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Pohjoiset olosuhteet, kuten alhaiset lampdétilat, voivat vaikuttaa vierasainei-
den ympaéristokohtaloon ja toksisuuteen. Vierasaineen aiheuttama stressi ja
ilmastostressi, kuten alhainen lampdtila tai kuivuus, voivat yhdessd muodos-
taa ekologisen pullonkaulan. Mahdollisesti esiintyvé synerginen yhdysvaikutus
voi vield pahentaa tilannetta. Téssd tutkielmassa on selvitetty, onko alhais-
ten lampoétilojen ja vierasainealtistuksen aiheuttamilla stresseilld synergisté
yvhdysvaikutusta. Yhdysvaikutuksella tarkoitetaan alhaisen lampotilan ja ke-
mikaalialtistuksen vélistd vuorovaikutusta. Synerginen yhdysvaikutus voi olla
tulosta esimerkiksi vierasaineen kylménsietomekanismeja héiritsevasta vaiku-
tuksesta tai alhaisen lampotilan vaikutuksesta vierasaineiden toksisuuteen.

Mallikemikaalina kéytetty lindaani eli y-heksakloorisykloheksaani on lieroil-
le toksinen insektisidi. Testilajina kaytetty metséliero Dendrobaena octaedra
tulee toimeen mm. happamissa metsimaissa. Sen kylménsietokyky perustuu
alijadhtymiseen. Metséliero voikin selvitd hengissd jopa —6 °C lampdtilassa.

Kokeessa kéytettiin viitta lindaanipitoisuutta 0, 5, 10, 20 ja 50 mg/kg (kuiva-
paino) seké neljda altistuslampdtilaa 1 (kontrolli), —1 —3 ja —5 °C. Kussakin
lampotila-pitoisuus -yhdistelméssa oli 15 lieroa. Lindaani altistuksen alettua
lierot sopeutettiin neljén viikon aikana 1 °C lampdétilaan, minka jélkeen ne siir-
rettiin suoraan altistuslampdétiloihin neljéksi vuorokaudeksi. Vastemuuttujina
kéytettiin painomuutosta seké lisdantymistéd. Lisddntymiskokeessa laskettiin
kunkin yksilon tuottamien munakoteloiden méara.

Kaikki lierot lampdétiloissa —3 ja —5 °C kuolivat. Tamé johtui ilmeisesti siité,
ettd lierot siirrettiin liian nopeasti 1 °C:sta altistuslampdétiloihin. Lampotiloista
1 ja —1 °C saatujen tulosten perusteella, ei havaittu synergistd yhdysvaikutusta
lindaani- ja kylméaltistuksen vililla. Erityisesti lisdédntymiskokeissa vaihtelu oli
suurta, minka vuoksi munakoteloiden tuoton kédyttdminen vastemuuttujana
osoittautui epéluotettavaksi menetelmaéksi.
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The boreal conditions, such as low temperatures, can affect the environmen-
tal fate and the toxicity of contaminants. The objective of this thesis was to
study if there is a combined effect of pollution and cold stress. Lindane i.e.
~v-hexachlorocyclohexane, was chosen as the model chemical. Lindane is an in-
secticide known to be harmful to earthworms. The test species was earthworm
Dendrobaena octaedra. It can survive in harsh conditions such as in acidic
soils of boreal coniferous forests. D. octaedra is a freeze avoiding species that
is able to survive by supercooling even at temperatures as low as —6 °C.

Temperature and chemical stress can together form an ecological bottleneck.
This effect can be even more serious if these two forms of stress have synergic
interactions. The synergic effect can result, for instance, from disturbance of
the cold hardiness mechanism of an organism or cold temperatures can change
the toxicity of a contaminant.

In the experiment, lindane was mixed in natural soil. The concentrations used
were 0, 5, 10, 20 and 40 mg/kg (DW). There were 15 earthworms in each
combination of temperature and concentration. Four exposure temperatures
were used: 1 (control), —1, —3, and —5 °C. During four week period earth-
worms were acclimated to 1 °C after which they were directly transferred to
the exposure temperatures. Body weight changes and reproduction (number
of cocoons) were used as end points.

At the temperatures —3 and —5 °C the mortality was 100%, which was prob-
ably due to the too fast decrease of the temperature when earthworms were
transferred to the exposure temperatures. The results obtained from the re-
maining temperatures showed no synergic responses between the effects of tem-
perature and lindane. The results varied quite much. Especially the results
from the reproduction test were unreliable, because of relatively high variance.
Therefore, the counting of cocoons proved to be an unreliable end point.
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1 Johdanto

Vierasaineiden ympéristohaittoja pyritdan selvittdméén toksisuustestien avul-
la. Testiolosuhteet pyritdén saamaan luonnonolosuhteiden kaltaisiksi, mutta
kuitenkin siten, ettd ne ovat hallittavissa. Standardoiduissa maaperéeliGilla
tehtavissa toksisuustesteissa olosuhteet, esimerkiksi lampotila ja orgaanisen ai-
neen pitoisuus, vastaavat ldhinna Keski-eurooppalaisia olosuhteita. Maaperan
olosuhteet boreaalisella havumetsdvyohykkeelld ovat kuitenkin huomattavan
erilaiset kuin ndmé testiolosuhteet.

Boreaaliselle havumetsiavyohykkeelle ovat tyypillisia: alhaiset déri- ja keskilam-
potilat, suuret vuotuiset lampotilaerot, hitaasti hajoava karike, korkea orgaani-
sen aineen pitoisuus maaperasséd, maan happamuus ja pohjoiseen ympéaristoon
sopeutuneet lajit. Naiden erityisolojen huomioon ottaminen riskiarvioinnissa
vaatii tuntemusta niiden vaikutuksista vierasaineiden toksisuuteen, hajoami-
seen ja kulkeutumiseen (Haimi & Salminen 1996, Luotola ym. 2001). Téssa
tutkielmassa on pyritty selvittdmédn alhaisen lampdétilan vaikutusta toksisuu-
teen.

Lindaani on tallaiseen tutkimukseen soveltuva malliaine. Se on lieroille tok-
sinen insektisidi, jonka vaikutuksia ja ympéristokohtaloa on tutkittu paljon
(Turnbull 1996, Lock ym. 2002).

Metséliero Dendrobaena octaedra valittiin testilajiksi sen ekologisen merkityk-
sen seké hyvén alhaisten lampotilojen sietokyvyn vuoksi. Metséliero on pohjoi-
sen havumetsivyohykkeen tidrked hajottajaelio. Sen elinympéaristoja eivét ole
viljellyt maat, vaan karut ja happamat metsdmaat. Aikuinen metsaliero selviai
hengissé jopa jéédtyneessd maaperéssi (Holmstrup & Zachariassen 1996).

Tarkoituksena oli metsélieroa testilajina kayttden selvittdé, onko alhaisilla
lampdotiloilla ja lindaanilla yhdysvaikutuksia ja ovatko mahdollisesti esiinty-
vit yhdysvaikutukset luonteeltaan synergisid. Synerginen yhdysvaikutus tar-
koittaa sité, etté stressorien véliset vuorovaikutukset lisddvit haitallisia vaiku-
tuksia stressorien esiintyessd yhdessé verrattuna niiden esiintymiseen yksinéén.
Esiintyessddan yhté aikaa stressoreista ainakin toinen voimistaa toisen haital-
lista vaikutusta elidlle. Kédytettdessa stressoreina lindaani- ja kylmé&altistusta
synerginen yhdysvaikutus voisi olla seurausta siitd, etta lindaanialtistus vaikut-
taisi metsilieron kylménsietomekanismeihin tai alhainen lampdtila lindaanin
toksisuuteen.
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Kuva 1: v -1,2,3,4,5,6-heksakloorisykloheksaani eli lindaani

2 Lindaani
2.1 Lindaanin kaytto

1,2,3,4,5,6, -heksakloorisykloheksaani esiintyy kahdeksana eri isomeerini: «,
B, 7, 0, €, n ja 6, joista a-HCH esiintyy kahtena enantiomeerini. Lindaanik-
si kutustaan ~y-isomeerid (kuva 1). Torjunta-aineena on kéytetty sekéd teknis-
td -HCH:a ettd lindaania. Tekninen HCH on eri HCH isomeerien seos, jos-
sa 7-HCH:ta on vain 8-15%. Lindaani on lihes puhdasta v-HCH:ta, siind -
isomeeria on yli 90%. Kumpaakin kaytetddn hedelmien, vihannesten ja riisin
tuhohyonteisten torjuntaan, viljan peittaukseen seké ihmisten ja eldinten ul-
koloisten torjuntaa (Li ym. 1996, Turnbull 1996, Willett ym. 1998, Walker ym.
1999).

Isomeereista vain 7 toimii insektisidind (Willett ym. 1998). Kun tdmé havait-
tiin, teknisen HCH:n kéytto kiellettiin useissa maissa. Lindaania on kéytetty
pitkddn ja kéytetddn edelleen seké teollistuneissa maissa ettd kehitysmaissa.
Teknistd HCH:a kéytetddn yha yleisesti torjunta-aineena esimerkiksi Intiassa,
Kiinassa, Afrikassa ja Eteld-Amerikassa (Li ym. 1996, Turnbull 1996, Walker
ym. 1999). Suomessa lindaanin kdytto torjunta-aineena on kielletty vuonna
1984 maa- ja metsiatalousministerion paéatokselld (MMp265/1984) ja torjunta-
ainelautakunnan paatoksella (TALp1987) (Vesi- ja ympéristohallitus 1993).

Kun kaytetyn teknisen HCH:n siséltdmén lindaanin ja kdytetyn lindaanin méa-
réit lasketaan yhteen, niiden suurimpia kayttéjamaita vuonna 1980 olivat Kiina
(2174,6 t/a) ja Intia (3376,5 t/a). Vuonna 1990 Lindaanin kdytto on ollut run-
sasta seké teollisuus- ettd kehitysmaissa. Kiinan ja Intian lisdksi Ranska, Ita-
lia, Nigeria, Kanada, Honduras ja Yhdysvallat kayttivat kukin yli 100 tonnia
lindaania vuodessa. Myos entisen Neuvostoliiton alueella lindaanin kéyttd on
luultavasti ollut runsasta, mutta talta alueelta kdytosta on vain vahén tilastoja
(Li ym. 1996).



2.2 Lindaanin kulkeutuminen

Suomen sadevesissa on havaittavia pitoisuuksia lindaania, vaikka sita ei tailla
endd kiytetd (Hirvi & Rekolainen 1995). Lindaani onkin tyypillinen globaa-
lin tislautumisilmion pohjoisille alueille kuljettama kemikaali. Padivéintasaajan
ldhettyvilla, jossa lampdotila ovat korkeita, torjunta-aineet haihtuvat. Napojen
ldhelld alhaiset lampdtilat aiheuttavat vierasaineen laskeutumista. Kaantopii-
rien alueella haihtuminen ja laskeuma riippuvat mm. vuodenajasta (Turnbull
1996, Walker ym. 1999).

Haihtuminen ja ilmakulkeuma ovat merkittdvimmét torjunta-aineiden siirty-
mismekanismit. Ilmakehéssi olevasta torjunta-ainemaéaériastd 90% on peréisin
levityksesta seké levityksen jélkeisestd haihtumisesta. Levityksen jalkeen 40-
90% kiytetystid aineesta saattaa haihtua. Torjunta-aineista 10% péaésee ilmaan
valmistuslaitoksilla ja késittelyn sekd loppusijoituksen yhteydessa. Ilmavirto-
jen mukana torjunta-aineet voivat kulkeutua pitkidkin matkoja ja laskeutua
maan pinnalle, kasvillisuuteen ja vesistoihin (Turnbull 1996, Liikanen 1998,
Walker ym. 1999).

Suomessa sadeveden torjunta-ainepitoisuuksia on seurattu vuosina 1991-1992.
T#lloin lindaani oli kaikkein useimmin sadevesissé esiintyvé torjunta-aine (Hir-
vi & Rekolainen 1995). Torjunta-aine pitoisuuksia on mitattu ilmasta, sade-
vedesté, pintavesistd, sedimenteisté, kasvillisuudesta ja eri elivistd (Turnbull
1996). Maaperin torjunta-ainepitoisuuksista ei kuitenkaan yleenséd ole saata-
villa mittaustuloksia tai edes arvioita.

Tarkeimmét torjunta-aineen haihtumista sdételevat ympéristotekijat ovat
maaperan kosteus ja lampotila. Erittédin kylmissé olosuhteissa, etenkin maape-
rian jadtyessd, haihtuminen on hyvin vihéistéd. Levityksen jidlkeen seuraa ensin
nopea haihtumisen vaihe, joka olosuhteista ja aineesta riippuen kestéa péivés-
ta viikkoon. Toisessa vaiheessa haihtuminen jatkuu hitaampana lapi kasvukau-
den. Kun maaperén torjunta-ainepitoisuus on hyvin pieni tai olosuhteet ovat
haihtumiselle epédedulliset, kuten talven tultua, haihtumista ei tapahdu enda
juuri lainkaan. Torjunta-aineiden haihtuminen levityksen jélkeen vihenee myos
siksi, ettéd aineet sitoutuvat yhé tiukemmin maaperdin (Liikanen 1998).

2.3 Lindaanin toksisuus
2.3.1 Vaikutusmekanismit ja oireet lieroilla

Heksakloorisykloheksaanit vaikuttavat voimakkaasti keskushermostoon. ~-
HCH:lla on keskushermostoa stimuloiva vaikutus, kun taas. «, (3, § -isomeerit
toimivat depressantteina. v-HCH vaikuttaa kompetitiivisesti inhiboimalla -
aminobutyyrihapon (GABA) reseptoreihin rotalla. a- ja d-isomeerit inhiboivat



GABA- reseptoria 15-30 kertaa huonommin kuin v~ HCH. S-HCH:lla ei havait-
tu lainkaan GABA-reseptoria inhiboivaa vaikutusta. 3- ja v-HCH:n on myos
todettu vaikuttavan lisddntymiseen ja endokriinijarjestelméén nisékkéilla ja
kaloilla (Willett ym. 1998).

Lindaanin toksisuutta on tutkittu useilla lierolajeilla. Useimmiten néissé
annos-vaste tarkasteluissa vastemuuttujana on kéytetty kuolleisuutta. Lisék-
si on kuvattu lindaanin aiheuttaman akuutin toksisuuden oireita. Stenersen
(1979) kuvailee akuutin lindaanimyrkytyksen oireiksi lieroilla jaykkyyden, kai-
vautumiskyvyn menettdmisen sekd pakoreaktion heikentymisen, jolloin madot
eiviit koskettaessa tai valaistessa pakene, vaan kiertyvit paikallaan kokoon.
Hans ym. (1990) puolestaan kuvailee oireiksi kasaan kiertymisen ja liikkeiden
hidastumisen, kun liero kastettiin liuokseen, jonka lindaanipitoisuus oli 10 ppm.
Pitoisuudella 25 ppm limaneritys kasvoi ja esiintyi rajua liikehdintda. Pitoi-
suutta edelleen lisdttdessa (50ppm) esiintyi voimakasta limaeritysté, pallomai-
sia turvonneita alueita clitellumin etupuolella ja jaokkeiden vélisid kuroumia
clitellumin takapuolella olevassa ruumiissa. Pitoisuudessa 100 ppm havaittiin
vaahtoamista ja vérin menetysté sekd kuolema kahden tunnin sisalla.

Lindaani on lieroille kroonisesti toksista (Lock ym. 2002). Alhaiset pitoisuu-
det maassa (hmg/kg kuivapaino) eivit nédyttaisi aiheuttavan E. fetidalla oirei-
ta neljan viikon altistusajalla, mutta kasvu hidastuu, jos altistus jatkuu tétéa
pidempédn (Viswanathan ym. 1988).

2.3.2 Lindaanin detoksikaatio ja biokertyminen lieroihin

E. fetidalla on havaittu lindaanin biotransformaation tapahtuvan dehydroklo-
rinaatiotuotteen (- 2,3,4,5,6 -pentakloorisykloheksaani-1-eeni) kautta. Kah-
deksan viikon kokeen aikana polaarittomien metaboliittien maara laski 20%
ja samaan aikaan polaaristen metaboliittien méaérd kasvoi. Tamén katsottiin
osoittavan, ettd lieroilla on toiminnallisia detoksikaation mekanismeja lindaa-
nille (Viswanathan ym. 1988).

Insektisidien detoksikaatio tapahtuu lieroilla ilmeisesti glutationikonjugaation
avulla. Glutationi-S-trasferaasit (GST) ovat entsyymejd, jotka katalysoivat
elektrofiilisten aineiden konjugoitumista glutationin SH-ryhméédn. GST:n on
arveltu osallistuvan insektisidien toksisuutta vihentdvéaan dealkylointiin, dea-
rylointiin ja dehalogenaatioon (Hans ym. 1993). GST-aktiivisuuden nousu al-
tistettaessa vierasaineelle on havaittu ainakin kuudella Lumbricidae -heimon
lierolajilla (Stenersen ym. 1979). Hans ym. (1993) havaitsi, ettd GST-aktiivi-
suus nousi altistuksen alkuvaiheessa ja viaheni altistuksen jatkuessa, kun lieroja
(Pheretima posthuma) altistettiin 1-4 viikkoa lindaanille. On mahdollista, etta
lierot absorboivat takaisin joitakin GST:n avulla syntyvid metaboliitteja ja si-



ten, muista elivistd poiketen, niihin kerdéntyy polaarisia metaboliitteja (Hans
ym. 1993).

Lindaani ja muut HCH:t voivat jossain méérin kertyd maaperién ja lieroi-
hin. Herndndez ym. (1992) mééritti kokeellisesti lindaanin bioakkumaaltioker-
toimeksi maaperéasté lieroon 42. Testilajina kdytettiin Lumbricus terrestrista.
Viswanathan (1988) puolestaan esittdi, ettd lindaani kertyy lieroihin yli 2-
kertaisiksi pitoisuuksiksi ympériston pitoisuuksiin verrattuna. Bioakkumulaa-
tiokertoimet, jotka ovat yhtd suurempia, voivat aiheuttaa haitallisia vaikutuk-
sia eliostolle.

2.3.3 Vaikutukset luonnossa

Insektisidien on todettu kenttdkokeissa vaikuttavan haitallisesti lieroihin
(Edwards & Brown 1982, Heimbach 1997, Wang ym. 2000). Eri lajien kuollei-
suus ja kannan palautuminen vaihtelevat. Tamé voidaan selittdé lajien erilai-
sella kéayttaytymiselld ja herkkyydelld vierasaineille. Kayttaytyminen voi vai-
kuttaa altistumistasoon esimerkiksi erilaisten ruokailutapojen vuoksi, mutta
myo6s sithen, miten nopeasti eri lajit palaavat saastuneelle alueelle pitoisuu-
den laskettua alle kuolettavan tason. Insektisidit voivat vaikuttaa myos liero-

jen lajisuhteisiin ja muuttaa siten normaalia maaperin elidyhteisén toimintaa
(Edwards & Brown 1982).

Lieroilla esimerkiksi lindaanin aiheuttamat hermotoiminnan lievét hairiot ei-
véit laboratorio-olosuhteissa nayté olevan kuolettavia, vaikka ne jatkuisivatkin
pitkdédn. Luonnossa pitkdédn jatkuva liikkumattomuus ja kankeus voivat kui-
tenkin olla kohtalokkaita (Stenersen 1979).

Arvioitaessa vierasaineen aiheuttamaa ckologista riskié lasketaan PEC- (Pre-
dicted Envronmental Consentration) ja PNEC- (Predicted No Effect Consent-
ration) arvot. Jos PEC/PNEC -suhde on suurempi kuin yksi, on mahdollista,
ettd vierasaineella on vaikutuksia luonnossa. Lindaanille PNEC arvo on ve-
siympéristossid madritetty (Girling ym. 2000). Maaperéssé esiintyvista lindaa-
nipitoisuuksista (PEC) tai maaperéelioille turvallisista lindaanipitoisuuksista
ei kuitenkaan tatéd tutkielmaa varten tehdyn kirjallisuuskatsauksen perusteella
ole esitetty arvioita.

3 Metsiliero Dendrobaena octaedra

Metséliero on pohjoisen havumetsdvychykkeen tarked hajottajaelio, silla se
pystyy tulemaan toimeen monenlaisessa ympéristossd, kuten happamassa ha-
vumetsakarikkeessa. Metséliero vaikuttaa mm. metsdmaan rakenteeseen, or-
gaanisen aineen médrddn ja mikrobiaktiivisuuteen (McLean & Parkinson
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1997). Metséliero ruokailee maan pinnalla olevassa karikekerroksessa, jos-
sa myos suurimpien insektisidipitoisuuksien voidaan olettaa olevan (Addison
1996).

Yleisesti maaperiekotoksikologisessa testaamisessa kaytetty lierolaji on FEise-
nia fetida (tunkioliero). Se soveltuu hyvin testilajiksi, silld sitd on helposti saa-
tavilla, sen kasvattaminen laboratorio-olosuhteissa on helppoa ja sen lisdéanty-
missykli on lyhyt. E. fetidan kaytté onkin yleensd perusteltua, silld saatujen
tulosten on todettu korreloivan hyvin muilla lajeilla saatuihin tuloksiin (Heim-
bach 1985). E. fetida on kuitenkin valittu testilajiksi lahinna kayténnollisyyden
eikd ekologisen merkityksen vuoksi. E. fetidan luonnolliset elinympéristot ovat
varsin suppeita, niissé on muuta ympéristéd enemmén orgaanista ainetta seké
korkeampi ldmpétila (esim. kompostit) (Spurgeon & Weeks 1997).

Metsélieron hyvé alhaisten lampdétilojen sieto oli syyné sen valintaan testila-
jiksi téssd tutkimuksessa. E. fetida viihtyy varsin korkeissa lampdétiloissa, eiké
siedd jadtymista lainkaan. Sen sijaan aikuisten metsélierojen on havaittu sel-
vidvan hengissi jopa —6 °C:n lampétiloista (Holmstrup, julkaisematon).

Metsiliero on obligatorisesti partenogeneettinen laji (Terhivuo & Saura 1990).
Partenogeneettisyys helpottaa lisddntymiskokeiden toteuttamista, silla yhteen
koeastiaan voidaan laittaa vain yksi metséliero. Néin saadaan selville kunkin
yksilon tuottamien munakoteloiden méaéra keskimééréisten tuottojen sijasta.
Taméa helpottaa tulosten tilastollista kasittelya.

4  Lierojen kylméinsietomekanismit

Lierot ovat levittdytyneet kaikkialle boreaaliselle vyohykkeelle. Niité tavataan
jopa alueilla, joilla vallitsee ikirouta. Kylménsietomekanismeilla on siis keskei-
nen osa niiden selviytymisessi. Lierot ovat semiterrestisié eldimié, silld niilla on
monia yhteisié fysiologisia piirteitd makeanveden elididen kanssa. Esimerkiksi
lierojen ruumiinnesteiden sulamislampétila on korkea, —0,4 °C. Kesélla aktii-
visilla terrestisilld niveljalkaisilla vastaava lampotila on —0,8 °C (Holmstrup
& Zachariassen 1996).

Lierojen morfologiset ja fysiologiset keinot sdddelld kutikulan lavitse kulkevaa
vettd ovat hyvin rajalliset. Siksi ne voivat siilya aktiivisina vain jos maape-
réssd on riittdavasti vettd saatavilla. Kuivuuden yllattdessd ne kaivautuvat sy-
vemmalle tai suotuisampiin mikrohabitaatteihin (Holmstrup & Zachariassen
1996). Osmoottisesta gradientista ja ldpéisevistd kutikulasta johtuu, etté liero
absorboi vettd kosteasta ympéaristostdan. Kuten makean veden eldimet, lierot-
kin erittdvét suuria méirid laimeaa (hypotonista) virtsaa ja kdyttavat ener-
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giaa ionien reabsorptioon estédikseen térkeiden suolojen erittymisen virtsaan
(Holmstrup & Zachariassen 1996).

Eliot voidaan jakaa kylménsietomekanismiensa mukaan kahteen paaryhmééan.
Niihin, jotka sietdvit jadtymisté jossain méérin, ja niihin, jotka kuolevat, kun
jadkiteitd muodostuu eldimen sisélle. Jadtymista sietdvat lajit pyrkivét suo-
jautumaan mekanismein, jotka viahentavit jadkiteiden solurakennetta vahin-
goittavaa vaikutusta. Jadtymista valttavéat lajit sen sijaan pyrkivat valttamaan
jaan muodostumista ruumiiseen kdyttdytymisen tai ruumiinnesteiden alijaah-
tymisen avulla (Zachariassen & Lundheim 1995, Holmstrup & Zachariassen
1996, Willmer ym. 2000).

Useimmat lierolajit kuten D. octaedra ovat jaatymista vilttavia lajeja. Aikui-
set lierot selvidvit kylmista olosuhteista padasiassa kayttaytymisen avulla eli
kaivautumalla routarajan alapuolelle (Holmstrup & Zachariassen 1996).

4.1 Solun ulkopuolisten ruumiinnesteiden jadtymista sietaviat lajit

Jadn muodostumisessa toimii jadtymisen aloittavia tekijoité, joiden ympérille
vesimolekyylit tiivistyvét. Namé tekijat voivat olla jadkiteitéd, ruoka- tai mine-
raalipartikkeleita tai elion tuottamia INA-yhdisteita (Ice Nucleating Agents)
(Holmstrup & Zachariassen 1996). Hyonteisilla INA:t ovat 75-800 kDa painoi-
sia erittdin hydrofiilisid proteiineja tai lipoproteiineja (Zachariassen & Lund-
heim 1995). Useimmat selkdrangattomat, jotka kestavéit jadtymistd, kerddvat
INA-yhdisteitd solun ulkopuolisiin ruumiinnesteisiinsé. Lisédksi ne tuottavat
erilaisia jadtymiseltd suojaavia aineita (Holmstrup & Zachariassen 1996, Will-
mer ym. 2000).

Jaatymisen aiheuttamat vauriot johtuvat jaatymista kestéavilla lajeilla jadki-
teiden kasvusta liian suuriksi, jolloin ne vahingoittavat solurakenteita. Kun so-
lun ulkopuoliset jadtymisen aloittavat tekijat puuttuvat (Ice Nucleatig Agents,
INAs), jadtyminen todennikéisesti alkaa solun sisilld tai suolistossa. Jddn
muodostumisen vuoksi solun sisdinen osmolaliteetti kasvaa, mikéd johtaa ve-
den siséén virtaukseen. Solu tai suolisto turpoaa ja lopulta vahingoittuu (Zac-
hariassen & Lundheim 1995, Holmstrup & Zachariassen 1996).

Kun jad muodostuu solun ulkopuolelle, nousee osmolaliteetti sielld. Tamén
seurauksena vesi virtaa soluista ja suolistosta niiden ulkopuolelle. Solut kutis-
tuvat kunnes osmoottinen tasapaino vallitsee niiden sisé- ja ulkopuolen vililla.
Té&lloin kummassakaan tilassa nesteet eivét ole alijddhtyneitéd. Jadtymisen in-
dusoiminen solun ulkopuolelle INA- yhdisteiden avulla vihentdd jadtymisen
todennakoisyytta solun sisilla. Elimiston suljetut osat, kuten solut, sietavit
paremmin kutistumista kuin turpoamista, minké& vuoksi osmoottinen tasapai-
no voidaan saavuttaa ilman soluvaurioita (Zachariassen & Lundheim 1995,
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Holmstrup & Zachariassen 1996).

Solujen kutistumisella on kriittinen piste, jolloin solu on kutistunut pienim-
padan mahdolliseen tilaan, joka ei vield aiheuta vaurioita. Jos solu edelleen
kutistuu, voi aiheutua soluvaurioita ja solun kalvojen fuusioitumista ja siten
solun hajoaminen. Ongelmaksi voivat muodostua suolojen ja muiden haitallis-
ten molekyylien korkeat konsentraatiot, jotka aiheuttavat makromolekyylien
tuhoutumista rehydraatiossa (Holmstrup & Zachariassen 1996).

Solu sisdisié, jadtymiseltd suojaavia aineita on kahdenlaisia. Kolligatiiviset eli
mééréllisesti vaikuttavat suoja-aineet esiintyvét suurina pitoisuuksina (0,2-2
M). Ne nostavat ruumiinnesteiden osmoottista konsentraatiota siten, etti vain
osa ruumiissa olevasta vedestd voi muuttua jédksi solujen ulkopuolella. Koska
jaatyvan veden osuus pienenee, vihenee myos toksisten aineiden konsentraa-
tio. Kolligatiiviset suoja-aineet ovat tavallisimimmin polyoleja tai sokereita.
Ne ovat suurissakin pitoisuuksissa elidille vaarattomia ja metabolisesti reagoi-
mattomia. Glyseroli(Cs) on yleisin téllainen aine, mutta myos sorbitolia (Cg)
ja ribitolia (Cj) esiintyy. Jédtymiseltd suojaavat aineet voivat myds suoja-
ta solun kalvoja. Téllaisten aineiden pitoisuudet ovat tavallisesti alle 0,2 M.
Ne korvaavat veden viahentyessi rakenteellisen veden ja siten estédvét kalvojen
fuusioitumista ja proteiinien denaturoitumista. Trehaloosi, proliini, sorbitoli ja
mannitoli ovat yleisimpiéd suoja-aineita. Myos aminohapoilla voi olla suojaa-
va vaikutus. Suoja-aineet voivat esiintyé erilaisina kombinaatioina tai erikseen
(Zachariassen & Lundheim 1995, Holmstrup & Zachariassen 1996, Willmer
ym. 2000).

Glyserolilla on monia solua suojaavia vaikutuksia. Glyserolin kertyminen vé-
hentdd muodostuvan jadn madras alijadhtymislampotilasta riippumatta ja si-
ten estédd haitallisen korkeiden suolapitoisuuksien muodostumista. Koska gly-
seroli péadsee helposti solukalvon lavitse, se voi kertya solun ulkopuolelle ja néin
vihentéd solusta ulos virtaavan veden méaaraé. Nain glyseroli alentaa lampoti-
laa, jossa kutistumisen kriittinen piste saavutetaan. Glyserolilla on myos pro-
teiineja stabiloiva vaikutus, mutta erityisen hyvin proteiineja stabiloi trehaloosi
(Zachariassen & Lundheim 1995, Holmstrup & Zachariassen 1996).

Siperialainen lierolaji Fisenia nordenskioldi on ainoa jadtymistd kestava lie-
rolaji. Muut lierolajit ovat ilmeisesti jadtymista vélttelevid, mutta aihetta on
tutkittu melko véahan (Holmstrup ym. 1999).

4.2 Ruumiinnesteiden alijadhtymiseen turvautuvat lajit

Jadtymista valttavat lajit turvautuvat ruumiinnesteiden alijadhtymiseen. Ali-
jadhtymisen avulla ne estavit vahingoittavien jadkiteiden syntyd. Veden jéaty-
minen riippuu ldmpotilasta, ajasta, tilavuudesta ja ldsné olevista INA-yhdis-
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teistd. Jos vedestéd poistetaan kaikki INA:t voidaan se helposti alijadhdyttad
—20 °C tai jopa —40 °C (Willmer ym. 2000). Saavuttaakseen alijadhtyneen
tilan eliot poistavat INA- yhdisteitd. Liséksi ne tuottavat polyoleja sekd THEF-
yhdisteitd (Thermal Hysteresis Factors). Télld tavoin ne pyrkivit laskemaan
sekd ruumiinnesteiden sulamispistetta etté alijadhtymispistetta (lampétila, jos-
sa alijaahtynyt vesi jadtyy) (Zachariassen & Lundheim 1995).

Liuos, jolla on sama tilavuus ja osmolaliteetti kuin hyonteisten ruumiinnesteilla
kesalla, jaatyy —20 °C:ssa. Namaé hyonteiset kuitenkin jaatyvét jo —10 °C:ssa.
Tamé johtuu jadtymista aloittavista tekijoistd, joita hyonteisissd on. Pelkés-
tddn poistamalla néitd tekijoitd voi hyonteinen alentaa aliji&dhtymispistettaén
—20 °C:een ilman ruumiinnesteiden osmolaliteetin muutosta (Zachariassen &
Lundheim 1995).

Polyolien tuottaminen alkaa syksylla. Hyonteisilld ruumiinnesteiden osmolali-
teetin on mitattu nousevan jopa 3000-4000 milliosmooliin keskitalveen mennes-
sd. Polyolien kerdédntyminen johtaa alijiéahtymispisteen seké sulamispisteen las-
kuun. Alijaahtymispiste laskee kuitenkin yli kaksi kertaa niin paljon kuin sula-
mispiste. Ndin hyonteiset voivat laskea alijadhtymispisteensi jopa —30 °C:een.
Glyseroli on tédrkein tuotetuista polyoleista. Glyserolia valmistetaan glykogee-
nisté, ja kaikki glykogeenivarastot voidaankin kdyttéaé polyolien valmistukseen.
Hyonteiset kdyttavat myos muita polyoleja: sorbitolia, mannitolia, etyleenigly-
kolia ja treiotolia (Zachariassen & Lundheim 1995).

Alijaahtynyt tila ei ole vakaa, vaan jaatyminen tapahtuu ennemmin tai myo-
hemmin spontaanisti. Hyonteiset pyrkivétkin stabiloimaan alijadhtynytta ti-
laan erittamalla jaatymista estdvia THF-yhdisteitd. THEF:t ovat peptideja tai
glykopeptideji, jotka alentavat ruumiinnesteiden sulamispistettd. Naiden yh-
disteiden avulla sulamispistettd voidaan alentaa useita celsiusasteita. Nama ai-
neet eivit kuitenkaan alenna alijidhtymispistettd (Zachariassen & Lundheim
1995, Holmstrup & Zachariassen 1996).

D. octaedrana ja D. rubidan on havaittu selvidvéin hengissa jédtyneessa maas-
sa, jonka ldmpotila on 0 °C:sta —2 °C:een. Koska ndmé lajit eivat kestéd jaa-
tymistd ja niiden ruumiinnesteiden sulamispiste on —0,4 °C, tdytyy niiden
selvitd alijadhtyneessd tilassa (Holmstrup & Zachariassen 1996). Suurimman
uhan aiheuttaa maaperéissi oleva jadatynyt vesi; kun liero joutuu kosketuksiin
jadn kanssa se jadtyy nopeasti. Téatd kutsutaan inokultaiiviseksi jadtymisek-
si. Lierojen lepokammiot, joissa ne tyhjentédvét ruuansulatuskanavansa ja ké-
pertyvét kokoon, voivat viahentéd inokulatiivisen jadtymisen riskiéd. Lepokam-
mioon tyhjennetty ruuansulatuskanavan sisilté voi edesauttaa alijadhtymisté,
silla ruokapartikkelit ja maa voivat toimia jadtymisen aloittavina tekijoiné.
Nain jadkiteet muodostuvat lieron ulkopuolelle ja jadkiteiden muodostumisen
todennékoisyys lieron sisélld pienenee (Holmstrup & Zachariassen 1996).
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4.3 Kylmiaklimaation solutason mekanismit

Kylmé&aklimaatiossa vaikuttaa kaksi solutason mekanismia: homeoviskoosinen
adaptaatio ja soluliman- ja kalvoproteiinien synteesin muutokset. Homeovis-
koosiseksi adaptaatioksi kutsutaan ilmioté, jossa solukalvoissa tapahtuu muu-
toksia lampotilan muuttuessa. Lampotilan laskiessa solukalvojen juoksevuus
ensin vidhenee, mutta elion alkaessa tuottaa tyydyttyméattomia kalvolipideja
juoksevuus jalleen paranee. Lampdétila siis vaikuttaa solukalvojen juoksevuut-
ta pienentédvisti ja eldimen tuottamat tyydyttyméttoméat kalvolipidit juokse-
vuutta lisddvasti. Vastaavasti lampotilan noustessa solukalvot ensin muuttuvat
juoksevammiksi ja jilleen jaykemmiksi. Homeoviskoosinen adaptaatio perus-
tuu rasvahappoihin ja steroleihin vaikuttavien entsyymien (saturaasit ja desa-
turaasit) synteesin muutoksiin. Homeoviskoosinen adaptaatio pyrkii pitdméan
solukalvojen juoksevuuden samanlaisena lampotilan vaihdellessa (Lagerspetz
1995, Willmer ym. 2000).

Homeoviskoosisen adaptaation on todettu vaikuttavan ionien passiiviseen kul-
keutumisen solukalvojen lavitse. Se saattaa myos vaikuttaa kalvoproteiinien,
esimerkiksi kuljettajaproteiinien seké ionikanavien ja reseptorimolekyylien, ky-
kyyn muuttaa konformaatiotaan (Lagerspetz 1995).

Toinen solutason mekanismi on lampotilan indusoima muutos soluliman ja so-
lukalvon proteiinien syntetisoinnissa. Lampdétila vaikuttaa osittain kompensoi-
vasti tyypillisesti glykolyysissé, heksoosimonofosfaattikierrossa , sitruunahap-
pokierrossa seké elektronien siirrossa toimiviin entsyymeihin. Entsyymeja, joi-
den aktiivisuus laskee lampotilan laskiessa ovat puolestaan peroksiosomaaliset,
lysosomaaliset ja typpiaineenvaihdunnan entsyymit. Entsyymit, jotka toimivat
katabolian vélituotteiden hajotuksessa vihenevét, kun lampotila laskee. Kyl-
méaltistuksen jatkuessa nédiden katabolian vélituotteiden mééra yleenséa laskee.
Joissakin tapauksissa lampotila-aklimaation tiedetddn vaikuttavan eri isoent-
syymien suhteelliseen aktiivisuuteen ja synteesiin (Lagerspetz 1995). Eli6 voi
esimerkiksi kompensoida lampétilan aiheuttamaa entsyymiaktiivisuuden véhe-
nemisté lisaamalla entsyymien maarda (Willmer ym. 2000).

5 Kemikaali- ja kylméstressin yhdysvaikutukset

Seké kemikaalialtistus ettéd alhaiset lampétilat aiheuttavat fysiologista stressia.
Stressoreiden vélilld voi olla my6s vuorovaikutuksia. Yksi stressoreiden viélisten
vuorovaikutusten muoto ovat synergiset yhdysvaikutukset. Esimerkiksi kemi-
kaalialtistus voi heikentdd niitd mekanismeja, joiden avulla elio sietédé alhaisia
lampdotiloja tai alhainen ldmpotila voi lisaté kemikaalin toksisuutta eliclle.
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Kuva 2: Kemikaalistressin ja ilmastostressin aiheuttama ekologinen pullonkau-
la. Ylempi kayra kuvaa yksittdistd kemikaalialtistusta. Alempi kayra
taas vuosittain toistuvaa ilmaston aiheuttamaa stressid, joka johtuu
esimerkiksi kuivuudesta tai lampétilan vaihtelusta (Holmstrup ym.

2000).

Yhdysvaikutusten tutkimisessa kiytetddn yleensd summamallia (Bauer &
Rombke 1997, Holmstrup ym. 2000). Tallin oletetaan, etté jos yhdysvaikutus-
ta ei esiinny, eri tekijoiden vaikutus tukittavaan vastemuuttujaan summautuu.
Télloin stressoreiden vaikutus yhdesséd on yhté suuri kuin, jos laskettaisiin yh-
teen stressoreiden vaikutukset niiden esiintyessé erikseen. Varianssianalyysié
kéytetddn havaitsemaan téllaisia yhdysvaikutuksia. Varianssianalyysin avulla
saadaan selville kunkin stressorin vaikutus yksindén eli padvaikutukset seké
yhdysvaikutustermi, joka kuvaa poikkeamaa summamallista. Jos yhdysvaiku-
tus on synerginen, on stressoreiden vaikutus yhdessé selkeésti suurempi kuin
niiden yksittédisten vaikutusten summa (Zar 1996).

Eli6 voi tietyssd ympéaristossa sietdéd vain tietyn méaédrdn stressid. Maaperie-
liGilla luonnollista stressid aiheuttavat esimerkiksi alhainen lampdtila talvella
ja kuivuus kesélld. Namé vuotuisesti toistuvat stressorit seké vierasaineiden
mahdollisesti aiheuttama stressi yhdesséd voivat aiheuttaa ekologisen pullon-
kaulan, joka voi rajusti viahentda populaation kokoa (kuva 2). Synergiset vai-
kutukset lisdévit pullonkaulan muodostumisen todenndkoisyytta (Holmstrup
ym. 2000).

Kylmé- ja kemikaalialtistuksen oletetaan usein aiheuttavan synergisia yhdys-
vaikutuksia. Néiden synergististen yhdysvaikutusten oletetaan monissa ta-
pauksissa vaikuttavan merkittdvasti populaation elinkelpoisuuteen luonnossa.
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Seké synergisten vaikutusten yleisyyttéd ettd nédiden vaikutusten merkitysté
populaatioiden elinkelpoisuuteen on kuitenkin tutkittu melko véhén (Zacha-
riassen & Lundheim 1995, Holmstrup ym. 2000).

5.1 Lampdtilan vaikutus vierasaineiden ympéristokohtaloon

Vierasaineen ymparistokohtalo riippuu lampdétilasta, silla alhaisessa 1lampoti-
lassa vierasaineen biohajoaminen on hitaampaa. Tamé pidentédd altistusaikaa.
Kevailla tai kesélld elion habitaattiin joutuessaan vierasaine hajoaa nopeasti
ja sen vaikutukset kestdd vahemmaén aikaa kuin syksyllda habitaattiin joutuvan
vierasaineen. Kun vierasaine alhaisemman ldmpdétilan vuoksi hajoaa hitaam-
min, eliot ovat alttiina vierasaineelle kauemmin. Tésta syyta vaikutukset voi-
vat kylménd vuodenaikana olla suurempia kuin ldmpiménéd (Holmstrup ym.
2000).

Aineen ympéristokohtaloa voidaan ennustaa vesi-oktanoli -jakosuhteen (K )
avulla. K, avulla voidaan paitelld, miten vierasaine jakaantuu eri kompart-
mentteihin kuten maaperdén, veteen ja elioon. K, saadaan, kun tutkittavan
aineen pitoisuus sekd n-oktanolissa ja vedessd mééaritetddn. Lindaania raken-
teellisesti ldhella olevan heksaklooribentseenin oktanolivesi-jakosuhteen on to-
dettu muuttuvan lampdtilan mukaan. Esimerkiksi lampotilassa 25 °C log Koy
heksaklooribentseenille on 5,46+0,02 ja lampdtilassa 5 °C 5,7440,04 (Bahadur
ym. 1997). Kylmemmissé lampotiloissa suurempi osuus heksaklooribentseenis-
td on siis oktanolijakeessa. Muutos on pieni, mutta tarkoittaa sité, ettd kyl-

memmaéssé heksaklooribentseeni on rasvaliukoisempaa (Opperhuizen ym. 1988,
Bahadur ym. 1997).

5.2 Lampdotilan ja vierasaineen yhdysvaikutukset eliGssa

Lampotila vaikuttaa siihen, miten nopeasti aine kulkeutuu elimistoon ja toi-
saalta eritetédén pois sieltéd. Vierasaineen kertyminen eliéon voi riippua lampoti-
lasta. Lampdtilan nousu nopeuttaa yleensé seké aineiden ottoa elimistoon etté
niiden metaboliaa ja eritystd. Lampotilan nousu voi joko pienentéé tai suuren-
taa vierasaineen pitoisuutta elitsséd. Lopputulos riippuu siité lisdako lampoti-
lannousu kummankin prosessin nopeutta yhtd paljon vain nopeutuuko toinen
enemmén. Sama pétee myos lampotilan laskiessa (Holmstrup ym. 2000).

Alhainen lampdétila voi vaikuttaa elion kykyyn tuottaa ja akkumuloida suo-
jaavia yhdisteitd. Vierasaineen detoksikaatio kuluttaa suoja-aineiden syntee-
sissé tarkedd glykogeenivarastoa. Toisaalta vierasaine voi vaikuttaa glykogee-
nin hajotuksessa toimiviin entsyymeihin ja siten estdé suoja-aineiden synteesié
(Holmstrup ym. 2000).
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Jadtymista valttaville lieroille inokulatiivinen jaatyminen on suuri riski. Ne jaé-
tyvét, jos joutuvat kosketuksiin maaperiissi olevan jaidn kanssa. Jos vierasai-
neella on veden pintajannitysté alentava vaikutus, kuten joillakin pestisideilla
ja jatevesilietteelld, voi riski inokulatiiviseen jadtymiseen kasvaa. Lieroilla al-
haiset lampotilat aiheuttavat eldimen kuivumista, mikéa lisdd hypo-osmoottisen
shokin riskid. Hypo-osmoottinen shokki aiheutuu jéén sulaessa, kun vetta taas
on runsaasti saatavilla. Solut voivat télloin turvota tai jopa hajota. Vierasai-
neet voivat pahentaa hypo-osmoottisen shokin vaikutuksia (Holmstrup ym.
2000).

Kylmésietomekanismit voivat voimistaa vierasaineen vaikutusta. Raskasmetal-
lit voivat sitoutua jadtymistéd estévien peptidien ja INA:n hydrofiilisiin ja ne-
gatiivisesti varautuneisiin ryhmiin, jotka ovat toiminnallisesti térkeitd. Tamé
viahentdd INA:n kykyé jarjestdd vesimolekyylejd jadn kaltaiseen muotoon ja
nédin vihentédéd niiden tehoa muodostaa jadkiteitd solun ulkopuolelle. Saman-
laisia negatiivisia toiminnallisissa ryhmid on THF:114 ja glykopeptideill4, joiden
toiminta voi myos estyd (Zachariassen & Lundheim 1995).

Toksiset aineet voivat inhiboida entsyymejé ja niiden synteesid. Toksinen ai-
ne voi vihentdd tai estdd jadtymiseltd estdvien proteiinien tuottamista. Pro-
teiinisynteesiin vaikuttava vierasaine voi myos vaikuttaa sellaisten entsyymien
synteesiin, jotka toimivat jadtymiseltd estdvien aineiden, kuten polyolien ja
sokereiden synteesissid. Kokeellista tietoa téstéd ei ole olemassa (Zachariassen
& Lundheim 1995). Lampdotila ja lampotila-aklimoituminen voivat vaikuttaa
tiettyjen detoksikaatiossa toimivien proteiinien synteesiin ja toimintaan. N&itéa
proteiineja ovat "mixed-function” oksygenaasit, metallotionit ja stressiproteii-
nit, kuten ldmposhokkiproteiinit (Lagerspetz 1995).

Lampdotila, lampotila-aklimaatio ja vierasaineet vaikuttavat solun kalvoihin.
Solun kalvorakenteet ovat potentiaalinen kohde, jossa vierasaineiden ja alhai-
senlampdotilan yhteisvaikutus voidaan havaita. Vierasaineet vaikuttavat kyl-
ménkestdvyyteen muuttamalla solun kalvojen stabiilisuutta ja lapéisevyytta.
Kalvojen kyky ldpiisté esimerkiksi Nat ja K™ ioneja voi muuttua (Lagerspetz
1995).

Vierasaineet voivat myos estdd kylmésietomekanismien toimintaa. Liséksi eko-
toksisista vaikutuksista palautuminen voi olla hidasta tai jopa mahdotonta
alhaisissa lampdtiloissa. Tamé johtuu kylménsietomekanismien aiheuttamis-
ta metabolisista kustannuksista, joiden liséksi resursseja ei riitd ekotoksisista
vaikutuksista toipumiseen (Lagerspetz 1995).
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6  Aineisto ja menetelmiit
6.1 Koe-eldimet

Kokeessa kiytetyt metsélierot kerdttiin kesén 2001 aikana kahdelta Jyvésky-
ldssa sijaitsevalta metsdalueelta. Ennen kokeen alkua lieroja siilytettiin met-
sista kerdtyssé karikkeessa, 20 °C:ssa ja pimedssi. Lierot olivat sukukypsié eli
niill&d oli selvésti erottuva clitellum. Viikko ennen kokeen alkua lierot siirret-
tiin puhtaaseen multaan, joka oli samanlaista kuin kokeessa kéytetty. Ennen
koeastioihin siirtoa lierot varovaisesti huuhdeltiin vesijohtovedella ja kuivattiin
nopeasti paperipyyhkeeseen, jotta multaa ei siirtynyt niiden mukana. Koetta
ennen ja sen aikana metsélieroja ruokittiin lehménlannalla, joka oli kuumen-
nettu (60 °C yon yli) sekéd hienonnettu siten, etté lierot pystyivat hyvin kéyt-
tdméadn sitd ravinnoksi. Lieroja ruokittiin lampdétilan ollessa yli 1 °C kerran
viikossa lisddmaélla kuhunkin koeastiaan mullan péélle n. kaksi gramma lantaa.
Koska lanta oli kuivaa, lisdttiin myos 1-2 pisaraa tislattua vettd lannan paal-
le. Lantaa lisattiin kaikkiin astioihin saman verran riippumatta siitd paljonko
edellisestd annoksesta oli sy6ty, néin ravintoa oli jatkuvasti saatavilla.

6.2 Kokeissa kiytetty maa

Toksisuus- ja lisddntymiskokeissa kéytetty multa oli perdisin ldhelld Jyvés-
kylaa sijaitsevalta pellolta, jota on viljelty ilman torjunta-aineita useita vuo-
sia. Martikainen & Krogh (1999) ovat kdyttaneet tutkimuksessaan samasta
pellosta periisin olevaa multaa, jolloin myos mullan koostumus on selvitet-
ty. Maan orgaanisen aineksen pitoisuus oli 8,6% (Martikainen & Krogh 1999).
Mullan rakennetta homogenisoitiin seulomalla se 2 mm:n seulan lépi. Seulot-
tua multaa kuumennettiin yon yli 60 °C:ssa, jotta siiné olevat elict kuolisivat.
Kasitelty multa séilytettiin lasipurkeissa huoneen lampotilassa. Mullan kuiva-
ainepitoisuus méaéritettiin ennen kokeen alkua (105 °C, 12 h ).

Kokeessa kiytetty maa kontaminoitiin lindaanilla ISO 11268-1 -standardin mu-
kaisesti. Eri pitoisuudet lindaania lisdttiin multaan aloittaen pienimmaésta pi-
toisuudesta eli 0 mg/kg. Heksaaniin liuotettu lindaani sekoitettiin lasiastiassa
2,5 kg multaa (kuiva-ainepitoisuus 98,2%). Tislattua vetté lisattiin siten, ettd
kuiva-ainepitoisuudeksi tuli 74%. Kuhunkin noin yhden desilitran suuruiseen
muoviastiaan laitettiin kuiva-aineena laskettuna noin 30 g multaa. Astiat jétet-
tiin avonaisina vetokaappiin yli 12 tunniksi, jotta heksaani haihtui pois. Astioi-
hin liséttiin painonvihennyksen verran tislattua vetté, jonka jélkeen kuhunkin
astiaan laitettiin yksi metséliero, ja astia suljettiin kannella. Muovisiin kansiin
oli tehty ilmanvaihtoa varten reiét, joihin oli laitettu pumpulia estdmééan liero-
jen karkaaminen koeastiasta. Kokeessa kaytetylld lyhyelld kontaktiajalla pyrit-
tiin mallintamaan tilannetta, jossa vierasainetta joutuu luontoon juuri ennen
pakkasten alkamista, mik& mahdollisesti lisdé vierasaineen vaikutuksia.
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Taulukko 1: Kéaytetyt konsentraatio-lampotilayhdistelmét sekéd kussakin ké-
sittelyssi olleiden lierojen maérd (kpl). Heksaanikontrolliin (hg)
lisdttiin saman verran puhdasta heksaania kuin mihin lindaani
muissa pitoisuuksissa oli liuotettu.

Konsentraatio (mg/kg)
Lampétila (°C) 0, 0 5 10 20 40

1 15 15 15 15 15 15
—1 15 15 15 15 15 15
-3 15 15 15 15 15 15
-5 15 15 15 15 15 15

Kokeen alussa ja lopussa kaikista késittelyistd mitattiin pH. Talld varmistet-
tiin, etteivat mahdolliset pH:n muutokset vaikuttaneet tuloksiin.

6.3 Koepitoisuudet ja -lampdotilat

Kokeessa kéaytetty puhdas v-HCH saatiin Jyvéskyldn yliopiston kemian lai-
tokselta. 7-HCH liuotettiin ennen multaan lisddmistd pieneen méadrdan hek-
saania, silld lindaani ei liukene veteen (Nikunen 1991). Heksaania oli kussakin
kéasittelyssd sama méara, lukuun ottamatta kontrollia, jossa ei ollut lainakaan
heksaania. Kéytetyt pitoisuudet valittiin esikokeiden perusteella siten, ettd ne
noudattivat likimain geometristé sarjaa. Kdytetyt lindaanipitoisuudet olivat 0,
5, 10, 20, 40 mg/kg (kuivapaino).

Lampdotilat valittiin esikokeiden sekd M. Holmstrupilta (The National Environ-
mental Research Institute, Tanska) saatujen tietojen perusteella. Késittelylam-
potiloja oli kolme: —1, —3 ja —5 °C. Kasvatuskaappien lampotiloja tarkkail-
tiin kokeen aikana ja ne vaihtelivat korkeintaan +0,5°C asetetusta lampotilasta.
Kontrollilaimpotilana kaytettiin 1 °C:a. Jokaisessa ldmpotilassa oli kussakin lin-
daanipitoisuudessa 15 koetta, 15 kontrollikoetta ja 15 heksaanikontrollikoetta.
Kussakin kokeessa oli yksi liero (taulukko 1).

Viikkoa ennen kokeen alkua lampotila laskettiin 20 °C:sta 15 °C:een. Kokeen
alettua lampotilaa laskettiin 14 vuorokauden aikana 15 °C:sta 1 °C:een. Té-
mén jilkeen lampotila pidettiin 14 vuorokauden ajan 1 °C:ssa. Koeastiat siir-
rettiin suoraan altistuslampotiloihin neljiaksi vuorokaudeksi. Kylméaltistuksen

paatyttyd koeastiat siirrettiin sulamaan kolmen vuorokauden ajaksi 1 °C:een
(kuva 3).
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Kuva 3: Koetta ennen ja sen aikana tehdyt lampdétilan muutokset. Lindaa-
nialtistus alkoi 8:na vuorokautena, jolloin lierot siirrettiin koeastioi-
hin. Kylméialtistus alkoi kokeen 36:na vuorokaudesta, jolloin lierot
siirrettiin kylméaaltistuslampdotiloihin. Kylméaaltistuksen jélkeen koeas-
tiat siirrettiin kolmeksi vuorokaudeksi sulamaan 1 °C:n, minké jdlkeen
eloon jddneet lierot punnittiin ja siirrettiin puhtaaseen multaan. Li-
sddntymiskoe kylméaltistuksesta eloon jédneilld yksiloilla aloitettiin
50:nd vuorokautena. Kokeen kokonaiskesto oli 85 vuorokautta.

6.4 Painonmuutosten mittaaminen

Lierojen alkupaino punnittiin ennen koeastioihin laittoa. Kylmékasittelyn paa-
tyttyd, kun kokeen alkamisesta oli kulunut 35 vuorokautta, lierot eroteltiin
kédsin mullasta ja eldvat yksilot punnittiin. Elavind pidettiin yksiloita, jot-
ka liikkuivat tai reagoivat kosketukseen késiteltdessa. Tama punnitustulos on
ns. vélipaino. My6s lisddntymiskokeen jélkeen eldvét yksilot punnittiin. Tésté
punnitustuloksesta on kdytetty nimitysta loppupaino.

Painonmuutokset (pm) laskettiin vélipaino (vp) jaettuna alkupainolla (ap) (pm
= vp/ap), silld tama lisési tulosten normaaliutta verrattuna alku- ja vélipainon
erotukseen. Samalla saatiin painonmuutos muotoon, jossa se vihenee mono-
tonisesti konsentraation kasvaessa. Kéytetyn lineaarinen interpolointi ohjelma
edellyttédd tiedon syottamisté tallaisessa muodossa (Nordberg-King 1993). Pai-
nonmuutokset (pm) on esitetty siten, ettd kun pm <1 liero on kasvanut, kun
pm=1 paino on pysynyt samana ja kun pm >1 paino on vihentynyt.

6.5 Lisddntymiskyvyn mittaus

Lisddntymiskykyéd tutkittiin siirtdméalld kukin elossa selvinnyt yksilé uuteen
koeastiaan, jossa oli puhdasta multaa kuivapainona noin 30 g. Lisd&ntymis-
testid varten lampdotila nostettiin seitsemén vuorokauden aikana takaisin 15
°C:een, joka on metsilierolle suotuisa lisdantymislampotila.

21



Lisaantymiskoe kesti viisi viikkoa (35 vrk). Kunkin yksilon tuottamien mu-
nakoteloiden mééra laskettiin kokeen loputtua seulomalla maa veden kanssa
yvhden millimetrin seulan lavitse eli ns. méarkéseulontamenetelmalla.

6.6 Tilastollinen kasittely

Varianssianalyysin avulla verrattiin kylmé- ja kemikaalialtistuksen vaikutuksia
kasvuun ja lisddntymiseen seké selvitettiin stressoreiden vililla mahdollisesti
esiintyvid yhdysvaikutuksia.

Aineistosta laskettiin annosvastesuhdetta kuvaavia tunnuslukuja eri lampo-
tiloissa painonmuutosten ja munakoteloiden tuoton perusteella (EC, Effective
consentration). Laskemisessa kaytettiin lineaarista interpolointiohjelmaa (ICp)
(Nordberg-King 1993). Kaikki muut tilastolliset analyysit tehtiin kdyttden R
1.4.1 -tilasto-ohjelmaa (Thaka & Gentleman 1996).

7  Tulokset
7.1 Kuolleisuus

Kokeen aikana kaikki lierot lampdétiloissa —3 °C ja —5 °C kuolivat, mink&
vuoksi naméa lampotilat jatettiin tarkastelun ulkopuolelle. My6s ldampdtiloissa
1 °C ja —1°C esiintyi kuolleisuutta. Kuoltuaan lierot hajoavat nopeasti, minké
vuoksi kylmaéaltistuksen jdlkeen punnittiin vain elossa olevat yksilot. Kuollei-
suudesta johtuen saman késittelyn saaneiden lierojen mééra vaihteli. Kussakin
késittelyssa olleiden yksiloiden méaérat ilmenevat taulukosta 2. Kontrollikésit-
telyssé (0 mg/kg lindaania, 1 °C ) kuoli nelja lieroa 15:sta, miké oli yhtéa paljon
kuin késittelyssé, jossa oli alhaisin lampétila ja korkein lindaanipitoisuus (40
mg/kg, -1 °C ).

Taulukko 2: Elédvien yksiloiden méira 15:sta kussakin késittelyssé olleista met-
sélieroista. Kussakin késittelyssé lieroja altistettiin lindaanille 35
vrk , joista alhaisille lampétiloille 4 vuorokautta (kuva 3). Hek-
saanikontrollissa (0p) on kdytetty heksaania, mutta ei lindaania.

Lindaanipitoisuus (mg/kg)
Limpétila (C) 0, 0 5 10 20 40

1 15 11 14 14 13 13
-1 13 13 12 14 14 11
-3 0 0 0 0 O 0
) 0 0 0 0 O 0
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Kuva 4: Kylmé- ja lindaanialtistuksessa kédytettyjen metsélierojen alkupainot
50g tarkkuudella esitettyna.

7.2 Lierojen alkupainot ja niiden vaikutus lisdantymiskokeeseen

Lierojen alkupainot olivat vélilld 92-363 mg (kuva 4). Kaikkien kokeessa kéy-
tettyjen lierojen (n=300) alkupainojen keskiarvo oli 197. Lampdétiloissa 1 °C
ja —1 °C kuolleiden lierojen (n=24) alkupainot vaihtelivat valilla 115-220 mg,
keskipainon ollessa 169 mg.

Lierojen alkupainon ei yhté késittelyd lukuun ottamatta havaittu vaikutta-
van tuotettujen munakoteloiden mé&drdian. Taulukossa 3 on esitetty kunkin
lampotila-pitoisuus -yhdistelmén sisilld alkupainon ja munakoteloiden luku-
méadrian korrelaatiokertoimet (r), 95% luotettavuusrajat seké p-arvo. Késitte-
lyssé, jossa lindaanipitoisuus oli 10 mg/kg ja 1 °C havaittiin alkupainon ja
munakoteloiden vélilld tilastollisesti merkitseva korrelaatio (P< 0,05).

7.3 Kontrolli ja heksaanikontrolli

Heksaanikontrollia ja kontrollia verrattiin toisiinsa kummassakin lampotilas-
sa painonmuutosten ja munakoteloiden tuoton perusteella. Parittaisissa ver-
tailuissa havaittiin lampoétilassa —1 °C tilastollisesti merkitseva ero (P<0,05),
kun kiytetty vastemuuttuja oli painonmuutos (taulukko 4). Painonmuutos
lampotilassa 1 °C oli heksaanikontrollissa keskimaérin 34% ja kontrollissa 32%
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Taulukko 3: Lierojen alkupainojen ja 35 vuorokauden aikana tuottamien mu-
nakoteloiden méérista kussakin kisittelyssd lasketut (Pearson)
korrelaatiokertoimet (r), niitd vastaavat p-arvot sekd 95% luotet-
tavuusrajat. Vain yhdessd kasittelyssa alkupainojen ja munako-
teloiden tuoton vililla on tilastollisesti merkitseva (P<0,05) kor-
relaatio siten, ettd alkupainoltaan suuremaat yksilot olivat tuot-
taneet enemmén munakoteloita. Heksaanikontrollia on merkitty

Op.
Lampdotila Lindaanipitoisuus T p-arvo Luotettavuusrajat
(°C) (mg/kg)
On 0,0823 0,771 -0,4489 0,5704
0 -0,0838 0,767 -0,5715 0,4477
1 5 -0,2513 0,431 -0,7212 0,3769
10 -0,5379 0,039  -0,8233 -0,0354
20 0,1752 0,549 -0,3918 0,6458
40 0,1061 0,756 -0,5273 0,6637
On 0,5147 0,087  -0,0840 0,84039
0 -0,1873 0,540 -0,6692 0,4056
1 5 -0,1289 0,690 -0,6544 0,4805
10 -0,280 0,3127  -0,6927 0,2715
20 -0,053  0,8574  -0,5676 0,4915
40 -0,004 0,99 -0,6026 0,5971

(P>,05). Lampotilassa —1 °C oli heksaanikontrollissa keskiméérin 34% ja kont-
rollissa 25% (P<0,012). Laskettaessa EC-arvoja kiytettiin kontrollien sijasta
heksaanikontrolleja. Syitd oli useita. Lampotilassa —1 °C havaittiin painon-
muutoksen perusteella heksaanin vaikuttavan koetuloksiin. Jotta heksaanin
vaikutus ei tulisi ndkyviin lasketuissa EC-arvoissa paddyttiin téssa lampotilas-
sa kiayttamasan heksaanikontrolleista saatuja tuloksia. Lampotilassa 1 °C kont-
rollipitoisuudessa (0mg/kg) kuolleisuus oli 4/15. Téssé lampotilassa kontrollin
ja heksaanikontrollin vililld ei havaittu merkitsevaéd eroa. Koska, kuolleisuus
kontrollissa oli suurta, kéiytettiin kuitenkin téssékin lampotilassa heksaanikont-
rollia EC-arvojen laskemiseen.

7.4 Painonmuutokset

Lierojen painonmuutokset elossa selvinneilla yksiloilla vaihtelivat samankin ka-
sittelyn sisélld suuresti. Erityisen suurta yksiléiden vélinen vaihtelu oli lampo-
tilassa 1 °C pitoisuudessa 40 mg(lindaania)/kg (kuva 5). Punnitustulosten pe-
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Kuva 5: Kylmé- ja lindaanialtistuksesta hengissd selvinneet lierot punnittiin
ja punnitustulos jaettiin alkupainolla. Mitd enemmén paino on vé-
hentynyt sitd pienemmén lukuarvon painonmuutos saa. Kuvaajassa
on esitetty ylha#lta alaspéin: pienin havaittu painonmuutos, alakvar-
tiili, mediaani, yldkvartiili ja suurin havaittu painonmuutos. Kuvien
kontrolli on heksaanikontrolli (05). a)Lampétilassa 1 °C (n=69) b)
Lampotilassa —1 °C (n=64).
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Taulukko 4: Kun vastemuuttujana kéytettiin painonmuutosta, heksaanikont-
rollin ja kontrollin valilla havaittiin tilastollisesti merkitsevé ero
(P<0,05, Mann-Whitney) yhdessé késittelyssé. Téssa kasittelyssa
painonmuutos heksaanikontrollissa oli suurempi kuin kontrollissa.
Munakoteloiden tuoton perusteella vastaavaa eroa ei havaittu.

Vastemuuttuja ldmpdétila (°C) p-arvo

Painonmuutos 1 0.486
-1 0.012
Lisdéntyminen 1 0.164
-1 0.433

rusteella laskettiin painonmuutosten EC-arvoja. Koska lindaanin pitoisuudet
olivat pienid, pystyttiin interpolointimenetelmallé laskemaan EC-tunnuslukuja
vain ECsy5:een saakka. Interpolointimenetelmélla saadut EC-tunnusluvut seké
niihin liittyvét 95% luotettavuusrajat, keskiarvot ja keskihajonnat on esitetty
taulukossa 5.

7.5 Lisddntyminen

Tuotettujen munakoteloiden méérét eri konsentraatioissa, kummassakin késit-
tely lampotilassa, on esitetty kuvassa 6. Suuren hajonnan vuoksi késittelyjen
vililla ei havaittu eroja.

Munakoteloiden tuoton perusteella laskettiin EC-arvot, mutta 95% luotetta-
vuusrajoja ei voitu laskea tulosten suuren hajonnan vuoksi (Taulukko 6).
Lisdantymiskykynsa séilyttineiné lieroina pidettiin sellaisia yksiloité, jotka oli-
vat tuottaneet vihintddn yhden munakotelon lisddntymiskokeen aikana. Taulu-
kossa 7 on esitetty lisdantymiskykyisten yksiloiden osuus kussakin késittelysséa
(lisadntymiskykyiset /kaikki késittelyssé olleet).

7.6 Yhdysvaikutukset

Painonmuutosten ja munakoteloiden tuoton perusteella tehdyisséd varianssia-
nalyyseissd ei havaittu lindaani- ja kylmaaltistuksen yhdysvaikutusta. Tilas-
tollisesti merkitseva vaikutus oli painonmuutoksen perusteella ainoastaan lin-
daanikésittelylld (taulukko 8). Kun varianssianalyysi tehtiin munakoteloiden
tuoton perusteella, ei milladn késittelyllda havaittu tilastollisesti merkitsevai
vaikutusta (taulukko 9).
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Kuva 6: Munakoteloiden tuotto lisdéntymiskokeen (35vrk) aikana (3). Lisaén-
tymiskoe suoritettiin lindaani- ja kylmaéaltistuksen jdlkeen, joksi ajak-
si lierot siirrettiin puhtaaseen multaan 15 °C:een ja niitd ruokittiin.
Kuvissa on ilmoitettu suurin ja pienin munakoteloiden tuotto yksiloa
kohti kussakin késittelyssa sekd ylakvartiili, mediaani ja alakvartii-
li. Kontrolli on heksaanikontrolli (05) a)Lémpoétilassa 1 °C (n=69) b)
Lampotilassa —1 °C (n=64) .
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Taulukko 5: Painonmuutoksen perusteella lasketut EC- (Effective Consentra-
tion) estimaatit. Laskemisessa kéytettiin lineaarista interpolointi-
menetelméd (Nordberg-King 1993). Sarakkeessa x on ilmoitettu
prosentteina se osuus koe-eldimisté, joihin laskettu EC-arvo vai-
kuttaisi. Liséksi EC-estimaatille on ilmoitettu luottamusvili, kes-
kiarvo ja keskihajonta.

Lampotila x EC, Luottamusvili Keskiarvo Keskihajonta

°C (95%)
1 1 0,71 0,38 10,23 1,52 2,28
1 5 3,56 - 5,30 4,30
1 10 15,01 - 12,74 5,10

-1 1 043 0,29 1,59 0,55 0,34

-1 5 2,17 1,58 8,88 2,89 3,40

-1 10 4,34 2,94 32,67 9,34 9,70

-1 15 27,95 - 25,14 8,80

-1 20 39,37 - 34,18 4,08

Taulukko 6: Lisddntymiskokeessa kussakin késittelyssé tuotettujen munakote-
loiden perusteella lasketut EC- (Effective Consentration) estimaa-
tit. Laskemisessa kéytettiin lineaarista interpolointimenetelméd
(Nordberg-King 1993). Sarakkeessa x on ilmoitettu prosentteina
se osuus koe-eldimisté, joihin laskettu EC-arvo vaikuttaisi. Liséksi
EC-estimaatille on ilmoitettu keskihajonta ja keskiarvo. Lisdanty-
miskokeen perusteella ei EC-estimaateille pystytty antamaan luot-

tamusvalia.
Lampotila °C x  ECy Keskiarvo Keskihajonta
1 1 1,17 4,99 7,89
-1 1 579 7,98 6,95
-1 5 893 10,63 8,49
-1 10 23,37 16,18 10,14
-1 15 28,01 19,17 10,33
-1 20 32,64 21,14 10,19
-1 25 37,28 25,10 10,54
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Taulukko 7: Lisddantymiskykyisten yksiloiden maara kussakin késittelyssa ol-
leiden lierojen maéarasta. Lisddntymiskoe suoritettiin lindaani- ja
kylmé&altistuksen jdlkeen. Lindaani- ja kylmé&altistuksen aikana
tapahtuneen kuolleisuuden vuoksi koe-eldinten méaérit olivat eri
suuria. Lisdédntymiskokeen ajaksi (35 vrk) lierot siirrettiin puhtaa-
seen multaan ja niitd ruokittiin. Heksaanikontrollia on merkitty

0.
Lindaanipitoisuus (mg/kg)
Lampotila (°C) 0y, 0 5 10 20 40
1 13/15 6/11 9/14 11/14 10/12 9/13
~1 0/13 7/13 11/12 8/14 11/14 7/11

Taulukko 8: Kéytettidessd painonmuutosta vastemuuttujana varianssianalyy-
sissé havaittiin tilastollisesti merkitseva ero (P<0,05) vain lin-
daani kasittelyjen vélilla. Lampotilan aiheuttamia vaikutuksia tai
lampdotilan ja lindaanin yhteisvaikutuksia ei havaittu. Lyhenteet:
df=vapausasteet; SS=nelibsumma; MS=keskinelio; F=testisuure

F ja P=p-arvo .
Vaihteluldhde df SS MS F P
Lindaani 1 0,19913 0,19913 19,8560 < 0,001
Lampdotila 1 0,00036 0,00036 0,0357  0,8503

Yhdysvaikutus 1 0,02631 0,02631 2,6237  0,1073
Virhevaihtelu 155 1,55447 0,01003

Taulukko 9: Kaytettdessd munakoteloiden tuottoa vastemuuttujana ei havait-
tu varianssianalyysin avulla tilastollisesti merkitsevid eroja min-
kédan kéasittelyjen vélilla, lindaani- ja kylméakasittelyilld ei myos-
kddan havaittu olevan yhdysvaikutuksia. Lyhenteet ovat samat
kuin Taulukossa 8.

Vaihteluldhde df SS MS F P
Lindaani 1 0.47 0.47 0.0594 0.8078
Lampotila 1 0.23 0.23 0.0295 0.8639

Yhdysvaikutus 1 0.22 0.22 0.0280 0.8673
Virhevaihtelu 152 1198.85 7.89
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8 Tulosten tarkastelu

Aikuisten metsélierojen paino ja lukumééra ovat alhaisimpia kevaalla. Suurim-
millaan ne ovat heiné- ja elokuussa ja kumpikin vihenee syksyé kohti. Arvioita
metsélieron luonnollisesta kuolleisuudesta ei ole. Osa metsilieroista kuitenkin
talvehtii aikuisina (Uvarov 1995). Téssé tutkielmassa saatujen tulosten perus-
teella sekd kylmé- ettd lindaanialtistus aiheuttavat rajua painon vdhenemis-
td. Namaé tekijat vaikuttavat myos metsélieron lisdédntymiskykyyn. Pohjoisessa
ympaéristossé kemikaalistressi voi siis muodostaa talven aiheuttaman ilmasto-
stressin kanssa ekologisen pullonkaulan, jolla on haitallisia vaikutuksia met-
sdlieron populaatioon. Ekologisen pullonkaulan vaikutusta lisdéavai synergisté
yhdysvaikutusta kylmé- ja lindaanialtistuksen vililla ei havaittu.

8.1 Kuolleisuus

Kokeen aikana tapahtui ei-toivottua kuolleisuutta. Ainakin osa kuolleisuudes-
ta saattoi johtua liian nopeasta lampotilanmuutoksesta. Késittelylampotiloi-
hin siirto tapahtui suoraan 1 °C:sta. Jos ldmpotilaa olisi laskettu hitaammin
muutaman vuorokauden aikana, olisivat lierot mahdollisesti paremmin pysty-
neet valttdméan inokulatiivisen jaatymisen esimerkiksi lepokammioiden avul-
la. Ladmpotilan hitaampi alentaminen vastaisi myos paremmin olosuhteita luon-
nossa. Luonnossa kostean maan suuri lampokapasiteetti ja alapuolisesta maas-
ta tuleva lampo hidastavat maaperéan lampétilan laskua (Holmstrup & Zacha-
riassen 1996). Lampotilassa 1 °C kuolleisuus ei voinut johtua ldmpotilan liian
nopeasta laskusta. Lampotiloissa 1 ja —1 °C havaittiin kaikkien kuolleiden lie-
rojen olevan alkupainoltaan keskikokoisia tai pienid. Tamé viittaa siihen, etté
lierojen alkupainot vaikuttivat niiden selviytymiseen néissa lampotiloissa.

Kuolleisuus kontrolleissa ei saisi ylittda kymmenté prosenttia (ISO 1993). Lam-
potilassa 1 °C kontrollin kuolleisuus oli 27% , mutta 0% heksaanikontrollissa.
Lampotilassa —1 °C kuolleisuus seké kontrollissa ettéd heksaanikontrollissa oli
13%. Selvéd syyta suuren kuolleisuuteen kontrollissa lampdtilassa 1 °C ei ha-
vaittu. Lierojen késittely kuten huuhtelu ja siirtely on voinut vahingoittaa joi-
takin kokeessa olleita yksiloitd, vaikka kaikki vahingoittuneeksi havaitut yksi-
16t poistettiinkin. Késittelyssa oli saman méaéira alkupainoltaan pienié yksiloitéa
(<160mg) kuin muissakin késittelyissa (3/15).

Kuolleisuuden perusteella ei voitu laskea LC-arvoja kahdesta syysté. Kuollei-
suus kontrolleissa aiheutti sen, ettei probit-menetelméa voitu kéyttda (Finney
1971). Koetta suunniteltaessa ei ollut tarkoitus kayttdd kuolleisuutta vaste-
muuttujana, minké vuoksi konsentraatiot oli valittu siten, etteivit ne tappaisi
lieroja kuin korkeintaan alhaisimpaan lampotilaan yhdistettyna.

Kuolleisuus vaikutti siihen, ettd varianssianalyysid tehdessd késittelyryhmét
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eivit olleet yhtéd suuria. Tamé ei estd varianssianalyysin suorittamista, mut-
ta heikentdd tulosten luotettavuutta (Ranta ym. 1991, Zar 1996).

8.2 Heksaanikontrolli

Painonmuutoksen perusteella havaittiin, ettd lampotilassa —1 °C heksaani-
kontrolli ja kontrollikésittely erosivat tilastollisesti toisistaan. On kuitenkin
syytéd olettaa, ettd kyseessd on tyypin I tilastollinen virhe (Zar 1996). Hek-
saanin kaytto on ISO-standardin mukaista (ISO 1993). Heksaanin annettiin
haihtua yli 12 tuntia koeastioista. Ero havaittiin toisessa alhaisen ldampdotilan
kontrollissa, mutta kolmessa muussa kontrolliparissa ei havaittu tilastollisesti
merkitsevid eroa. Heksaanikontrolleissa kuolleisuus oli pienempéé kuin kont-
rolleissa. Tamén perusteella heksaani ei vaikuttanut koetuloksiin.

8.3 Lierojen painon viheneminen kokeen aikana

Jos painonmuutosta mittaavassa kokeessa esiintyy kuolleisuutta, voivat tulok-
set olla harhaanjohtavia. Usein erityisesti korkeissa pitoisuuksissa suurin osa
lieroista kuolee, mutta muutamat selviytyneet yksilot pystyvit jopa kasvatta-
maan painoaan. Tdmén vuoksi painonmuutosta ei tulisi kdyttada vastemuut-
tujana, jos kuolleisuus kasittelyssa ylittda 15% (Kokta 1992, Kula 1997). II-
meisesti tdmén vuoksi lampotilassa 1 °C korkeimmassa lindaanipitoisuudessa
(40mg/kg) esiintyy suurta hajontaa, kun vastemuuttujana kdytettiin painon
véhenemistd (kuva 5). Kuolleisuus vaihteli késittelyissd 0-27% vaililld, joten
tulosten luotettavuus voi kérsié jonkin verran.

Painon vihenem4 ei saisi olla kontrolleissa 20% suurempi (ISO 1993). Tamé
kriteeri ei tayttynyt yhdenkédn kontrollin osalta. Painon raju viheneminen on
kuitenkin tyypillista alhaisille lampotiloille altistetuilla lieroilla (Uvarov 1995).
Kontrollien painonvihenemiit olivat noin 30%. Jadtymista valttaville lierola-
jeille on tyypillistd, ettd kylméaltistus aiheuttaa 10-30% painonmenetyksen,
joka johtuu veden ulosvirtauksesta (Holmstrup ym. 1999). Tdmé&n suuruusluo-
kan painonmenetystéd voi D. octaedralla pitdéd luonnollisena ldmpdotilan alene-
misen seurauksena (Uvarov 1995).

Taulukossa 10 on kirjallisuudesta 16ytyneita akuutteja (7-14vrk) LCsg-arvoja.
Koska téssd tutkielmassa saadun aineiston perusteella ei saatu laskettu LC-
arvoja, ei vertailua voitu suorittaa. Huomattavaa on, ettd vaikka LC-arvoja
oltaisiin pystyttykin laskemaan, olisi vertailu silti ollut vaikeaa mm. erilaisten
altistusaikojen, vastemuuttujien, lampétilojen ja orgaanisten aineiden pitoi-
suuksien vuoksi. Vaikka lindaanin toksisuutta lieroille on tukittu melko paljon,
on tulosten soveltaminen pohjoisiin olosuhteisiin miltei mahdotonta.
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Taulukko 10: Lindaanin LCsp-arvoja eri lierolajeilla testattuna. Taulukossa on
esitetty tutkimukset, joissa lindaani on sekoitettu testisubstraat-
tiin. Lierolajit:AC, Allobophora chlorotica; EF, Eisenia fetida;
LT, Lumbricus terrestris; LR, Lumbricus rubellus ja PP, Phere-
tima posthuma.

Laji Lampot. Kesto  Org. LCs mg/kg  Léhde
°C (vrk) pit.(%)  (kuivapaino)

AC 15 7 hyvin 49,8 (Fayolle 1979)

vahén
EF 22 14 10 136 (Haque & Ebing 1983)
LT 15 14 10,9 113 (Haque & Ebing 1983)
LR 15 14 10,9 117 (Haque & Ebing 1983)
EF 22 14 10 59 (Heimbach 1985)
PP 25 14 10 40-78 (Hans ym. 1990)
EF 135 (Hogger & Ammon 1994)
EF 20 14 10 165(150-180)  (Lock ym. 2002)
EF 20 14 48  399(337-486) (Lock ym. 2002)
EF 20 14 15  785(62,4954) (Lock ym. 2002)

Painonmuutosten avulla saatiin parhaiten laskettua EC-estimaatit ja niille luo-
tettavuusrajat. Taulukossa 11 on lindaanin kroonisia EC- arvoja (21-35 vrk)
(Lock ym. 2002). Taulukossa 11 olevat ECjg-arvot, joiden orgaanisen aineen
pitoisuus on 10%, ovat parhaiten vertailukelpoisia téssa tutkielmassa saatujen
ECp-arvojen kanssa. Lampdtilassa 1 °C tulokset ovat samaa suuruusluokkaa.
Sen sijaan ldmpdotilassa —1 °C saatu ECyy arvo on huomattavasti pienempi.
Se on ldhinné vertailukelpoinen Lock ym. (2002) tutkimuksen niithin EC,-
arvoihin, joissa kaytetyn maan orgaanisen aineksen pitoisuus on ollut hyvin
pieni(1,5%). Vertailua hankaloittaa se, ettd kiytetyt lierolajit ja vastemuuttu-
jat eivat ole samoja. Painonmuutosten perusteella lindaani on toksisempi al-
haisemmassa lampotilassa. Saman toksisen vaikutuksen kuin ldmpétilassa —1
°C aikaansaamiseen lampotilassa 1 °C tarvitaan 3,5 kertainen pitoisuus lindaa-
nia. Tulos viittaisi siihen, ettéd lindaani ja kylmé&altistuksen vélilla olisi summa-
mallista poikkeava synerginen yhdysvaikutus. Jos téllainen yhdysvaikutus on
olemassa se on liian pieni, jotta se voitaisiin havaita varianssianalyysin avulla.

8.4 Lisddntyminen

Munakoteloiden tuoton perusteella ei saatu laskettua EC;g-arvoa kontrollilam-
potilassa. Lampdtilassa —1 °C saatu estimaatti oli suurempi kuin yksikéan
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Taulukossa 11 esitetyistd ECig-arvoista. Koska yksiloiden samassa kisitte-
lyssd tuottamien munakoteloiden méarit vaihtelivat paljon (kuva 6), ei EC-
arvoille saatu laskettua luottamusvélejé. Lisdksi keskihajonta kaikille saaduille
estimaateille oli melko suuri verrattuna painonmuutoksen perusteella saatujen
estimaattien keskihajontaan (taulukot 5 ja 6). TAmén vuoksi munakoteloiden
tuoton perusteella laskettuja EC-arvoja ei voida pitdé luotettavina.

Lisdantymiskykynsé sédilyttdneiden yksiloiden mééréat vaihtelevat jo kontrolli
késittelyjen sisélla 86:sta 53:een prosenttiin (Taulukko 7). Ryhmien vililld on
vaikea tehdé vertailuja lisddntymiskykyisten yksiléiden méarissa, silla kuollei-
suuden vuoksi eri késittelyissd oli eri méaardt lieroja (11-15 kpl). Liséksi al-
kupainot ovat voineet vaikuttaa lisddntymiskykynsé sdilyttdneiden yksildiden
maaraan.

Kontrollikésittelyssd lampotilassa 1 °C korkein saavutettu lisdédntymisnopeus
oli 9,6 munakoteloa/yksilo/kuukausi. D. octaedran maksimaaliseksi lisddnty-
misnopeudeksi laboratorio-olosuhteissa tasaisessa 15 °C lampdétilassa on ar-
vioitu 8,8 munakoteloa/yksilo/kuukausi (Uvarov 1995). Lisdantymiskokeesta
saatujen tulosten suuren vaihtelun syyné eivét luultavasti olleet epédedulliset
olosuhteet vaan lierojen heterogeeninen tausta.

8.5 Lierojen alkupainojen vaikutus koetuloksiin

Kaytettyjen lierojen alkupainojen vaihtelu oli melko suurta, mika johtui saa-
tavilla olevien lierojen vahyydestd. Lampétiloissa 1 ja —1 °C kuolleet lierot
olivat pieni- ja keskikokoisia. Kuolleisuutta olisi mahdollisesti voitu pienentaé
jos pienia yksiloité ei olisi kdytetty.

Lierojen alkupainojen ei havaittu vaikuttavan niiden tuottamien munakoteloi-
den madradn eri kasittelyryhmien sisilla. Sen sijaan oli havaittavissa, etta sel-
laiset yksilot, jotka lisdédntymiskokeen pédtyttyé olivat pudottaneet painoaan
runsaasti tai jopa kuolleet, olivat usein tuottaneet myos runsaasti jélkeldisia.
Toisaalta, jotkin kemikaali- ja kylmé&altistuksesta selvinneet yksilot eivit al-
lokoineet resurssejaan lainkaan liséddntymiseen, vaan niiden paino saattoi jopa
kasvaa lisddntymiskokeen aikana. Téllaisia tuloksia on ennekin havaittu lie-
roilla suoritetuissa toksisuuskokeissa (Kokta 1992, Bouché 1992, Kula 1997).
[Imi6n syyt ovat kuitenkin epéselvid (Kula 1997). Selityksen voisi antaa téssi
tapauksessa lierojen heterogeeninen tausta. Lierojen sukukypsyyden merkkiné
kéytettiin selvésti erottuvaa clitellumia. Téstd huolimatta mukana on voinut
olla nuoria yksiloitd, joiden lisddntymisen alkaminen mahdollisesti viivastyi al-
tistusstressoreiden vuoksi. Nuoret yksilot ovat allokoineet lisédntymiskokeen
aikana resursseja kasvuun lisddntymisen sijasta. Tamé heikentdd munakoteloi-
den tuoton luotettavuutta vastemuuttujana.
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Laboratoriossa kasvatettu synkronoitu viljelméa olisi luultavasti vahentéanyt tu-
losten vaihtelua. Lisdksi tulisi varmentua paremmin siitéd, ettd kaikki testissé
kéytettavit lierot ovat lisdéntymiskykyisid (Kokta 1992). Kokta (1992) esit-
tad, etté lisddntymiskokeiden tuloksia voitaisiin parantaa valitsemalla yksiloitéa
joiden paino vaihtelisi jopa vihemmaén kuin ISO 11268 -standardissa esitetty
300-600mg (E. fetida). Metsilierolle, joka on pienempi, vastaava vili voisi olla
100-300mg. Esimerkiksi Uvarov (1995) on tutkimuksessaan kdyttanyt metsé-
lieroja, joiden alkupainot vaihtelivat 140-300mg.

8.6 Yhdysvaikutukset

Lindaani- ja kylmaaltistuksen vililld ei havaittu summamallista poikkeavaa sy-
nergistd yhdysvaikutusta varianssianalyysin avulla. Yhdysvaikutuksen havait-
semiseen ovat kuitenkin voineet vaikuttaa tulosten suuri vaihtelu ja esiinty-
nyt kuolleisuus. Synerginen yhdysvaikutus olisi lisinnyt todennékoisyytta sil-
le, ettd populaatio kérsii lindaani- ja kylméaltistuksen vaikutuksista. Alhaisen
lampotilan ja kemikaalialtistuksen yhdysvaikutuksen olemassaolo on kuiten-
kin osoittautunut vaikeaksi kokeellisesti todistaa (Martikainen & Krogh 1999,
Holmstrup ym. 2000). Lindaani- ja kylméaaltistuksen aiheuttavat lieroille mer-
kittavaa stressid ja yhdessd esiintyessdén ne voivat olla kohtalokkaita ilman
yvhdysvaikutustakin.

Lampdtilan on todettu vaikuttavan lieroilla tehtyjen toksisuustestien tuloksiin,
joskin maaperén kosteuden on todettu oleva téarkein yksittdinen vaikuttava te-
kija (Bauer & Rombke 1997). Alhainen ldmpoétila samoin kuin kuivuus vaikut-
tavat lieroihin siten, ettd ne menettdvat huomattavan osan ruumiissa olevasta
vedestd (Holmstrup ym. 1999). Koska kuivuuden ja alhaisen lampdtilan vai-
kutukset ovat samankaltaisia voidaan péaatelléd, ettd myos alhaisen lampdotilan
vaikutus testituloksiin on merkittéava ja se tulisi ottaa huomioon riskiarvioin-
nissa. Jotta turvakertoimia voitaisiin madrittad, olisi kuitenkin saatava lisdé
tuloksia alhaisissa lémpdotiloissa suoritetuista toksisuuskokeista.
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A Aineisto

Taulukossa: mk, munakoteloiden lukumééra; pit, lindaaninpitoisuus (mg/kg);
It, lampotila (°C); k, yksilo kuollut; t, yksilo ei mukana lisdéantymiskokeessa ja
h, heksaanikontrolli.

numero alkupaino véilipaino loppupaino mk pit It
1 115 k h -1
2 168 121 124 0O h -1
3 227 171 214 1 h -1
4 128 111 140 0 h -1
5 218 163 79 9 h -1
6 197 143 118 0O h -1
7 245 216 176 5 h -1
8 189 119 k t h -1
9 110 94 185 0O h -1
10 138 102 83 0O h -1
11 183 131 102 8 h -1
12 182 119 127 1 h -1
13 120 87 k 1 h -1
14 187 164 157 1 h -1
15 149 99 k t h -1
16 145 k t h 1
17 143 k t h 1
18 192 137 136 1 h 1
19 350 340 239 2 h 1
20 278 181 63 0O h 1
21 185 k t h 1
22 329 217 189 4 h 1
23 267 144 90 3 h 1
24 232 164 158 12 h 1
25 204 151 143 k h 1
26 269 167 167 k h 1
27 185 120 128 6 h 1
28 213 k t h 1
29 137 94 k h 1
30 363 160 148 0 h 1
301 185 96 75 4 5 -1
302 239 128 80 2 5 -1
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numero alkupaino vélipaino

loppupaino mk pit
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258
205
261
193
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117
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numero alkupaino vélipaino

loppupaino mk pit
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numero alkupaino vélipaino

loppupaino mk pit
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numero alkupaino véilipaino loppupaino mk pit It
414 240 k 0 -5
415 266 k 0 -5
416 283 k 0 -5
417 114 k 0 -5
418 198 k 0 -5
419 177 k 0 -5
420 219 k 0 -5
421 262 181 176 0 10 -1
422 179 92 75 3 10 -1
423 356 221 k 0 10 -1
424 228 135 143 0 10 -1
425 178 118 62 5 10 -1
426 298 170 161 0 10 -1
427 217 118 k 7 10 -1
428 220 k 10 -1
429 219 140 63 2 10 -1
430 161 94 k 0 10 -1
431 243 150 eli 4 10 -1
432 227 131 143 2 10 -1
433 183 103 132 1 10 -1
434 121 58 k 0 10 -1
453 130 73 53 5 10 -1
435 222 155 97 4 10 -1
436 174 107 51 5 10 1
437 309 198 92 0 10 1
438 230 127 124 3 10 1
439 152 124 93 6 10 1
440 217 143 65 7T 10 1
441 146 87 79 0 10 1
442 232 160 161 0 10 1
443 208 109 50 7T 10 1
444 215 150 95 6 10 1
445 193 k 10 1
446 264 167 103 9 10 1
447 190 98 k 3 10 1
448 240 153 181 1 10 1
449 178 117 135 1 10 1
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numero alkupaino vélipaino

loppupaino mk pit
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numero alkupaino véilipaino loppupaino mk pit It
488 198 136 92 6 20 -1
489 213 109 75 7 20 -1
490 172 78 107 4 20 -1
491 170 k 20 -1
492 190 113 k 4 20 -1
493 218 127 k 4 20 -1
494 141 83 k 4 20 -1
495 187 99 k 3 20 -1
496 164 93 126 1 20 1
497 145 79 41 2 20 1
498 183 91 103 6 20 1
499 248 142 93 6 20 1
500 208 128 76 5 20 1
501 122 54 20 1
502 196 86 k 0 20 1
503 194 108 72 7T 20 1
504 178 88 k 5 20 1
505 212 123 45 1 20 1
506 98 66 43 5 20 1
507 197 103 135 0 20 1
508 198 k 20 1
509 177 k 20 1
510 92 60 46 2 20 1
511 180 k 20 -3
512 180 k 20 -3
513 300 k 20 -3
514 231 k 20 -3
515 160 k 20 -3
516 176 k 20 -3
517 195 k 20 -3
518 134 k 20 -3
519 219 k 20 -3
520 182 k 20 -3
521 194 k 20 -3
522 223 k 20 -3
523 146 k 20 -3
524 163 k 20 -3
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numero alkupaino véilipaino loppupaino mk pit It
525 232 k 20 -3
526 234 k 20 -5
527 145 k 20 -5
528 192 k 20 -5
529 201 k 20 -5
530 111 k 20 -5
531 266 k 20 -5
532 189 k 20 -5
533 158 k 20 -5
534 100 k 20 -5
535 331 k 20 -5
536 171 k 20 -5
537 223 k 20 -5
538 192 k 20 -5
539 183 k 20 -5
540 279 k 20 -5
541 145 k 40 -1
542 157 86 k 2 40 -1
543 300 195 206 0 40 -1
544 229 112 76 7 40 -1
545 216 95 61 6 40 -1
546 122 k 40 -1
547 151 k 40 -1
548 180 85 109 0 40 -1
549 300 131 162 5 40 -1
550 276 153 177 1 40 -1
551 282 158 200 0 40 -1
552 187 k 40 -1
553 144 74 94 4 40 -1
554 219 131 121 1 40 -1
555 147 82 118 0 40 -1
556 136 69 k 4 40 1
557 167 k 40 1
558 202 171 113 5 40 1
559 216 90 53 2 40 1
560 159 112 85 1 40 1
561 235 126 181 1 40 1
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numero alkupaino vélipaino

loppupaino mk pit
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numero alkupaino véilipaino loppupaino mk pit It
599 184 k 40 -5
600 187 k 40 -5
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