korvaaville yksilille ei
kertynyt yhtd monta seurantapéivaa.

2.4. Aineiston tilastollinen tarkastelu

Muna- ja toukkamaddrien analysoinnissa jouduttiin poistamaan kahden yksilén havainnot
niiden kohdalla tapahtuneiden késittelyvirheiden vuoksi: kummassakin tapauksessa naaras
oli saanut yhtend pdivana sek& JH- ettd kontrollikasittelyn, mink& huomiotta jattdminen
vaéristdisi tuloksia. Lisaksi kokeen aikana kuolleiden naaraiden osalta ei ollut dataa koko
seurantajakson ajalta.

Kokeen alkuperdisen suunnittelun ja lopullisen toteutuksen valilla tapahtui jossakin
vaiheessa informaatiokatko, joka johti sekaannukseen kuoriaiskoiraiden paritusten kanssa.
Taman seurauksena alkujaan suunniteltua tilastollista testausmenetelmaa ei voitu kayttaa
muuttujien valisten riippuvuussuhdeoletusten muututtua. Tilanne Kkorjattiin jattamalla
puolet havaintomateriaalista analysoimatta niin, ettd vain koiraiden ensimmaiset paritukset
huomioitiin.

Neljan vertailuryhmén jaljelle jadneet havainnot analysoitiin koko seuranta-ajalta
IBM SPSS Statistics -ohjelman versiolla 20. Ryhmien eroja munia munineiden naaraiden
lukumédrdn osalta tutkittiin ristiintaulukoimalla ja x*-testilla. Koiraiden ja naaraiden
saamien  ké&sittelyjen  vaikutuksia ~munittujen munien m&&rddn ja  toukkien
kuoriutumisprosenttiin puolestaan tutkittiin kovarianssianalyysin (ANCOVA) keinoin.
Riippumattomiksi muuttujiksi valittiin koiraiden ja naaraiden kasittelyt. Kovariaatiksi
otettiin kuoriaisen massa. Nollahypoteesina oli, ett4 naaraan tai koiraan hormonikaésittelylla
ei ole tilastollisesti merkitsevad vaikutusta munantuotantoon tai kuoriutumisprosenttiin,
vaihtoehtoisen hypoteesin mukaan taas yliméaérainen JH nostaa munittujen munien maaraa
laadun kustannuksella.

3. TULOKSET

Tutkin ristiintaulukoimalla, onko eri kasittelyryhmien valilla eroja munia tuottaneiden
naaraiden lukumaarissa. Testin mukaan JH-kasittely ei aiheuttanut eroa (y* = 2,237, df = 3,
p = 0,525).

Kovarianssianalyysi puolestaan osoitti, ettd munamaérissd ryhmien valilla ei ollut
eroja koiraiden (F=0,281, df=1, p=0,603) eikd naaraidenkaan (F = 1,453, df=1,
p = 0,245) osalta, Kuva 2. Yhdysvaikutustakaan ei ilmennyt kasittelyjen valilla (F = 0,083,
df =1, p=0,776). Tein myos toisen kovarianssianalyysin, jossa vastemuuttujana oli nyt
toukkien kuoriutumisprosentti. Tamankaan kohdalla ei koiraiden kasittelylld ollut
vaikutusta (F = 2,318, df =1, p =0,149), mutta naaraiden kasittely vaikutti tilastollisesti
merkitsevasti (F =8,227, df =1, p=0,012, Kuva 3). Yhdysvaikutusta ei ollut tdssakaan
tapauksessa (F =0,129, df =1, p =0,725). Kovariaattina olleen massan vaikutus ei ollut
merkitsevd kummassakaan testissa.
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Kuva 2. Kunkin neljan kasittelyryhman naaraiden munimien munien lukuméaérat naaraiden
funktiona, ryhmiteltynd koiraiden kasittelyn mukaan (keskiarvo + s.e.). Mukana ovat myds
munimattomat naaraat.
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Kuva 3. Kasittelyryhmissd kuoriutuneiden toukkien suhteelliset osuudet munittujen munien
madristd naaraiden kasittelyn funktiona, ryhmiteltynd koiraiden kasittelyn mukaan
(keskiarvo £ s.e.).
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4. TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINNAT

Ajatus evoluution myota kehittyneestd optimoidusta munantuotantokapasiteetista on
kiinnostava eikd kuulosta kaukaahaetulta. Véhintdan yhtd mielenkiintoinen konsepti on
koiraiden mahdollisuus vaikuttaa td4hdn omien etujensa mukaisesti naaraiden tuottamien
munien maardd muuttamalla. Tutkimuksessa etsittiin  viitteitd tastd koiraiden
potentiaalisesti harjoittamasta antagonismista samalla, kun tutkittiin, kuinka JH-mé&ara
ylip&ansa vaikuttaa naaraiden tuottamien munien maaraan.

Hieman vyllattden eri ryhmien valilla ei vaikuttanut olevan eroja munamaarisséa
(Kuva 2). Hypoteesinahan oli, ettd eroja ilmenee, vieldpéd niin pdin, ettd JH-kasittely
nostaisi munamaarid, silld useat muilla hyonteisilld tehdyt tutkimukset tukevat tétéa
kasitystd. Esimerkiksi Heliothis virescens -yokkdsellda tehdyissa tutkimuksissa naaraiden
JH I- ja JH 1l -maérat olivat selvasti koholla parittelun jalkeen ja liittyivat vahvasti
korkeaan munantuotantoon (Shu ym. 1998). Omat tulokseni eivét tata ndytd kuitenkaan
tukevan. Tutkimus ei mygskadn antanut viitettd, ettd toisen tai molempien sukupuolten
k&sitteleminen JH:lla saisi naaraita tuottamaan enempdd tai vahempda munia
kontrollirynm&an verrattuna. Munittujen munien mé&arédén vaikuttanevat tosin muutkin
hormonit, mahdollisesti ekdysteroidit (Hoffmann ym. 1996).

On aiheellista pohtia, minka vuoksi eroja kasittelyiden valilla ei syntynyt odotuksista
huolimatta. Véistdméttd olosuhteet Kkuoriaisille optimoiduissa laboratorio-oloissa ovat
hyvin erilaiset kuin perunapellolla ympérdivan luonnon armoilla elettdessa. Kuoriaiset
saavat runsaasti ravintoa laboratoriohoidossa, eika niiden tarvitse kilpailla keskendén. Né&in
ne pystyvat laittamaan kaikki kaytossa olevat resurssit jalkeldistuotantoon. Kun naarailla ei
ole ulkopuolelta tulevia rajoittavia tekijoitd, munantuotantoa rajoittavat fysiologiset
ominaisuudet, esimerkiksi yksilon massa. Yksik&an naaras ei kykene tuottamaan rajatonta
mé&érdad munia, vaan ennen pitkdad tulee kynnys vastaan. Yksilotasolla tdma ylaraja
epéilemattd vaihtelee, ehk& runsaastikin, mutta kun laboratorio-oloissa kuoriaiset paasevat
kayttdmaan resurssinsa lahes yksinomaan liséantymiseen, vaihtelun voi olettaa syntyvan
yksiloiden vélisista fysiologisista eroista, ei niiden ulkopuolelta tulevista hairidista kuten
ylimé&araisend annetusta JH:sta.

Vaikka munamadriin JH ei vaikuttanutkaan kummankaan sukupuolen kohdalla, eri
ké&sittelyn saaneiden naaraiden Vvélilla oli kuitenkin selvé ero kuoriutumisprosentissa, jota
pidettiin munien laadun mittarina (Kuva 3). Aivan kuten otaksuttiinkin, yliméaardinen JH
johti kuoriutumisprosentin laskuun, mutta naaraista saatujen tulosten valossa on ehka
hieman yllattavaa, ettd koiraille annetulla JH:lla ei nayttanyt olevan minké&anlaista
vaikutusta munien laatuun. Td&ma tulos oli jotain muuta kuin se, jota Arngvist & Rowe
(2005) antoi ennakkoon olettaa. JH:n suorasta vaikutuksesta munien laatuun ei kuitenkaan
ole aiemmin tehty tutkimuksia, joten vertailukohtaa ei Kirjallisuudesta ole I6ytynyt sen
enempaa koiraille kuin naaraillekaan annetun hormonilisdn osalta. Joka tapauksessa on
helppoa huomata, ettd liian suuri maard JH:ta vaikuttaa negatiivisesti kuoriaisnaaraiden
lisadntymispotentiaaliin, mika viittaa niille evoluution my6té kehittyneeseen optimaaliseen
munantuotantokapasiteettiin.

JH:n maard naaraan elimistdssa munien kypsymisen aikana vaikuttaa tuotettujen
munien laatuun: paitsi aikuisvaiheen séételyhormonina JH toimii my6s kehityshormonina
ennen aikuisvaihetta ja laukaisee monet peruuttamattomat muutokset pitkin hydnteisen
kehityskaarta niin alkio- kuin toukkavaiheessakin hormoniherkilla jaksoilla (Nijhout 1994).
Tietyssd vaiheessa tarvittavan hormonin puuttuminen voi jattdd kehityksen kesken.
Samalla tavalla liiallinen madra hormonia saattaa estéa yksilon normaalin kehityksen, mika
koskee myds JH:ta: naaraiden elimistosta JH siirtyy muniin ja niissa kehittyviin alkioihin.
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Tama voi selittdd ainakin osittain, miksi munien laatu laskee kuoriaisnaaraiden saatua
yliméaaraista JH:ta.

Koiraille annettu JH itsessdén ei kulkeudu siemennesteeseen, vaan koiraskuoriaiset
siirtdvat naaraisiin proteiineja, joiden maaréa elimistdsséd oleva JH saatelee, erityisesti
vitellogeniinid (Arngvist & Rowe 2005). Nam4 proteiinit puolestaan stimuloivat naaraiden
munankehitystd. Osa JH:sta haihtui kuoriaisten kutikulalta asetonin mukana, mutta
elimistoon asti imeytynyt JH luultavasti stimuloi muodostumaan runsaasti vitellogeniinié.
Eri asia on, kuinka paljon siitd kulkeutui lopulta naaraisiin siemennesteen mukana. Tama
epdvarmuus saattaa selittdd osaltaan, miksi koiraiden saamalla JH:lla ei vaikuttanut olevan
suurta vaikutusta sen enempdd munaméériin kuin munien laatuunkaan. Lisdksi on
huomattava, ettd JH on hyvin hauras hormoni. Sen tilalla olisi voinut kokeilla metopreeni&
tai pyriproksifeenia, sen analogeja (Koopmanschap ym. 1989). Naiden muista
vaikutuksista ei tosin ole riittdvasti tietoa, jotta niitd voisi kayttdd ottamatta asiaa
suunnittelussa huomioon. Haihtumisongelmaan puolestaan olisi voinut tulla kysymykseen
ruiskeena annettava JH, mutta k&ytdnndn toimenpiteena se olisi ollut liian vaativa.

Kuoriaisnaaraiden munimien munien maéarissé oli valtavia yksildiden vélisia eroja:
monet naaraat eivat munineet ainuttakaan munaa, tehokkain munija taas tuotti yli 500
munaa. Seurauksena varianssit muodostuivat suuriksi, mik& aiheutti tilastollista
epavarmuutta. Suurempi otoskoko olisi ainakin jossakin mé&arin pienentdnyt ongelmaa,
mutta resurssien puolesta sitd ei ollut mahdollista toteuttaa. Suunnitteluvaiheessa oli
alkujaan tarkoitus vied& tutkimus lapi niin, ettd kaytossé olisi ollut vain 20 koirasta ja 40
naarasta — 10 naarasta / ryhmd. Paatos kasvattaa ryhmien kokoja kahdella yksil6lla oli
oikea, mutta jalkeenpéin ajateltuna muutos ei ehk& ollut riittdvan suuri, vaikka
kuoriutumisprosentista I0ytyikin selva yhteys JH-lisaan.

Huolimatta pyrkimyksistd mahdollisimman suureen tarkkuuteen ja tdsméllisyyteen
munia ja toukkia laskettaessa pieniltd virheiltd ei todenndkdisesti voinut vélttyd. Munien
laskeminen silmdmadréisesti munarykelmistd oli haastavaa kaytdssd olleesta
suurennuslasista huolimatta. Vilkkaasti liikkuvat, vastakuoriutuneet toukat olivat vield
vaikeampia laskettavia, kun niitd oli petrimaljalla kymmenittdin samanaikaisesti.
Erityisesti tdssa saattoi syntyd pienehkdja (+ kaksi toukkaa) virheitd, joiden merkitys
kuitenkin on tulosten kannalta k&ytannodssa olematon.

Tutkimuksessani  etsittyd tukea teorialle kuoriaiskoiraiden naaraita kohtaan
mahdollisesti harjoittamasta seksuaalisesta antagonismista ei 16ytynyt, tai ainakaan sita ei
voitu havaita munamadrissa tai munien laadussa. Hyonteismaailmassa Siemennesteen
sisdltdmien aineiden valittam& seksuaalinen antagonismi ei kuitenkaan ole tuntematon
ilmidé. Muun muassa banaanikarpaskoiraat (Drosophila melanogaster) siirtdvét naaraisiin
useita eri proteiineja, jotka laskevat naaraiden kuntoisuutta ja vastaavasti nostavat koiraan
kuntoisuutta (Chapman 2001).

Tassa tutkimuksessa saatu tulos ei tietenkadn tarkoita, ettd koloradonkuoriaisilla ei
esiintyisi antagonismia. On mahdollista, ettd se ilmenee eri tavalla kuin naaraiden
tuottamien munien madréssa tai laadussa. On olemassa niin ik&&n mahdollisuus, etta
koiraat kykenevét kuin kykenevatkin manipuloimaan naaraiden lisaantymistad JH:n avulla,
mutta tutkimuksessani kéytetyt menetelmat olivat riittdméattomia tai koe suunniteltu niin,
ettd ilmion havaitseminen ei ollut mahdollista. Ei ole myoskaan poissuljettu ajatus, etta
koirailla ei olisi muita keinoja manipuloida naaraita, kuten aiemmissa, eri lajeilla tehdyissé
tutkimuksissa on havaittu. Menetelmid kannattaa kehittdd edelleen ja toistaa koe
suuremmalla maarélla kuoriaisyksil6itd, jotta ilmion olemassaolosta saadaan enemman
nayttda suuntaan tai toiseen.
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