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TIVISTELMA

Lampdtila on tarkea elididen levinneisyyttd ja rama rajoittava tekijd. Pohjoisilla
leveysasteilla lampotilavaihtelut ja kylmyys asedtia haasteita kaikille organismeille.
Esimerkiksi hyonteisille on kehittynyt lukuisia metelmia, joiden avulla ne selviavat
kylmista olosuhteista. Hyonteisilla ympariston &idsyet laukaisevat diapaussin eli
lepokauden ja se on yleinen keino sopeutua ympgarigausittaisiin muutoksiin. YKksi
aikuisvaiheen diapaussin muoto on niin kutsuttédigymisdiapaussi, jonka on havaittu
muun muassa parantavan kylmankestavyytta. Hyoateiskylmankestavyydessa
akklimaatiolla tarkoitetaan hidasta karaistumisghrkin olosuhteisiin, ja se on ominaista
hyonteisille, joista tulee syksylla lampdétilan lasdi laskiessa kylmankestavampia.
Kylmyys aiheuttaa hydnteisissa monenlaisia vast@taesimerkiksi geenien toiminta
muuttuu  kylmaaltistuksen seurauksena. Useita nimswtuja kylménkestavyyden
kandidaattigeenejd on voitu liittad hyonteisten ni@hkestavyyteen. Esimerkiksi
Drosophila melanogasteikarpaslajillaDca- ja Frost-geenien toiminta muuttuu kylméan
vaikutuksesta. Geenien toiminnan tutkimiseen hyiétee kylmankestavyydessa soveltuva
menetelmé on esimerkiksi kvantitatiivinen, reaébanen PCR-menetelma (qPCR). Tamén
tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdéd qPCR:n Bvgiaavatko luonnonoloja mukailevat
kylmakasittelyt (kylméshokki, kylméshokista palauinen ja akklimaatio) aikaaDca- tai
Frost-geenin toiminnan muuttumisen kontrollitasoon vewa Drosophila montana-
naarailla ja eroaako geenien toiminta sukukypsienligddntymisdiapaussissa olevien
naaraiden valilla.Tutkimuksen tulosten perusteella kylmakasittelyvaei muuttaneet
tutkimusgeenien toimintaa sukukypsilla yksil6ilBen sijaan tutkimusgeenien toiminta oli
diapaussaavilla naarailla voimakkaampaa kuin susik§ naarailla. Geenien toiminnan
muuttumattomuus sukukypsilla yksil6illa saattazaddeurausta esimerkiksi sukukypsien
yksildiden resurssien jakamisesta ja naaraidenatasulosuhteiden (kesd) aikaansaamista
tekijoistd. Sen sijaan geenien toiminnan muuttumitied&éntymisdiapaussissa olevilla
naarailla tukee aiempia tutkimustuloksia, joidenkaman diapaussi lisda valmiutta vastata
elinympariston stressiin, jollaisina myods kylmakédyja voidaan pitdd. Kaiken kaikkiaan
tutkimuksen tulokset antavat viitteita siitd, ek@hden tutkitun kylmankestavyysgeenin,
Dcan ja Frostn, seka lisdantymisdiapaussin ja kylmansiedonll&aliallitsee yhteys.
Tutkimuksen tulokset auttavat ymmartamaan parenkylimansiedon geneettisen taustan
laajuutta, avaten samalla runsaasti uusia tutkigsyskyksia.
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ABSTRACT

Temperature is one of the most important factorterdening the distribution and
abundance of organisms. In insects the abilityolerate cold varies greatly and many
insect species have evolved numerous adaptatiosistove in cold conditions. Diapause,
which is triggered by environmental factors, is @nmon way for insects to survive
seasonal environmental changes. One form of digpausdult insects is reproductive
diapause, which among other things, improves adgkerance. Cold acclimation is a slow
cold hardening that occurs in cold conditions asccoammon in many insect species,
enabling them to become more cold tolerant whermpésatures become extremely low.
Cold temperatures can cause several responsessactsnincluding changes in gene
expression levels. Several candidate genes havedoemected to insect cold tolerance. In
Drosophila melanogasteexpression levels dbca and Frost genes have been shown to
change in response to cold conditions. In thisystudsed the gPCR method to investigate
whether temperature manipulations that simulatarabtonditions (cold shock, recovery
from cold shock and acclimation) evoke changehedxpression levels of thgca and
Frost genes when compared to control level®msophila montandemales. | also tested
for differencies in gene expression levels betwepnoducing and diapausing females. My
results indicate that cold treatments did not ckaggne expression levels in reproducing
females when compared to control levels. Howevepression levels of both genes were
higher in diapausing females than in reproducingdies in all treatments. Constant gene
expression levels in reproducing females may folfoawn resource allocation or from the
summer conditions experienced by the females. dlitiad, the increased gene expression
levels in diapausing females found in this studgupported by previous research, which
indicates that diapause increases the capacityegpond to habitat stresses like low
temperatures. Overall the results of this studyeugs the idea that there is a link between
the two genes, reproductive diapause and cold aober. These results improve our
understanding of the genetic background of coldrézice and diapause and open the door
to many interesting research questions.
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1. JOHDANTO

1.1. Hyonteisten kylménsieto

Kylméa lampdtila asettaa haasteita kaikille orgamsie® ja myos hyonteiset kestavat
kylmi& olosuhteita vaihtelevasti (Clark & Worlan@@B). Hyonteisten kylmansietokyky on

useiden tekijoiden summa ja tutkimuskohteena varsielenkiintoinen ja runsaasti

tutkittu. Perinteisesti hydnteisten kylmankestavgys jaettu kahteen strategiaan, kylmaa
sietaviin ja kylmaa sietamattomiin lajeihin. Kylm&éetamattomat lajit selviavat alle 0

°C:een lampotilasta estamalla kehon jaatymistaamosta ylijaahtymispistettaan (piste,

jossa ruumiinnesteet jaatyvat) ja valttden nairkijailen muodostumisesta aiheutuvia
haittoja, kun taas kylmaa sietavat lajit kestavanhiston jaatymista (Lee 1991, Storey &

Storey 1988). Suurin osa hyonteisista ei kestéyiigta vaan ne kuolevat silloin, kun

hemolymfa eli verta vastaava hyodnteisen ruumiirengsityy (Denlinger & Lee 1998).

Kylmankestavyyden jakoa kahteen strategiaan pidetiiiyisin yksiselitteisyytensa
vuoksi riittAmattoméand ja esimerkiksi Bale (1993) $inclair (1999) ovat luoneet
tarkemman hyonteisten kylmankestavyyden luokitteBaien (1993) mukaan hyonteisten
kylmankestavyys jaetaan niin, etta jaatymista kedténjit ovat oma luokkansa ja kylmaa
kestamattomat lajit jaetaan edelleen viiteen edkkaan: jAatymista valttaviin, hyvin
kylmyyttad kestaviin, kohtuullisesti kylmaa kestéawiikylmyysherkkiin ja opportunistisiin
lajeihin. Sinclairin (1999) lisdys Balen (1993) kiteluun on jaatymistd kestavien
hyonteisten jako edelleen neljadn alaluokkaan.

Hyonteisen kylméankestavyytta voidaan mitata madethalla hyonteisen
ylijaahtymispiste (supercooling point, SCP) sekarlL(Tower lethal temperature) eli alin
lampdtila, josta yksikdan hyonteinen ei selvid hes#y (Czajka & Lee 1990). Vaikka
SCP:lla tarkoitetaan lampdétilaa, jossa ruumiinnetstgaatyvat, voivat jo paljon
korkeammat lampdétilat aiheuttaa kuoleman. EsimeikiRrosophila melanogaster
karpaslajilla toukkien, koteloiden ja aikuisten Miiglen SCP sijoittui lampdétilavalille -17
°C - -20 °C, mutta silti jo kahden tunnin altisteksjalkeen -5 °C:ssa puolet aikuisista
karpasistd kuolee (Czajka & Lee 1990). SCP ei sadttamatta kerro paljoakaan
hyonteisen todellisesta kylménkestavyydestd, vaatkintuksessa tulee aina ottaa
huomioon lampédtilan lisdksi myds altistusaika.

Hydnteisten kylmankestavyystutkimuksen alkuvaihegd4900-luvun alkupuolella,
tutkimus kohdistui hyonteisten fysiologiseen kylmaiioon, eikd kylmansietoa lisaavista
tai siilhen vaikuttavista mekanismeista tiedettyikkaan paljon (Clark & Worland 2008).
Tana paivana jatkuvasti kehittyvat tutkimusmeneélravat mahdollistaneet lukuisten
taysin uudenlaisten tutkimusten suorittamisen myg$nteisten kylmankestavyyteen
littyen. D. melanogaster-karpasenkoko genomitiedon julkaiseminen vuonna 2000
(Adams ym. 2000) vauhditti tunnetun malliorganismin ja muiden hydsien
kylmankestavyyden tutkimista sekd stressitutkimugéaeettisella tasolla. Perinteisten
sekvenssitason vertailututkimusten lisaksi uudeheteimat, kuten mikrosirutekniikka ja
kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR ovat edesa@tdrgeenien toiminnan tuntemusta ja
tuoneet esille runsaasti téaysin uudenlaisia tutkkgaymyksia.

1.2. Kylméan aiheuttamat vauriot

Vaikka hyonteisilla on lukuisia kylméaltd suojaaviaekanismeja, voi kylmyys silti
aiheuttaa niiden elimistéssda monenlaisia vauridgdman aiheuttamat vauriot riippuvat
lampdotilasta, sen vaikutuksesta kehon sisdltamdtervgaatymiseen ja itse hyonteisen
jaatymiseen (Michaud & Denlinger 2005) seka kylrtigmlsajasta (Denlinger & Lee
1998). Pienikokoisten vaihtolampdisten hyonteistammiista 70 % on vetta, joten suurin
kylmyyden mukanaan tuoma haitta on ruumiinnestei@gétyminen (Denlinger & Lee



1998). Suoranaisen jaatymisen lisdksi kylméan laitgibttiedetdadn aiheuttavan solussa
esimerkiksi proteiinien rakennemuutoksia (denatioha(Morris & Clarke 1987) ja
entsyymitoiminnan hairiintymista seké muutoksiauggisaisessa pH:ssa (Denlinger & Lee
1998).

Hyonteisilla lisd&ntymisjarjestelman tiedetddn aleverityisen herkka kylman
vaikutuksille. Esimerkiksi kylmakasittelyn saanébakarpasen§arcophaga crassipalpis
esiaikuiset (pharate adults) onnistuivat poistumeatelostaan, syéméaan ja parittelemaan,
mutta jalkeldistuotto vaheni (Denlinger & Lee 1998pulson ja Bale (1991) tutkivat
kylméakasittelyn saaneita huonekérpas-naaratasta domestigaja havaitsivat niiden
tuottavan vadhemmé&n munia elinaikanaan, kuin eitétigien kontrollinaaraiden.
Naaraiden heikentyneen jalkelaistuoton paateltievan seurausta seka lyhyemmasta
elinidstd ettd vahentyneestda munamaérastd. Lisélkimuksessa havaittiin, etta
kylmékasittelyn saaneiden naaraiden munien elinisyks oli huonompi kuin
kasittelemattdmien kontrollinaaraiden.

Lisaantymisjarjestelman liséksi hyonteisten herihadliitosjarjestelman toiminnan
tiedetddn olevan herkka kylmyyden vaikutuksille. mgitilan laskiessa hyonteiset
menettavat asteittain kykynsa liikkua. Pistettésspp hyonteinen menettdd lopullisesti
likuntakykynsda, hermojen ja lihasten menettdessiéninhtansa vastaanottaa sahkoisia
impulsseja, kutsutaan kylmékoomapisteeksi (DenlingelLee 1998). EsimerkiksiD.
melanogaster-lajin kylmakoomapiste on 0 °C (Gibert ym. 2001).ylidakooman
seuraukset hyonteisen fysiologiassa voivat altigasta riippuen olla joko pysyvia tai
palautuvia, eli altistusajan ollessa tarpeeksi tytpalaaminen lampimaan saa aikaan
palautumisen myds koomasta (Gibert ym. 2001). Vaikkyista kylmédkoomakasittelyista
aiheutuvien vaurioiden tiedetdankin olevan palaaiuriin useasti toistettuina ne voivat
kuitenkin vaurioittaa hermosolujen toimintakykya sgyasti. Esimerkiksi Yocum ym.
(1994) tutkivat useiden kylmakoomakasittelyjen waikksia lihakarpasers( crassipalpis
toimintakykyyn. Tutkimuksessa selvisi, ettd kylmékwakasittelyn esiaikuisvaiheessa
saaneet lihakarpaset jatkoivat normaalia kehitystégutta kun kasittelyja lisattiin, eivat
aikuiset karpaset pystyneet poistumaan koteloistaan

1.3. Kylmansietoon vaikuttavia tekijoita

Hyonteiset puolustautuvat kylmia olosuhteita vastamonin tavoin. Ensimmainen

puolustuskeino on kayttaytymisen muuttuminen, jallaalvehtiva hyodnteinen voi

hakeutua lampimaan mikroilmastoon (Denlinger & LE#¥98). Kaikki hyonteiset eivat

kuitenkaan hakeudu lampima&an ja hyonteisten kylragtdivyysstrategiaan kuuluukin
lukuisia molekyylitason sopeutumia mukaan lukieyokrotektanttien eli jaédnestoaineiden
ja INA-yhdisteiden (Ice Nucleating Agents) synteédachariassen & Hammel 1976),
metaboliatason lasku (lepokauden eli diapaussiranak ja sen mukanaan tuomat
muutokset sekd muutokset geenien toiminnassa (5t®87, Pfister & Storey 2006).

Hydnteinen voi myds kylmakaraistua eli kasvattaaitiaisesti kylmansietoaan.

Myds biologiset tekijat kuten hyonteisen sukupu&khitysaste ja ika vaikuttavat
kylmansietoon. Esimerkiksi 3-5 paivan ikais€t melanogaster-yksilot selvisivat
parhaiten kylmaaltistuksesta, kun vanhempien ykigld selviytyminen oli huomattavasti
heikompaa (Czajka & Lee 1990).

1.3.1. Kylmakaraistuminen ja kylménkestéavyys

Kylmia olosuhteita talvella kestavat hyonteisetagivalttamatta sieda kylmaa lampimina
vuodenaikoina, vaan Kkylmankestavyys saavutetaansylik vahitellen, tottumalla
kylmenevaan lampdtilaan (Clark & Worland 2008). igkaraistuminen voi tapahtua



nopeasti, lampdtilan ollessa alhainen vain muutamiguutteja, tai siihen saattaa kulua
tunteja tai jopa viikkoja (Hoffman ym. 2003).

Nopeassa karaistumisessa (rapid cold hardening, )R&igeutuminen kylmaan
tapahtuu minuuttien tai tuntien aikana (Cossins @vier 1987), jolloin myds fysiologiset
muutokset ovat paasaantdisesti palautuvia (Khazaeli 1997). Nopeaa karaistumista
pidetaan erityisen tarkeana sellaisilla alueillangsrille lajeille, joilla saattaa kevaisin ja
syksyisin esiintya nopeita ja suuria lampdétilantelinta (Czajka & Lee 1990).
Esimerkkina nopean kylmé&karaistumisen hyodyistd ©oulsonin ja Balen (1991)
tutkimus, jossa huonekarpasem. (domestica kotelovaiheen kaikki yksilot kuolivat, kun
ne siirrettiin suoraan -7 °C:een kahdeksi tunniglviytyvyys kasvoi 80 % silloin, kun
karpasten annettiin olla 90 minuuttia 0 °C:ssa ans#értamista nollan alapuoliseen
lampotilaan. Leen ym(1987) tutkimuksessa +25 °C:ssa kasvateutcrassipalpis -
lihakarpaslajiresiaikuiset eivat selvinneet kahden tunnin altiséska -10 °C:ssa, mutta jos
yksilGita pidettiin ennen altistusta vahintaan libumttia O °C:ssa, teki se selviytymisesta
todennakoisempéaa.

Kylmaan akklimoitumisella tarkoitetaan pitkékestajspaivien tai viikkojen aikana
tapahtuvaa kylmankestavyyden lisdantymista eli stalakaraistumista (Hoffman ym.
2003). Akklimaatiota tapahtuu varsinkin hyontedilljotka valmistautuvat syksylla
karaistumalla hitaasti talven kylmiin olosuhteis{ipenlinger & Lee 1998). Esimerkiksi
Chenin & Walkerin (1994) tutkimuksen mukaan aikemsD. melanogasteryksildiden
muutaman paivan akklimaatio kylmassa edesautteigspistd kylmashokista ja suojasi
jaatymiseltd. Akklimaation tehokkuuteen vaikuttaustat tekijat. Joissain tutkimuksissa
on tullut ilmi, ettd akklimaatio voi joillakin lajka toimia erittéain hitaasti. Esimerkiksi
Horin & Kimuran (1998) tutkimuksessa selvisi, etta joillakin ldgilmaksimaalinen
akklimaatiohydty saavutettin  vasta 16 paivan akllation jalkeen. Myds
karaistumislampotilalla ja paivanpituudella on meta akklimaatiossa. Kimura ym.
(1994) tutkivat akklimaation ja paivanpituuden (@&ivaa 11 °C tai 15 °C, paivanpituus
lyhyt tai pitkd) vaikutusta selviytymiseen 2 °C:ssillaDrosophilalajeilla (D. lutescens,
D. trilutea, D. prostipenniga D. takashi). Selviytyvyyden havaittiin olevan selvasti
parempaa lajeilla, joiden akklimaatiolampdtila dliL °C ja paivanpituus lyhyt, mita
voidaan pitdd sopeumana syksylla kylmeneviin jagpaviin olosuhteisiin. Kelty & Lee
(1999) puolestaan tutkivat asteittaisen lampotilaskun vaikutusta kylmansietoon,
mukailemalla tutkimuksessaan luonnossa tapahtuvateittaista kylmenemistd ja
huomasivat, ettd jos lampoétila laski 0,05 °C:ta @i °C:ta minuutissa, pararb.
melanogasterlajin yksildiden selviaminen kylméashokista.

Kylmékaraistumisen mekanismeista ei ole viela kkaan paljoa tietoa, mutta useat
eri tekijat liittavat karaistumisen ja paremmanrkgihsiedon toisiinsa. Kylmékaraistumisen
tiedetddn edesauttavan esimerkiksi jaatymiseltfaaui@n aineiden (kryokprotektanttien)
synteesid. Kryokprotektantteihin kuuluvat kolligaset kryokprotektantit ja ei-
kolligatiiviset kryokprotektantit. Kolligatiiviset  kryokprotektantit esiintyvat
ruumiinnesteissa suurina pitoisuuksina estaen nomesteiden jaatymista. Tavallisia
kolligatiivisia kryokprotektantteja ovat polyoliajsokerit, joiden pitoisuuden on todettu
nousevan myds karaistumisessa (Chen ym. 1987, rigjemli& Lee 1998). EsimerkiksS.
crassipalpis -karpasen kotelon hemolymfan glyserolipitoisuus 10800 % nopean
kylmakaraistumisen aikana (Chen ym. 1987). Ei-galiiviset kryoprotektantit suojaavat
my0s solujen kalvoja estaen esimerkiksi proteiiriaitallisia rakennemuutoksia ja solujen
kuivumista. Tunnetuimpia hyonteisten ei-kolligaigia proteiineja ovat proliini ja
trehaloosi. Esimerkiksi Fieldsin ym. (1998) jyvas@kkaalla $itophilus granarius)a
leseharolla (Cryptolestes ferrugineushekemassa tutkimuksessa selvisi, ettéd elimiston
trehaloosimaara kaksinkertaistui akklimaatiokalitte aikana. INA-yhdisteet (Ice



Nucleating Agents) aloittavat jaatymisprosessinmgds niilla on todettu olevan yhteys
karaistumiseen ja kylman aiheuttamien vaurioidejutaan. Hyonteisilla INA-yhdisteet
ovat proteiineja ja lipoproteiineja (Willmer ym. @0). INA:t saavat aikaan jaatymista
normaalia korkeammissa lampétiloissa ja tata kautta sisaltdvan suolen tyhjentyminen
edesauttaa karaistumista (Cannon & Block 1988). sKaiset vaihtelut hyonteisten
kylméankestavyydessad ovat yhteydessd my0s muutoksalukalvojen fosfolipidien
rasvahappokoostumuksessa (Phospholipid Fatty RtiEA) (Bennett ym. 1997, Kostal &
Simek 1998, Ohtsu ym. 1998) niin, ettad tyydyttakndien rasvahappojen maara kasvaa
kylmenevissa olosuhteissa. Maaran kasvu lisda Jaalvouoksevuutta, parantaen
kylménsietoa. Esimerkiksi Bennettin ym. (1997) akistidisella Eurosta solidaginis)
tekeméssa tutkimuksessa selvisi, ettd tyydyttymié#d rasvahappojen suhdeluku kasvoi
3,0:sta 4,2:een viilenevien syyskuukausien aikérsiksi tutkimuksissa on saatu viitteita
siitd, ettd solukalvojen rasvahappokoostumuksen toksat liittyisivat varsinaisen
karaistumisen lisaksi myds paivittaisiin l[Ampota#weluihin (Overgaard ym. 2006) ja
valojaksoon (Ohtsu ym. 1998, Hodkova ym. 2002).|Edeainittujen tekijoiden liséksi
kylmakaraistumisen tiedetdan edesauttavan muun gauafessiproteiinien tuotannon
lisdantymista (ks. Johdanto 1.5.1.).

1.3.2. Diapaussi ja kylménkestavyys

Lepokausi eli diapaussi edesauttaa eliditd sel@@midaitallisista ymparistdolosuhteista
(Williams & Sololowski 1993). Esimerkiksi useat tdean vyohykkeen hyonteiset
talvehtivat diapaussissa ja altistuvat néin ollenkista kylmimmille ja ankarammille
olosuhteille viettdessaan lepokautta (Denlinger & L1998). Diapaussia ei kuitenkaan
voida liittdd ainoastaan lauhkeiden tai kylmien wikkeiden lajeihin, ja tata kautta
kylmankestavyyteen, koska lepokautta viettavat nmpdglen lampdétilavyohykkeiden lajit.
Diapaussin laukaisevat muutokset ymparistoolosssdeikuten lampdétilassa ja paivan
pituudessa. Mahdollisia diapaussin aikaansaamiatoksia yksilossd ovat esimerkiksi
aineenvaihdunnan hidastuminen ja suolen tyhjentgmirOnkin arveltu, etta esimerkiksi
nama piirteet saattaisivat vaikuttaa hyonteisteimipkestavyyteen vaikka itse diapaussi
ei siihen vaikuttaisikaan (Denlinger & Lee 1998).

Diapaussin ja kylmankestavyyden yhteys voi olla rautai sattumanvarainen
(Denlinger & Lee 1998). Esimerkiksi maissikoisal{@strinia nubilalis) on kyse
satunnaisesta yhteydesta eli laji voi olla diap@sssasolematta kylmankestava: toukka
menee diapaussiin paivanpituuden lyhentyessa, miufize kylméankestavaksi vasta
altistuttuaan kylmélle (Hanec & Beck 1960). Kahdgdhljon tutkitulla lihakarpaslajillaS
bullata ja S. crassipalpisdiapaussi ja kylmankestavyys ovat tiiviisti yndegsa (Lee &
Denlinger 1985). Kyseisilla lihakarpaslajeilla kymkestavyys on osa diapaussia eika
erillistd kylmankestavyyden laukaisevaa ymparidij#é tarvita.S. crassipalpis-lajilla
kotelovaiheen diapaussissa olevat yksilot selvijo@h useita paivia lampdétiloista, jotka
ovat lahella niiden SCP:ta (-23 °C), kun taas samaahtymispisteen omaavat, ei-
diapaussissa olevat kotelot kuolevat -10 °C:ssatafinissa (Lee & Denlinger 1985).

Se missa kehitysvaiheessa diapaussiin mennadantelesihlajien valillda, mutta
esimerkiksi useillaDrosophilalajeilla diapaussi sijoittuu aikuisvaiheeseen (Kla&
Worland 2008). Yksi aikuisvaiheen diapaussin muoton niin  kutsuttu
lisaantymisdiapaussi. Lisaantymisdiapaussi parangksilon mahdollisuuksia selvita
esimerkiksi pitkasta ja kylméasta talvesta ja seté&ii hedelmoitymisen vuodenaikaan,
jolloin munien ja jalkelaisten selviytyminen on tthakodisempaé (Pener 1992). Valojakso
ja lampdtila indusoivat muiden diapaussin muotdi@voin myos lisaantymisdiapaussia.
Esimerkiksi Saunders ym. (1989) saivat selvilletd eD. melanogaster -lajilla
lisdantymisdiapaussin laukaiseva lampétila on 1Xé@periodin eli valojakson ollessa 10



tuntia valoa ja 14 tuntia pimeda vuorokaudessa. addtymisdiapaussissa
lisdantymispiirteiden kehitys pysahtyy paivanpitandnuuttuessa, naarailla ovarioiden eli
munarauhasten kehitys pysahtyy ja pariutumiskagttdjpen muuttuu molemmilla
sukupuolilla (Tatar & Yin 2001). Lisaantymisdiapaissa olevat aikuiset voivat kuitenkin
syoda ja pysya aktiivisina. Myos lisdantymisdiasdiss ja paremmalla kylmansiedolla
tiedetddn olevan joissakin tapauksissa yhteys. é&&iksi lisaantymisdiapaussissa olevalla
tuliluteella Pyrrhocoris apterup INA-yhdisteiden tuotto laskee, polyolejen lisagnja
solukalvojen rasvahappokoostumus eroaa verrattaesseikypsiin naaraisiin (Slachta ym.
2002). INA-yhdisteiden tuoton vahentyminen ja lis§&éyt polyolejen tuotto on samalla
tutkimuslajilla voitu liittdd myds kylméakaraistuneien (Hodkova & Hodek 1997, Kostél
ym. 2001).

Diapaussi hidastaa hyonteisen aineenvaihduntaaifaeekiksi Tatar ja Yin (2001)
huomasivatD. melanogaster-lajilla tekemassaén diapaussitutkimuksessa, ety@sm
vanheneminen hidastui lisdéntymisdiapaussin aikRrepaussissa olleet aikuiset pysyivat
elossa paljon pidempéaén kuin ei-diapaussissa glptan hitaaseen ikdantymiseen voikin
littya kohonnutta stressinsietokykya, kuten mydessurssien uudelleenjakoa yksilon
fysiologisen tilan sailyttamiseksi.

1.4. Geenien toiminnan tutkiminen

1.4.1. Kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR (qPCR)

PCR:lla eli polymeraasiketjureaktiolla tarkoiteta@olekyylibiologista menetelméad, jossa
kolmivaiheisessa reaktiossa kaytetaan hyvaksi DNKwperaasientsyymid ja kahta
oligonukleotidialuketta kohteena olevan DNA-alueeksponentiaaliseen monistukseen.
PCR koostuu sykleistd (yleensa 20-40 syklid), gpiss kolme perusvaihetta: (1)
kaksijuosteisen DNA:n denaturaatio, (2) oligonukigialukkeiden pariutuminen kohde-
DNA:n kanssa ja (3) nukleiinihapposaikeen synteesi.

Kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR (gPCR) antaasahbuttista tietoa ajoon
valittujen geenien toiminnan tasoista. qPCR:ssadistetaan lahetti-RNA:sta kaannettya
cDNA:ta eli komplementaarista DNA:ta. Suurin ergaiiseen PCR:aan verrattuna on se,
ettd gPCR:ssa PCR-tuotteen maaran muutoksia pietys@uraamaan reaaliaikaisesti,
jokaisen PCR-syklin jalkeen. gPCR:ssa jokainen tjpisien reaktio havaitaan
fluoresenssisignaalin keraantymisena. Ct-arvolieléctreshold) tarkoitetaan sitd syklien
maaraa, joka tarvitaan siihen, etta naytteen feanssisignaali ylittda tietyn kynnysarvon.
Ct-arvo on kaantaen verrannollinen nukleiinihapodarille kohdenaytteessa eli mita
alhaisempi Ct-arvo on, sitd enemman naytteessaukleimihappoa. Ct-arvo edesauttaa
siten kunkin naytteen kvantitointia. PCR-reaktioikaaa tapahtuvassa detektiossa
hyddynnetaan joko kaksijuosteiseen DNA:han sitoatdivoresoivia merkkiaineita, kuten
SYBR green -variainetta (Lekanne-Deprez ym. 20@&)fluoresoivia koettimia (Glegg
1992, Selvin 2005).

Fluoresoiva merkkiaine SYBR green sitoutuu gPCRymteesivaiheen jalkeen
syntyvaan kaksijuosteiseen PCR-tuotteeseen, migkid@sgksena fluoresenssi vahvistuu yli
100-kertaiseksi (Lekanne-Deprez ym. 2002). gPCt-lanittaa automaattisesti SYBR
green -variaineen lahettamén fluoresenssin jokaif¥DR-syklin jalkeen. PCR:an
denaturaatiovaineessa merkkiaine taas irtoaa DNAtgesta ja PCR-reaktio jatkuu
normaalisti. SYBR green -variaineen hyvind puolmdetaan sen yksinkertaisuutta ja sitd,
ettei se vaadi erillisten koettimien suunnittelttuonona puolena on sen epéatarkkuus,
SYBR green nimittdin Kkiinnittyy kaikkeen kaksijuesgeen DNA:han, myds PCR-
reaktiossa mahdollisesti syntyviin epaspesifisuotteisiin (Lekanne-Deprez ym. 2002).
Epaspesifisten  tuotteiden Ioytdmiseksi gPCR:ssa dagém niin  sanottu



10

sulamiskayraanalyysi, jossa ko. tuotteet nakyvakksavina sulamispiikkeina (Kubista
ym. 2006).

Jotta PCR:n lahettdmat fluoresenssit voidaan qPaRrmaiuttaa luotettavasti lahetti-
RNA:n maaraksi, tarvitsee jokainen qPCR-ajo norswadia. Normalisoinnissa kaytetdan
kahta eri menetelmaé, joko absoluuttista tai suligee normalisointia. Absoluuttisessa
normalisoinnissa geenien toiminnan maarittamisegnetdan konsentraatioltaan tunnettua
laimennossarjaa (Wong & Medrano 2005), kun taageslimen normalisointi tehd&én
kayttden referenssigeeneja (kontrolligeeneja) sisdi kontrolleina. Kontrolligeeneina
kaytetdadn esimerkiksi niin kutsuttuja taloudenp#egeja (housekeeping genes) (Pfaffl
2004), kuten GAPDH:ia j@-aktiinia, tai ribosomaalista RNA:ta (rRNA) (Pfaffl001,
Wong & Medrano 2005). Naiden geenien toiminnan ebéetn pysyvan vakaana eri
kasittelyjen vélilla, ja ne on valittava huolellakseen jokaiseen gPCR-ajoon.

1.4.2. Muita geenien toiminnan tutkimisen menetalmi

DNA-sirutekniikka (ns. mikrosirutekniikka) perustuniin ikd&n yksijuosteisten DNA
molekyylien kykyyn pariutua emasparisddnnon mukaduikrosirutekniikan yksi
tarkeimmista sovelluksista on geenien toiminnarntaaininen eli lahetti-RNA:n maéaran
monitorointi (Lockhart & Winzeler 2000). Mikrosirekniikan avulla voidaan tutkia satoja
tai jopa satojatuhansia geeneja samanaikaisestb@#e& Rowe 2004).

Menetelm&nd mikrosiruanalyysi on geenien toimintaatkittaessa melko
yksinkertainen ja etenee Monnin ym. 2002 mukaammesiiksi seuraavalla tavalla:
ensimmaisessa vaiheessa suoritetaan RNA:n eristyskd jalkeen eristetty RNA
kdannetdan cDNAksi. Kaantamisen jalkeen nayte itigmidaan ja leimataan
samanaikaisesti kahdella fluoresoivalla merkkidiaeéon olemassa myos yksivaridataa
tuottavia siruja). Leimaamisessa kaytettyja vaoejgt esimerkiksi Cy3 eli punainen ja Cy5
eli vihrea. Hybridisaation onnistuttua siru luetalaserpohjaisella mikroskoopilla ja
tulokseksi saadaan kuvat sirun fluoresenssistaetizhdri aallonpituudella, jotka kuvaavat
testi- ja verrokkinaytteiden cDNA:n hybridisoiturtdas kussakin sirun pisteessa.
Geenisirujen kuvat esitetaan varillising, jolloimrsinainen nayte nakyy punaisena ja
vertailunayte vihreana. Mikali geenin toiminta odytteessa lisaantynyt, nakyy tama
punaisena pisteend. Vihrea piste tarkoittaa heykgitfi toimintaa ja keltainen puolestaan
yhta aktiivista geenin toimintaa kummassakin n@agsa.

Kuvankerayksen jalkeen sirujen fluoresenssi mitat&assakin sirun pisteessa,
vahennetddn taustafluoresenssi ja muutetaan kuvaatdu informaatio luvuiksi.
Tietokonepohjaiset analyysiohjelmat kertovat tegtikontrollindytteiden véliset erot, ja
tatd kautta muuttavat geenien toiminnan suhdelwvuifoista voi bioinformatiikan
tydkaluilla maaritella geenien toiminnan tason (Moym. 2000).

Northern Blot -analyysin tarkoituksena on geenigrsiminnan maarittdminen
samanaikaisesti useammasta naytteesta. Trayhu@®)(Esittda northern blot -analyysin
kulun seuraavalla tavalla: ensimmaisessa vaiheéstsali-RNA eristetddn halutusta
naytteesta kayttden apuna esimerkiksi formaldehyphia saa solut rikkoutumaan,
proteiinit denaturoitumaan ja RNA:n muuttumaan diigeksi. Seuraavassa vaiheessa on
mahdollista erottaa lahetti-RNA totaali-RNA:sta misanottua poly-A+valintaa apuna
kayttaen, minkd jalkeen RNA-juosteet erotellaan sisbhan  perinteisella
agaroosigeelielektroforeesilla. Elektroforeesinkg#&#n seuraa niin sanottu blottaus eli
imeyttdminen esimerkiksi nylonkalvolle, jossa va@dakayttdd apuna joko vakuumia tai
kapillaaria. Onnistuneen blottauksen jalkeen nayttekiinnitetdan kalvolle joko
lampokasittelylla tai UV-valoa apuna kayttaen. Sewmassa vaiheessa valmistellaan
kaytettdva koetin, minké jalkeen se hybridisoiddatvolle. Koettimen hybridisoinnin
jalkeen kalvolta pestdén pois kaikki turha, ei-kittynyt RNA ja samalla pesun avulla
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varmistetaan, ettd koetin on Kkiinnittynyt oikeaamh#e-RNA:han. Pesun jalkeen
suoritetaan hybridisaatiosignaalien ajo, ajon kgyvjaltulosten maarittaminen.

1.5.Drosophila-lajien kylménkestavyyteen liitettyja geeneja

1.5.1. Lampdshokkiproteiinit ja niitd koodaavat igee

Poikkeavat ympadristdolosuhteet muuttavat geenieémimtaa ja saavat aikaan niin
kutsuttujen stressiproteiinien tuotantoa (Willmen.y2000). Hyonteisilla lampéshokki
(Hsp) -proteiinit litetddn usein nimensad mukais&snposhokkiin mutta niiden tiedetaan
olevan osallisina my6s muissa elimiston stresgsio (Hoffmann & Parsons 1991), kuten
kylmaaltistuksessa. Hsp-proteiinit toimivat soludegperoneina eli auttajina ja niiden
varsinaisena tehtavana on proteiinien laskostumesiEsauttaminen (Burton ym. 1988) ja
tata kautta niilla on oletettavasti myds kyky ktajastressin seurauksena vaurioituneita
proteiineja (Qin ym. 2005).

Hsp-ryhmista merkittavimpana kylmankestavyyden ladtian pidetaan Hsp70-
proteiiniperhettd (Denlinger & Lee 1998), vaikkakimustulokset Hsp70-proteiiniperheen
osallisuudesta kylméankestéavyydessa ovatkin eritigiriitaisia. Esimerkiksi Overgaardin
ym. (2005) sekd Keltyn & Leen (2001) tutkimuksiddsp70:ta ei voitu liittdd nopeaan
kylmékaraistumiseen eika mydsk&aan kylmashokkiin,n ktaas useissa muissB.
melanogaster-lajilla tehdyisséa tutkimuksissa Hsp70 voitiin @i kylm&altistukseen.
Esimerkiksi Colinet ym. (2009) saivat gPCR:n avu#seméassaan tutkimuksessa selville,
ettd Hsp70Aageenin toiminta lisaantyi D. melanogaster -lajilla erityisesti
kylmaaltistuksesta palauduttaessa. Hsp70-protaiinegsiintyy  eukaryoottisolussa
endoplasmakalvostossa, tumassa, sytoplasmassatg&ondrioissa (Heino & Vuento
2002).

Hsp-proteiineista  myds  muiden  kuin  Hsp70:n tiedetad liittyvan
kylmankestavyyteen. Esimerkiksi Hsp23-, Hsp26- jap8B -proteiineja koodaavien
geenien toiminta lisdéntyi nopean kylmakaraistumisgkana (Qin ym. 2005). Naiden
kolmen proteiinin tiedetaan toimived. melanogasterlajilla munasarjojen suojasoluissa
ja onkin arveltu, ettd naiden geenien toimintatyii osaltaan lisd@antymisen
pysahtymiseen lampdstressin seurauksena ja mydheradd@sauttavana tekijana tilasta
palauduttaessa (Zimmerman ym. 1983). Kuitenkin isyse proteiinien merkitys
kylmakaraistumisessa jaa epaselvaksi. TiedetdansgtdaD. auraria -lajilla Hsp83-
proteiinia koodaavan geenin toiminta lisaantyi hattavasti karpasten joutuessa pitkaksi
aikaa 0 °C:n lampdtilaan (Yiangou ym. 1997) ja oyomraportoitu, etta kaikki tunnetut
Hsp:t ilmentyisivéat kyseisessa lampotilagsanelanogasteryksil6illa (Burton ym. 1988).

Hsp-proteiineja koodaavien geenien (esirfilsp70, Hsp2B toiminnan on
tutkimuksissa todettu lisdantyvan myos kotelovaihdmpaussissa olevilla. crassipalpis
-lihakarpasilla (Yocum ym. 1998, Rinehart ym. 200@)toiminnan kasvun on todettu
olevan riippumaton lampdétilastressista (Rinehart 607).

1.5.2. Kylmankestavyyden kandidaattigeenit

Hsp-proteiineja koodaavien geenien lisdksi mydsdewigeenien toiminnan on havaittu
muuttuvan kylmaaltistuksen seurauksena hyonteislméankestavyyteen vaikuttavia
geeneja on etsitty paljoD. melanogasterlajilta ja erddssa mikrosirututkimuksessa 37
geenin toiminta muuttui karpasten kylmékaraistumisskana (Qin ym. 2005). Yii
kolmasosa naiden geenien koodaamista proteiin@it&alvoproteiineja, mika olikin
odotettavissa, koska kalvojen rasvahappokoostumuksgedetdaan  muuttuvan
lampéotilamuutosten seurauksena (Haque & Russel)2004
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Frost-geeni Fst) on yksi solussa kylmaaltistuksen aikana esiirgtgv/niin kutsutuista
kylmankestavyyden kandidaattigeenei$ttostgeenin koodaaman proteiinin perimmaista
toimintaperiaatetta solussa ei tiedetda, mutta sesia perusteella sen on arveltu olevan
mysiinin kaltainen proteiini, jota eritetddn henmlaan (Goto 2001). Esimerkiksi Goto
2001 havaitsiD. melanogaster-lajilla Northern Blot -tekniikan avulla tekem&ssaa
tutkimuksessa, ettdFrostn toiminta lisdantyi varsinkin pitkastd kylmaattiksesta
palauduttaessa (8 tuntia, 0 °C). Qin ym. (200%ivat Frostn transkriptiotasoja nopean
kylmékaraistumisen aikana ja saivat selville, es&n toiminta lisdantyi myos
kylméakaraistumisen seurauksena, mutta nousu eifgée huomattavaa kuin Goton (2001)
tutkimuksessa. Goton (2001) sekd omien tutkimustaltsa perusteella Qin ym. (2005)
kuitenkin spekuloivatFrostgeenilla olevan tarkean roolin kylmékaraistumisega
kylmaaltistusvaurioissa.

Toinen Drosophilaiajien kylméankestavyyteen liitetty geeni dbrosophila cold
acclimation geneeli Dca (nisékkailla homologinen geeni amp-3(0, jonka koodaamalla
proteiinilla on tehtava solunsisais€e’-homeostasian saatelyssa. Nisakkadtap-30
litetddn ikdantymiseen ja sen toiminnan tiedeté&imenevan yksilén vanhetessa (Fujita &
Maryuama 1998, Fujita ym. 1998kun taasD. melanogasterkarpasilla Dca-geenin
toiminnan  on  havaittu  lisdantyvan  ikdantymisen  rayét (Goto  2000).
KylmankestavyystutkimuksissBca-geeni liitetddn erityisesti akklimaatioon, esimlksk
Goton (2001) tutkimuksesdaca-geenin transkriptiotasot nousivat kin melanogaster
yksilGita pidettiin 1-2 vuorokautta 15 °C:ssa. Sen sijaan @im (2005) ja Sinclair ym.
(2007) huomasivat tutkimuksessaan, etta useistatankiandidaattigeeneista poikef@ca
geenin toiminta laski kylmaaltistuksen jalkeen, @iinclairin ym. (2007) arvioiden
mukaan saattaa kertoa vain erilaisestd-Gaatelysta naiden kahden tapahtuman valilla.

Desaturasejeenin(desat? toiminta solussa liitetd&n rasvahappojen biosgite,
ja tatéd kautta myos tdman geenin on arveltu ligtyvkylmankestavyyden saatelyyn
(Overgaard ym. 2005). Esimerkiksi Greenberg yni0®) tutkivat desat2geenin eri
alleeleja D. melanogaster-populaatioilla ja paattelivat, ettd eri alleelihastavat olla
vastuussa kylménkestéavyyden variaatiosta samam leji populaatioissa. Toisaalta
esimerkiksi Sinclair ym. (2007) eivat havainnedgsat2geenin toiminnan muuttuvan
kylmaaltistuksessa tai sen jalkeen, miké ei ollletaitavaa, koska solukalvojen
koostumuksen voisi kuvitella palaavan takaisin reaiiksi kylmaaltistuksesta
palauduttaessa (Clark & Worland 2008). Mytesaturaseleli desattgeenin koodaaman
proteiinin tiedetddn vaikuttavan solukalvojen fdigidien koostumukseen ja tata kautta
myos se on liitetty kylménkestavyyteen (Montooth.y2906). Toisaaltalesattgeenin
tiedetd&n toimivan myds feromonien biosynteesisadgur ym. 2002).

Muista kandidaattigeeneis&ialic acid phosphate synthasdi Sasgeenilla tiedetdan
olevan tekemista jaén sitoutumisen ja jaatymisweasteanssa (Kim ym. 200ZJrehalase-
eli Treh-geeni liitetdén soluissa trehaloosin synteesiimgtaboliaan, ja trehaloosi saa
hyonteisissa aikaan parempaa stressinsietoa sekdii tony0s energianlahteena
hemolymfassa (Chung 2008). Trehaloosin tuotant@ahsyy hyonteisilla kylmissa
olosuhteissa ja sen tiedetddn myos toimivan jadaesiena (Lee 1989). Vaikka
hyonteisten kylménkestavyyden kandidaattigeeniganius on viimeaikoina vauhdittunut
ja tietomaara tutkimuksen mukana lisaantynyt, ls&titutkimuskysymykset ovat edelleen
avoimia ja lisatutkimusta tarvitaan.

1.6. Pro Gradu -ty6n tavoitteet

Aiempien tutkimusten pohjalta tiedetdan, ettd Id@hisdiapaussi parantaa
kylméankestavyytt®d. montanamahlakéarpasella (L. Vesala, julkaisematon). Tatkiseni
tarkoituksena oli selvittaa kylmankestavyyden gétisté taustaa seuraamalla qPCR:n
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avulla kahden kylmankestavyyteen liitetyn kanditgaenin,Dcan ja Frostn toimintaa
kylmashokin aikana, siitd palauduttaessa seka rakldiiossa. Tarkoituksena oli selvittaa
tapahtuuko naiden kahden geenin toiminnassa muatokgiman vaikutuksestaD.
montanalla Tutkimuksessa kaytettiin lisdantymisdiapaussisdavia ja sukukypsia
naaraita, koska diapaussin tiedetdén lisaavanajaisstapauksissa kylménkestavyytta
(Denlinger & Lee 1998). Tydssa mitattiin aluksi 8l#smtymisdiapaussissa olevien ja
kylmaéan akklimoituneiden naaraiden kylmankestavyyalla haluttin varmentaa, etta
nama ilmiot vaikuttavat kylmankestavyyteen kayttdsdi tutkimuspopulaatiossa.
Tutkielmani  p&akysymykset olivat 1) muuttuuko tutkisgeenien toiminta
kylméakasittelyjen seuraukselda montana-naarailla verrattaessa kontrollinaaraigan2)
eroaako geenien toiminta sukukypsien ja lisaantgiapaussissa olevien naaraiden valilla.
Hypoteeseina olivat 1) geenien toiminta muuttuu mdkasittelyjen seurauksen@.
montana-naarailla verrattuna kontrollitasoon ja 2) lis@msdiapaussissa olevat naaraat
sietdvat kylmaa paremmin kuin sukukypséat naaraat tggen myos tutkittavat
kylmankestavyyden kandidaattigeenit toimivat niglégkukypsia naaraita enemman.

2. AINEISTO JA MENETELMAT

2.1. Tybssa kaytetyDrosophila-lajit

Drosophilamahlakarpéset soveltuvat hyvin alhaisen l[Ampotaikutuksen tutkimiselle,
silla lajeja [Oytyy maailmanlaajuisesti erilaisista elinymparistéista  ja
ympaéristogradienteista (Shorrocks 1977, Ayrinhac 2004). Tutkimuslajina tassa tyossa
kaytettiin D. montana-lajia, joka kuuluu alkuperaltdan Manner-AasiaaisD. virilis -
lajiryhm&én (Throckmorton 1982p. montanalajin levinneisyys ulottuu pohjoisessa aina
30°N:sta 70°N:een saakka.D. montanalla on my6s tutkimuksen vaatima
lisdantymisdiapaussi. Erityisen mielenkiintoisetkitmuskohteerD. montana-kéarpasista
tassa tutkimuksessa tekee se, ettei lajin kylmdakggteen liittyvien kandidaattigeenien
toiminnasta ole aikaisempaa tietoa. Kaikki tutkireessa kaytetyt yksilot ovat peraisin
linjasta, joka perustettiin vuonna 2008 Oulangd8aomi, 66°N) kerattyjen 20 naaraan
jalkelaisista. Tutkimuksessa kaytettiin sukukypge lisddntymisdiapaussissa olevia
naaraita, koska haluttiin tutkia myds naaraan fggiisen tilan vaikutuksia kylméansietoon
geenien toiminnan tasolla. Kandidaattigeenit onittgtsD. melanogaster -lajin
genomitiedon perusteella FlyBase-tietokannastaig@m avulla on suunniteltu alukkebt
montana -lajille kayttden hyvaksiD. montanan lahilajin, D. viriliksen genomidataa
(Kankare ym. 2010).

2.2. Lisdantymisdiapaussin  ja  akklimaation  vaikutus kylméansietoon
tutkimuspopulaation naarailla

Ensimmaiseksi Pro gradu -tydssani testattiin k#wéin tutkimuspopulaation naaraiden
kylméansietoa, seké lisddntymisdiapaussin ja akldiioa vaikutusta siihen. Liséksi halusin
varmuuden siihen, etta tutkimuspopulaation naassviavat hengissa tutkimuksessa
kaytetyistd kylméakasittelyista (Taulukko 1). Kysein koe suoritettiin hyonteisten
kylméansietokokeissa yleisesti kaytetylla menetelénédsim. Gilbert ym. 2001, David ym.
2003), jossa tarkoituksena oli mitata hydnteiseamit@akyvyn palautumisnopeutta rajun
kylmaaltistuksen jalkeen (hermosolujen toiminnan laptumisnopeutta pidetdan
kylméansietokyvyn mittana hyonteisilla tehdyiss&innuksissa).

Ennen varsinaisia kylméakokeita kaikki Pro gradu tkieimassani kaytetyt
naaraskarpaset kerattiin kasvatuspulloista vuord&aukaisind. Valittdmasti kerayksen
jalkeen naaraat siirrettin kasvamaan +17 °C:eeft (35 °C) 14 vuorokaudeksi
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ravintoseosta sisdltaviin  kasvatusputkiin, kahteami |&mpokaappiin. Toisessa
lampokaapissa valaistusolosuhteet olivat 22 tuwdilma ja 2 tuntia pimeda (22:2, pitka
paiva, sukukypsyys) ja toisessedD. montana -lajin Oulangan populaation
lisaantymisdiapaussin edellyttamat 16 tuntia vgba tuntia pime&éd (16:8, diapaussi).
Kokeessa kaytettin samanikéisia karpasia, sillan idiedetdédn vaikuttavan
kylmankestavyyteen (Czajka & Lee 1990).

Kylménsietokokeessa 20 lisaantymisdiapaussissa aaleya 20 sukukypsaa
kontrollinaarasta, sekd 20 lisdantymisdiapaussdseaa ja 20 sukukypsaa akklimaatio-
kasittelyn saanutta naarasta laitettiin 16 tunniksfC:een (t&ssa ajassa naaraat menevat
kylmédkoomaan). Akklimaatio-k&sittelyssa karpastemedtiin akklimoitua kylmaan 24
tuntia +10 °C:ssa (akklimaatiol, Taulukossa 1, Kd@.3.3.). Kylmakasittelyn jalkeen
naaraat asetettiin nopeasti koe-alustoille, josdaigelle naaraalle oli oma 4X4 cm:n
osasto (osastoja yhdessa levyssa yhteensa 12 lkpéjalustalle asettelun jalkeen kunkin
naaraan kylmakoomasta herdamisaika Kirjattiin yljs katsottiin vaikuttaako
lisdantymisdiapaussi tai akklimaatio merkitsevastiddmisaikaan. Kokeen jalkeen naaraat
sdilottin 70 % etanoliin, avattin ja maaritettiirovarioiden tilan mukaan joko
diapaussaavaksi tai sukukypsaksi. Sukukypsalldaaarovariot ovat suuret, valkoiset ja
helposti havaittavissa, kun taas diapaussaavallainhyienet ja lapikuultavat.
Kylmansietotutkimus toistettiin identtisena yhdegrran. Aineiston tilastolliset analyysit
suoritettiin SPSS 15.0-ohjelmalla.

2.3.Dca- ja Frost-geenien toiminta tutkimuspopulaation naarailla

2.3.1. Kylmakasittelyt

Ennen kylmé&kasittelyja naarakarpésia oli kasvatekuuten edella. Ensimmaéisesséa
kasittelyssa noin 60 yksiloa (30 diapaussaavaaOjastkukypsad) laitettiin tunniksi 0
°C:seen (shokkil). Toisessa kasittelyssa yksiloataétivat samat, mutta lampdtilaa
laskettiin -6 °C:een ja altistusaikaa vahenneBiinminuuttiin (shokki2). Ensimmaisen ja
toisen Kkasittelyn jalkeen vyksilot upotettiin vadthasti muoviputkissa (noin 10
karpasta/putki) nestetyppeen ja siirrettiin sailéymapakastimeen (-80 °C). Nestetyppeen
upotetut karpaset kuolivat heti, jolloin saatiifleganettua kasittelyn aikaiset RNA-tasot.
Kolmannessa kylmakasittelyssa yksilomaarat, akkaka- ja lampdétila olivat samat kuin
ensimmaisessa kasittelyssda, mutta karpasten annefialautua kylméashokista
huoneenlammossa (20 °C) 30 minuutin ajan (palauten)j minka jalkeen yksilot
upotettiin nestetyppeen ja siirrettiin pakastim€Eeaulukko 1).

Akklimaatiota testattiin taulukossa 1 esitettyjeretdjen pohjalta niin, etta
ensimmaisessa kasittelyssa noin 30 diapaussaaifagakukypsééd naarasta siirrettiin 24
tunniksi olosuhdekaappiin +10 °C:een (akklimaatiolljisessa kasittelyssa yksildomaarat
ja altistusaika olivat samat mutta lampétila oli %5 (akklimaatio2). Kasittelyjen jalkeen
suoritettiin nestetypetys ja pakastaminen kutetig&de

Varsinaisten kylmakasittelyjen lisaksi suoritettiin  kontrollikasittely.
Kontrollikasittelyssa noin 30 diapaussaavalle jes@BRukypsalle, 14 vuorokauden ikaiselle
naaraskarpaselle ei annettu mitdan kylmakasittedgé ne toimivat gPCR:ssa verrokkeina
kasitellyille karpasille. Kontrolleina toimineet tgiset kasvatettiin samoissa valojaksoissa
kuin koeyksildt, minka jalkeen ne laitettiin suonaaestetyppeen ja edelleen sailéon
syvapakastimeen.
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Taulukko 1. Koeasetelman mukaiset kylmékasittelyt.

Kasittelyn kesto  Lampétila  Palautuminen Kéarpasten
Késittely tunteina () tunteina Diapaussi _maara
! 0 : P
Shokki2 8:: :g 8 Kélila gg
Palautuminen 82 g %55 Kyl|E|<i':1 33?0
Akklimaatiol gj 18 K)|/5”ia 28
Akklimaatio2 gj 55 Ké:la g((])

2.3.2. RNA-eristykset

Ennen varsinaisia RNA-eristyksia jokainen eristghsepaatyva karpanen avattiin
nopeasti (niin, ettei karpadnen ehtinyt sulaa) pirse avulla mikroskoopin alla, ja
maariteltiin ovarioiden tilan mukaan joko diapaussiksi tai sukukypséksi (kuten edelld).
RNA-eristyksiin kaytettin Qiagenin eristyskittidRNeasy Protect Mini Kit, Qiagen).
Jokainen RNA-eristys (6 yksilod/eristys) aloitettisekoittamalla Eppendorf-putkessa
600ul RLT-puskuria ja 6upl 2-merkaptoetanolia. Sdieattiin putkeen, joka sisélsi 6
diapaussitilaltaan tarkistettua karpasyksilod. Mapbmogenisoitiin nopeasti steriililla
homogenointisauvalla jaissa, minka jalkeen sudaiitesentrifugointi (3 minuuttia, 13000
kierrosta minuutissa).

Sentrifugoinnin jalkeen p&allimmainen, lapikuultaviaasi siirrettiin  uuteen
Eppendorf-putkeen ja liséttiin yksi tilavuus (60P0 % etanolia. Seuraavaksi nayte
pipetoitin RNeasy pylvaaseen, jonka alla oli 2nputki ja sentrifugoitiin 15 sekuntia, 10
000 kierrosta minuutissa. Lapi tullut liuos heifettjateastiaan ja suoritettin DNaasi
kasittely. DNaasi-kasittelyn ensimmaisessa vaiteqapetoitiin 3504l RW1-puskuria
RNeasy-pylvadseen ja sentrifugoitiin 15 sekunttaPQ0 kierrosta minuutissa. Lapi tullut
liuos poistettiin mutta samaa putkea kaytettiinlleeé® seuraavassa vaiheessa. Erillisessa
putkessa sekoitettiin varovaisesti 10ul DNaasigdjal RDD-puskuria, minka jalkeen seos
lisattin RNeasy-pylvddseen ja odotettin 15 min@utennen seuraavaa vaihetta. 15
minuutin jalkeen pylvaaseen lisattin 3501 RW1ldausa ja sentrifugoitiin 15 sekuntia
10 000 kierrosta minuutissa. Lapi tullut liuos ketiih jate-astiaan ja alaputki vaihdettiin.

Seuraavassa vaiheessa pylvaaseen lisattiin 500gdpRfkuria ja sentrifugoitiin 15
sekuntia, 10 000 kierrosta minuutissa. Lapi tulilubs poistettiin, lisattiin edelleen 500ul
RPE-puskuria ja sentrifugoitiin aluksi 2 minuutti®) 000 kierrosta minuutissa ja edelleen
1 minuutti, 13 000 kierrosta minuutissa. Taman gélk alaputki heitettiin jateastiaan ja
RNeasy-pylvas siirrettiin  uuteen Eppendorf-putkeg@rhon pipetoitin  30pul RNaasi-
vapaata vettd. Pylvasta sentrifugoitiin aluksi noittii 10 000 kierrosta minuutissa, minka
jalkeen lapi tullut neste pipetoitin uudelleen y@éseen ja sentrifugoitiin edelleen 1
minuutti, 10 000 kierrosta minuutissa. Lopuksi RIgieisuus ja naytteen puhtausaste
maaritettin NanoDrop ND-1000 spektrofotometrill&lanoDrop, Wilmington, USA).
Eristettyd RNA:ta sailytettiin pakastimessa, -20s¥a. Ennen RT-PCR:4aa jokainen nayte
laimennettiin niin, etta totaali-RNA:ta tuli jok@&ien cDNA-synteesiin sama maara.
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2.3.3. cDNA-synteesi (RT-PCR)

Eristetty totaali-RNA k&annettiin vastaavaksi cDIKsi:kaupallisella kitilla (iScript cDNA
Synthese Kit, Bio-Rad, CA, Hercules). Kuhunkin 2 RT-PCR-reaktioon tuli 12-14pl
nukleiinihnappo-vapaata vettd, 4ul 5x iScript ReacttiMix:id, 1upl iScipt Reverse
Transcriptase -entsyymia ja 1-3ul RNA-templaatkahunkin reaktioon tuli 500 ul
RNA:ta, jolloin veden ja RNA-templaatin pl-maarasaihtelivat reaktiossa riippuen
saadusta RNA-pitoisuudesta. RT-PCR ajettiin C10B6rihal Cycler PCR-Ilaitteilla (Bio-
Rad) seuraavalla ohjelmalla: 5 minuuttia 25 °Cnd@uuttia 42 °C, 5 minuuttia 85 °C ja
lopuksi pysyva tila 4 °C. Saadun cDNA:n laatu jijgiuus tarkastettiin jalleen NanoDrop
ND-1000 spektrofotometrilla ja naytteet saildtiakastimessa -20 °C:ssa. Ennen gPCR -
ajoa naytteet laimennettiin 200 ng/ul konsentraetio

2.3.4. RNA- ja cDNA-eristysten puhtaus

RNA- ja cDNA-pitoisuudet mitattiin NanoDrop ND-10Gpektrofotometrilla. RNA-nayte
on puhdas, kun sen absorbanssiarvo 260/280 onldabg&l ja 260/230-arvo yli 1,8, ja
DNA-nayte, kun 260/280-arvo on lahella 1,8 ja 2@80-arvo lahella 2,0.

2.3.5. Kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR (QPCR)

Geenien toiminnan maarittamiseen kaytettin gPCReteEmaé. Kyseinen menetelma
valittiin tutkimukseen sen tulosten luotettavuudanreaktioiden hyvén toistettavuuden
takia.

Jokainen gPCR-ajo suunniteltin huolellisesti Biaeith 96-kuoppalevylle ennen
varsinaista naytteiden ajoa. Kuhunkin 20ul PCR-ieak kaytettiin 12,5 pl i@ SYBR®
Green Supermix:id (Bio-Rad), 1l molempia geeneidibmiiksi suunniteltuja spesifisia F-
ja R-alukkeita, 5 pl laimennettua templaatti-cDNAj& 0,5 pl steriilia vettd. Kussakin
gPCR -ajossa ajettiin molemmat tutkimusgeenit jesk&ontrolligeenia (Taulukko 2) seké
negatiivinen kontrollindyte, joka sisalsi samat gemssit kuin muut naytteet
lukuunottamatta templaattia.

Tutkimuksessa kayttamani kontrolligeertiflo48D:n (Elongation factor 1 alpha
48D) ja elf-4an (Eukaryotic initiation factor4a valittin  Kankareen ym. (2010)
tutkimuksen perusteella. Kontrolligeenit oli tutkiksessa todettu toimiviksi
lisdantymisdiapaussissa olevien ja sukukypsier@ikigin valisissa vertailuissa.

Taulukko 2. Tutkimuksessa kaytetyt alukkeet ja enicemasjarjetys. Geeneista kaksi ensimmaista
on varsinaisia tutkimusgeeneja ja loput kaksi gRpIssa kaytettyja kontrolligeeneja.

Geenin nimi F-aluke(5'-3") R-aluke(5'-3")

Dca (smp-30) CAGAACAAGACGTACAGGAC TCATCGCCAATGTAGCGCAT
Frost (Fst) ATTTGGATCATGGACGCTGG AGCCTGAGTAGACTCCGATT
Efla48D TCTACAAGTGCGGTGGTATC GAGGTACCAGTGATCATGTTC
elf-4a AAGGGTGTTGCGATCAACTT CGGCAATATTAGCAGGCATT

gPCR-ajot ajettin CFX968 Real-Time PCR -laitteella, ja analysoitin CFX
Managem™ Software -ohjelmalla (versio 1.1.). qRCR-ajoissaytktty PCR-ohjelma on
esitetty taulukossa 3. Tulosten luotettavuudenatisgeksi poikkeavan reaktiokayran
omaavat naytteet poistettiin analyysistd, jolloinnakkaisten naytteiden maara saattoi
vahentya ajoa analysoitaessa.
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Geenien toiminnan erojen tilastollinen merkitsevyysi naytteiden valilla
maaritettin REST 2009-ohjelmallaht{p://www.gene-gquantification.de/rest-2009.Html
REST-ohjelma kayttaa tilastollisen merkitsevyydaskemiseen satunnaistamista ja ns.
"bootstrapping” tekniikkaa. Ohjelma hyddyntaad madamtista mallia, joka ottaa tulosten
normalisoinnissa huomioon seka tutkittavan geett# kontrolligeenien PCR-reaktioiden
tehokkuudet.

Taulukko 3. Tutkimuksessa kaytetty gPCR-ohjelma.

Ohjelman vaihe Kesto min:s Lampdtila (°C) Kierrokset
1. Alkudenaturaatio 3:00 95,0 1
2. Denaturaatio 0:10 95,0
3. Alukkeiden kiinnittyminen 0:10 54,0 40
4. Synteesi 0:30 72,0
5. Sulamiskayraanalyysi 0:10 95,0
0:05 65,0 1
95,0
3. TULOKSET

3.1. Lisdantymisdiapaussin ~ ja  akklimaation  vaikutus kylméansietoon
tutkimuspopulaation naarailla

Heraamisaikojen tilastollisen merkitsevyyden md@miseen tutkimuksessa kaytettiin
kaksisuuntaista varianssianalyysid (ANOVA). Varsiasalyysin oletuksiin kuuluu
normaalijakautuneisuus seka varianssien yhtasuurddermaalijakautuneisuus oli
analyysissd voimassa. Levenen testilla mitattu avessien yhtasuuruusoletus ei
tutkimuksessa tayttynyt, mink& vuoksi testin lutatetiutta nostettiin laskemalla p-arvoa,
p<0,001. Tutkimuksessa suoritetut toistot eivatnaeeet tilastollisesti merkitsevasti
toisistaan (t(150)=0,050, p=0,954), joten ne arwtis yhdessa.

Tutkimuksessa selvisi, ettd lisdaantymisdiapaussilla akklimaatiolla ol
yhdysvaikutus (F(1)=18,568, p<0,001) (Kuva 1). kslen tarkempaan tutkimiseen
kaytettiin t-testia, jossa tarkasteltiin aineistedllisissd osissa. t-testissa varianssien ei
oleteta olevan yhtasuuret, joten tilastollisen ritegvyyden rajana kaytettiin p-arvoa 0,01.
t-testin mukaan diapaussissa olleet naaraat selvikyimakasittelyista nopeammin, jos ne
olivat saaneet akklimaatiokasittelyn verrattunailfifsin, jotka eivat tata kasittelya saaneet
(t(68,113)=-4,541, p<0,001). Samoin sukukypsilla@amadla akklimaatiokasittely paransi
kylmankestavyytta (t(68)=-7,943, p<0,001). Tarkhatssa diapaussin vaikutusta
herdamisaikoihin erikseen akklimaatiokasittelynnedléa ja ei-akklimoituneilla yksil6illa,
havaittiin, ettd diapaussi nopeuttaa kylmakoomakrdaamista ei-akklimoituneilla
verrattuna sukukypsiin (t(72)=-6,585, p<0,001), tautakklimaatiokasittelyn saaneilla
diapaussin merkitys ei ollut tilastollisesti mesdeva (t(61,587)=-2,136, p=0,036),
merkitsevyyden riippuessa p-arvolle asetetustaasjasta.
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Kuva 1. Lisdantymisdiapaussin ja akklimaation vailku tutkimuspopulaation naaraiden
herddmisaikoihin. Kuvassa nakyy kylmédkoomasta mmeisiika minuutteina kussakin
kasittelyssa seka herddmisajan keskivirhe.

3.2. Tutkimusgeenien toiminnan maarittdminen, suhtellinen normalisointi

Tutkimuksen tulosten analysointiin qPCR:ssa kaiettahden kontrolligeenin avulla

suoritettavaa normalisointia (ks. Johdanto 1.4.1Normalisoinnissa kaytettiin

kontrolligeeneja, joiden tiedettiin toimivan sanaalltavalla seké& sukukypsilla etta
lisdantymisdiapaussissa olevilla naarailla normasdeolosuhteissa (Kankare ym. 2010),
sen sijaan niiden toiminnasta eri kylméakasittelyisei ollut aikaisempaa tietoa.
Kontrolligeenit toimivat sukukypsilla naarailla k#sa kylmakasittelyissd seka
kontrollikasittelyssa (Kuva 2) ja lisddntymisdiapaissa olevilla naarailla shokkil-,
palautumis- seka akklimaatiol-kasittelyissa. Kalligeenit eivat sen sijaan toimineet
halutulla tavalla lisaantymisdiapaussissa olevilfmarailla kontrolli-, shokki2- ja

akklimaatio2-kasittelyissa, joten nditd vertailejavoitu luotettavasti analysoida kyseisella
menetelmalld, eika tahan gradutyohon ollut mahstallsisallyttaa aikaa vievaa, sopivien
uusien kontrolligeenien etsintaa ja testaamista.
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Kuva 2. Tutkimus- ja kontrolligeenien (1-4) suhtiselt toimintatasot kontrolli- ja

palautumiskasittelyssa sukukypsilla naarailla. Muteat kontrolligeenit toimivat kummassakin
kasittelyissd samankaltaisesti, varmistaen onnégmmormalisoinnin.

3.2.1. Tutkimusgeenien toiminta sukukypsilla ndkrai

Dca-geenin toiminta ei eronnut sukukypsilla yksiloib@okkil-kasittelyssa tilastollisesti
merkitsevasti verrattaessa kontrollitasoon (s.84®2,425, p=0,726) (Kuva 3). Myodsk&an
Frostgeenin toiminnassa ei ollut tilastollisesti meskwdd eroa shokkil- ja
kontrollikasittelyn  valilla (s.e.=0,442-1,862, p$6]1l) (Kuva 4). Kummankaan
tutkimusgeenin toiminta ei eronnut tilastollisestierkitsevasti sukukypsilla naarailla
myoskaan shokki2-kasittelyn ja kontrollikasittelyalilla (Dca: s.e.=0,842-1,496, p=0,662
ja Frost s.e.=0,676-1,674, p=0,791) (Kuvat 3 ja 4). Lisakea- tai Frost-geenien
toiminnassa ei ollut tilastollisesti merkitsevaaoar palautumiskasittelyssaDd¢a:
s.e.=0,414-1,604, p=0,436 j&rost s.e.=0,444-2,169, p=0,752) (Kuvat 3 ja 4),
akklimaatiol-kasittelyssa Dca: s.e.=0,354-1,223, p=0,128Frost s.e.=0,782-4,415,
p=0,182) (Kuvat 3 ja 4) tai akklimaatio2-kasittedgsOca: S.E.=0,787-1,273, p=0,971 ja
Frost s.e.=0,902-2,488, p=0,105) (Kuvat 3 ja 4). Mol@npgeenien toimintatasot ja
niiden erot on esitetty taulukossa 4.
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Taulukko 4. Tutkimusgeenien toiminta eri kylmakégiissd sukukypsilla yksilGilla
kontrollitasoon verrattuna. Taulukossa on esitetgpullinen naytereplikaattien el
rinnakkaisten naytteiden maara, normalisointiintktly Ct-arvo ja sen keskivirhe, geenien
toiminta ja geenitoiminnan erot kylmakasittely-kantrollinytteen valilla seké tilastollinen
merkitsevyys (p-arvo).

Geeni-

Repli- C(t)-arvon  Geenin toiminnan
Kylméakasittely Geeni Kasittely kaatit C(t)-arvo keskivirhe toiminta ero p-arvo
bea :Enlt(rlglll 77 2211’93{‘36 0(;600810 01,9070 Oi9073 0.726
Frost oMol ’ ’ ’ “° 0,951

Shokkil 6 25,32 0,226 1,00 0,95
Dea gﬁn:fg' 56 2211,7417 06311526 01,9082 01’9064 0.662

Shokki2 K Ot III' 5 25 ,54 0 ,178 0’97 0,95
Frost on ro_ ! ’ ' ’ ' 0,791

Shokki2 6 25,27 0,280 1,02 1,06
Deca Kontrolli . 7 22,85 0,645 0,59 2,43 0,436

. Palautuminen 7 22,94 0,345 0,25 0,41

Palautuminen Kontrolli 7 25,93 0,449 1,04 1,04
Frost omrolt ’ ’ ’ 20,752

Palautuminen 7 25,80 0,405 1,00 0,96
Dca Kon'FroIh _ 6 22,10 0,306 1,00 1,78 0,128

. . Akklimaatiol 7 23,14 0,158 0,56 0,56

Akklimaatiol Kontrolli 6 25,44 0,204 0,81 0,70
Frost on.ro ! ) ' ’ ’ ' 0,182

Akklimaatiol 6 25,14 0,261 1,16 1,42
Deca Kont.rolll ' 6 22,17 0,288 0,99 0,99 0,971

. . Akklimaatio2 7 21,94 0,379 1,00 1,01

Akklimaatio2 i

Frost Kon'FroIh ' 6 25,39 0,211 0,67 0,67 0.105

Akklimaatio2 7 24,57 0,378 1,00 1,50
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Kuva 3. Dca-geenin toiminta eri kylmakasittelyissa (1-5) suiqoilla naarailla verrattuna
kontrollitasoon. Kuvassa on esitetty normalisoiéeigin toiminta sekd sen keskivirhe.
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Kuva 4. Frostgeenin toiminta eri kylmakasittelyissd (1-5) sup&illa naarailla verrattuna
kontrollitasoon. Kuvassa on esitetty normalisoiéeigin toiminta sekd sen keskivirhe.
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3.2.2. Tutkimusgeenien toiminta sukukypsien jadigiimisdiapaussissa olevien naaraiden
valilla

Dca-geenin toiminta erosi shokkil-kasittelyssa sukushkgp ja lisaantymisdiapaussissa
olevien naaraiden valilla tilastollisesti merkitésti niin, ettd diapaussaavilla yksil6illa
geenituotetta syntyi enemman (s.e.=4,003-5,227,026) (Kuva 5). Myodg-rost-geenin
toiminta erosi samansuuntaisesti, ja ero oli tibisesti merkitseva (s.e.=4,132-7,573,
p=0,022) (Kuva 6). Geenien toiminta erosi sukukgpsja diapaussaavien yksildiden
valilla palautumiskasittelyssd. Geenituotetta siymitgstollisesti merkitsevasti enemman
diapaussaavilla yksiloilla sekaca- ettdFrost-geenilla Dca s.e.=5,289-28,739, p=0,003,
Frost s.e.=3,559-13,703, p=0,005) (Kuvat 5 ja 6). Tektkolivat samansuuntaisia myds
kolmannessa luotettavasti analysoidussa kylmakfsta, eliDca-geenin toiminta erosi
akklimaatiol-kasittelyssa tilastollisesti merkitésti sukukypsien ja diapaussaavien
yksildiden valilla niin, ettd geenituotetta syntgnemman diapaussaavilla yksildilla
(s.e.=5,588-12,606, p=0,007, Kuva 5). Samanlaintastallinen merkitsevyysero oli
nahtavissa myokrostgeenilla (s.e.=3,311-8,576, p=0,002, Kuva 6). Mglen geenien
toimintatasot ja niiden ero eri kasittelyissa onetty taulukossa 5.

Taulukko 5. Tutkimusgeenien toiminta eri kylmakégiissd sukukypsilla yksilGilla
lisdantymisdiapaussissa oleviin yksildihin verrattu Taulukossa on esitetty lopullinen
naytereplikaattien eli rinnakkaisten naytteiden rdaadormalisointiin kaytetty Ct-arvo ja sen
keskivirhe, geenien toiminta ja geenitoiminnan ekgtmakasittely- ja kontrollindytteen
valilla seka tilastollinen merkitsevyys (p-arvo).

Geenl-
Sukukypséd/  Repli- C(t)-arvon  Geenin toiminnan
Kylmakasittely Geeni Diapaussaava kaatit C(t)-arvo keskivirhe toiminta ero p-arvo

Sukukypséa 7 21,35 0,080 0,29 0,19 0.020
Shokkil Dlapaussziava 2 19,04 0,083 1,48 515
Sukukypsé 7 25,55 0,305 0,24 0,16 0022
Diapaussaava 2 22,98 0,147 1,15 , ’
Sukukypsé 7 23,01 0,342 0,13 0,11 0003
. Diapaussaava 4 19,96 0,336 1,16 8,93
Palautuminen
Sukukypséa 7 25,87 0,407 0,17 0,15 0.005
Diapaussaava 4 23,25 0,189 1,16 6,80
Sukukypsé 7 23,20 0,157 0,22 0,11 0007
Akklimaatiol Diapaussaava 3 21,02 0,334 1,96 8,91
Sukukypséa 7 25,34 0,260 0,32 0,16 0.002
Diapaussaava 3 23,67 0,261 1,96 6,21
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Kuva 5. Dca-geenin toiminta eri kylmakasittelyissa (1-3) sujqsilla ja lisé&ntymisdiapaussissa
olevilla naarailla. Kuvassa on esitetty normalis@eenin toiminta keskivirheineen.
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Kuva 6.Frostgeenin toiminta eri kylmakasittelyissa (1-3) sujqsilla ja lisddntymisdiapaussissa
olevilla naarailla. Kuvassa on esitetty normalis@eenin toiminta keskivirheineen.
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4. TULOSTEN TARKASTELU

4.1. Tutkimuspopulaation naaraiden kylmansieto

TutkittaesseD. montana-mahlakarpaslajin Oulangan populaation naaraigémansietoa
selvisi, etta lisdantymisdiapaussilla ja akklimaldi oli yhdysvaikutus. Jatkotutkimuksessa
iimeni, ettd akklimaatio parantaa  naaraiden  Kylnest&vyytta, mutta
lisdantymisdiapaussilla nayttaisi olevan vaikutustn ei-akklimoituneilla yksil6illa.
Akklimoituneilla naarailla lisdantymisdiapaussissavat yksilot herasivat kylmakoomasta
keskimaarin hieman nopeammin kuin sukukypsat, mu#tikutus ei ollut merkitseva.
Diapaussin on havaittu parantavan kylmansietoa mgiésnmissa eri hyonteislajeilla
tehdyissa tutkimuksissa (esim. Kimura ym. 1994 ci&a ym. 2002) ja myds muilla
tutkimuslaji D. montananpopulaatioilla (L. Vesala, julkaisematon). Vaikkaaphussi
sindllaan lisasi kylmankestavyyttd saatiin tutkireeksa viitteitd myos siitd, etta
akklimaatio saattaa tasoittaa sen kylmansietoa npere vaikutuksia. Yksi selitys
diapaussin merkityksen mahdolliseen vahenemiseeklinaktuneilla naarailla on
akklimaation mukanaan tuomat kylméansietoa lisaamétiologiset muutokset, jotka
koskettavat myds sukukypsia naaraita. Vaikka diapautiedetaan joissain tapauksissa
lisaavan kylmankestavyyttd, diapaussin ja kylm&wmie valinen yhteys on tutkijoille
monilta osin edelleen epaselva varsinkin geeni@nitman tasolla. Tassa tutkimuksessa
oli  tarkoitus varmistaa diapaussin  aiheuttama  paremkylmankestavyys
tutkimuspopulaatiolla ja tutkia geneettisia tekgbdiapaussin ja paremman kylmansiedon
taustalla kahden hyodnteisten kylménsietoon liitdtgindidaattigeenin avulla.

Kylménsietokokeessa selvisi, ettd myos akklimagisvantaa kylmankestavyytta
tutkimuspopulaation naarailla. Akklimaatiota ja @apaa kylmansietoa on tutkittu
hyonteisilla useissa eri tutkimuksissa ja silla ttidgi olevan kiistaton osuus talveen
valmistuvien hyonteisten kylmansiedossa. Akklimamti tiedetédn muun muassa
edesauttavan kylmankestavyytta parantavia fysislagnuutoksia, kuten jddnestoaineiden
synteesia (Fields ym. 1998) ja muutoksia  soluk&roj fosfolipidien
rasvahappokoostumuksissa (Bennett ym. 1997, K&stalmek 1998, Ohtsu ym. 1998).
Lisatutkimusta kuitenkin vaativat esimerkiksi akkfation ja paremman kylméansiedon
sekd akklimaation ja diapaussin taustat, seka miideahdolliset yhteydet geenien
toiminnan tasolla.

4.2. Geenien toiminta sukukypsilla naarailla

Kylmaaltistuksen tiedetaén vaikuttavBiga -ja Frost-geenien toimintaa®. melanogaster
-lajilla (Goto 2001,Qin ym. 2005, Sinclair ym. 2007Pca-geenin osalta tulokset ovat
kaksisuuntaisia: toiminnan on todettu kasvavan iaidditiossa (Goto 2001) ja laskevan
kylméashokista palauduttaessa (Qin ym. 2005, Singhai 2007).Frost-geenilla toiminnan
vahentymista ei ole havaittu ja toiminnan lisaériten on voitu liittdd kylméaltistuksista
palautumiseen (Goto ym. 2001) sekd kylmakaraisteems (Qin ym. 2005). Oman
tutkimukseni tulokset tekee mielenkiintoiseksi sté kaytin sek& sukukypsia etta
lisaantymisdiapaussissa olevia, kylmankestdamnmontana-lajin naaraita, joilla naiden
kahden kylméankestavyyden kandidaattigeenin toimigizole aikaisemmin tutkittu.
Sukukypsilla D. montana -naarailla yksikaan viidesta kylméakasittelysta ei
aiheuttanutDca- eika Frostgeenin toiminnan liséantymista kontrollitasoon raguna.
Tulos on hyvin mielenkiintoinen, silla voisi oledtaetta lisdantymistilassa olevat naaraat
reagoisivat elinympariston aiheuttamaan stressiompaj muita lajikumppaneitaan
herkemmin, jolloin myds tutkittavien kylménkestadgn kandidaattigeenien toiminta
muuttuisi. Mahdollisia selityksia geenien toiminnamuuttumattomuuteen sukukypsilla
naarailla on kuitenkin useita. Lyhyt paivanpituusimistaa yksil6ita diapaussiin
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(Denlinger & Lee 1998), joka tub. montanakarpasille valmiuden selvita myos kylmista
olosuhteista (Throckmorton 1982). Sukukypsia yksiltkasvatettiin kesaolosuhteissa,
joten on mahdollista, etteivat yksilot yksinkerts "ehtineet” reagoimaan nain akilliseen
lampdotilan laskuun. Lisddntymistilassa olevien man stressinsietokyvyn on myos
todettu joissakin tapauksissa olevan alentunut, tanusimerkiksi kylmyyden ja
lisaantymiseen liittyvien kustannusten valinen ykten edelleen epaselva (Harshman &
Zera 2006). Voi myos olla, ettd lisaantymiseenyliié resurssien uudelleenjako vahentaa
naaraiden valmiutta vastata elinympariston arsydikei Lisaksi tulee muistaa, etta
kyseisten kandidaattigeenien toiminnan kasvu kybrginkokeissa on pystytty tdhan
mennessa liitthmaan ainoastaan lampimien elinagduneld. melanogaster-karpaslajiin
(Goto 2001, Qin ym. 2005, Sinclair ym. 2007), jonkglmansietokyky eroaa
huomattavastD. montanalajin kyvysta sietaéa kylmaa.

4.3. Geenien toiminta lisdantymisdiapaussissa oldha naarailla

Molempien kandidaattigeenien toiminta oli suurempiagaantymisdiapaussissa olevilla
naarailla sukukypsiin naaraisiin verrattuna kaiki$sotettavasti analysoiduissa kolmessa
kylméakasittelyssa. Lisdantymisdiapaussin ja hy&teai kylménkestévyyden tiedetddn
kulkevan kasi kadessa (esim. Pener 1992, Slachta £602). D. montanan
lisaantymisdiapaussi valmistaa yksil6ita lampotiédanemiseen ja talveen (Throckmorton
1982) ja sen seurauksena hyodnteisen elimistosshittap monimutkaisia kemiallisia ja
fysiologisia muutoksia. Liséksi lisddntymisdiapanssn todettu liittyvdn muun muassa
kaytossa olevien resurssien uudelleenjakoon: Kedéfiokauteen menevat yksilot eivat
lisdanny kuluvana kautena mutta ne sietavat esik®ristressid paremmin kuin ei-
lepokaudessa olevat yksilot (Tauber ym. 1986).

Tutkimuksessa jai epdaselvéksi se, mika on lisddistiapaussin ja mika
kylmakasittelyjen aikaansaamaa geenien toiminnaruttamonista. Kankare ym. 2010
tutkivat Dca-geenin toimintaa lisdantymisdiapaussissa oleuillamontana-naarailla ja
saivat selville, ettéd geenin toiminta kasvoi lisgamsdiapaussin seurauksena jo ilman
kylmakasittelyja. Mikali kylmakasittelyt kuitenkilisasivat entisestdén geenien toimintaa,
tutkimuksessa kaytetyista kylmakasittelyista kylhdldikasittelya ja tata kautta akillista
kylmaaltistusta ei ole aikaisemmissa tutkimuksispgstytty suoraan liittamaan
kummankaan tutkimusgeenin toiminnan muuttumideemelanogasterkarpasella. Tama
tutkimus  kuitenkin  poikkeaa  ailemmista  tutkimuksistatutkimuslajin  ja
lisdantymisdiapaussin osalta. On esimerkiksi mdisti| ettd lisddntymisdiapaussi lisaa
elimistdn valmiutta reagoida akilliseen kylmashakla nopea reagointi puolestaan nakyy
myds nopeana geenien toiminnan muuttumisena. Tét@musta tukee myds tutkimuksen
alussa tehty kylmakoe, jossa selvisi, ettéa tutkimjzs lisaantymisdiapaussissa olevat
naaraat heraavat kylmashokin aiheuttamasta kylméketa sukukypsia naaraita
nopeammin.

Kylmashokista palautumisen mekanismien tiedeta@amaml monimutkaisia ja useat
tutkimukset ovat antaneet viitteita siitd, ettd rgeéproteiinit ovat jopa aktiivisempia
palautumisen aikana kuin itse kylmashokissa (Cl&rKWorland 2008). Myds tassa
tutkimuksessa molempien tutkimusgeenien toimintai gbalautumiskasittelyssa
lisdantymisdiapaussissa olevilla naarailla monirdiar suurempaa kuin sukukypsilla
naarailla. Geenien toiminta myos lisaantyi kolmegt@makasittelystd eniten juuri
palautumiskasittelyssé. Tutkimustuloksen merkitjéildy ja luotettavuutta vahentaa
kuitenkin se, ettd molemmat tutkimusgeenit toimigetpaussaavilla naarailla sukukypsia
naaraita huomattavasti enemman kaikissa kasitsélylssaksDca-geenin toiminta kasvoi
tutkimuslajin lisdantymisdiapaussissa olevilla mdlr myos ilman kylmakasittelyja
(Kankare ym. 2010).
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Kylméakaraistuminen ja akklimaatio katkevat taaksessnimutkaisia mekanismeja
ja fysiologisia muutoksia. Goto (2001) osoitti,&elca-geenin toiminta voidaan liittaa
erityisesti mataliin stressireaktioihin ja han myéseli Dca-geenintoiminnan kasvun
littyvan solun kylmaaltistuksen aikaisen Caitoisuuden yllapitoon. Capitoisuuden
puolestaan on mm. ajateltu toimivan solulimassaardaisena muistina aiemmista
stressireaktioista (Knight ym. 1998) ja tata kaudiidd saattaa olla jonkinlainen yhteys
myds akklimaatioprosessiin (Rako & Hoffman 2006)erApien tutkimustulosten lisaksi
(Qin ym. 2005) myds oma tutkimukseni antaa viidtestita, ettdDca-geenin lisaksi myos
Frost-geenilla saattaa olla jonkinlainen yhteys kylméalsitemiseen ja akklimaatioon.

4.4. Suhteellisen normalisoinnin ongelmakohdat gPCihenetelméassa

Usealla  kontrolligeenillda  suoritettu  normalisointilisdd geenien  toiminnan
maarittamistarkkuutta qPCR-menetelmassa (Bustin 2609). Useamman kuin yhden
sopivan kontrolligeenin I6ytdminen voi kuitenkino@ttautua yllattavan hankalaksi. Tassa
tutkimuksessa kaytin kontrolligeeneina kahta digg#dutkimuksessa aiemmin kaytettya
geenid Efla48D, elf-4g, joiden oletettiin soveltuvan kontrolligeeneikginyds t&han
tutkimukseen. Nain ei kuitenkaan valitettavastiugllvaan kontrolligeenien huonosta
toimivuudesta seurasi ongelmia ja osaa datastgsgytpy normalisoimaan.

Kontrolligeenien hyva toimivuus on gPCR:ssa kitstavalttamatonta. Huonosti
toimivat kontrolligeenit vaaristavat tutkimustulakga aiheuttavat muutoinkin ongelmia
geenien toimintatasojen madrittdmisessa. Kontedinggina kaytetddn yleisesti ns.
taloudenpitogeenejd, joiden toiminnan oletetaanvasie tasaista eri olosuhteissa ja
kehitysvaiheissa. Oman tutkimukseni ongelmien geslis taloudenpitogeenien tasainen
toiminta ei kuitenkaan ole itsestdanselvyys. Tutkiseni onkin hyva esimerkki myds
siita, ettd usein gPCR-tutkimuksen onnistuminentivagdlasta, aikaa ja rahaa vievaa
tutkimukseen sopivien kontrolligeenien kartoittarais

4.5. Tulevaisuus

Hyonteisten kylmankestavyys on jo pitkdén ollukijoiden mielenkiinnon kohde, mutta
tutkimus on paikoittain rajoittunut mallilajeihirukenD. melanogasterkarpéaseen, joka ei
etelaisen alkuperénséa vuoksi ole paras mahdolliagrainakaan kylmaan sopeutumisen
geneettisen taustan tutkimiseen. Jotta saataisidellinen kuva kylmankestavyyden
taustoista, tulisi tutkimusta keskittd& luonnostaahjoisen alkuperdn omaaviin lajeihin,
kuten tassé tutkimuksessa kaytettyynrmontanamabhlakarpaseen.

Tama tutkimus toi esille lukuisia uusia kysymyksi@. montana -karpéasen
kylmansiedosta. Tutkimukseni ei esimerkiksi selnitt lisddntymisdiapaussin ja
kylmankestavyyden kandidaattigeenien valista yldéeyDiapaussin tiedetdaan aiheuttavan
kylméankestavyyteen liitettyjen geenien toiminnanutoksia jo ilman kylmastressiakin
(Kankare ym. 2010, Rinehart ym. 2007). Tulevaisgsdeolisikin tarkedd saada selvyys
siihen, lisasivatkd kylmakasittelyt tutkimusgeeni@oimintaa lisddntymisdiapaussissa
olevilla naarailla vai oliko geenien toiminnan kasxain seuraus lisdantymisdiapaussista jo
ilman kylmakasittelyja. Yksi tarked huomio tuloksasoli se, ettédDca- ja Frost-geenit
toimivat keskendan hyvin samankaltaisesti eri kWasittelyissa. Olisikin kiintoisaa
selvittdéd onko naiden kandidaattigeenien toiminwétilla tarkempi yhteys vai onko
samankaltainen toiminta sattumaa tai seurausta eesiksi fysiologisesta tilasta.
Tulevaisuudessa muita tutkimusaiheid. montana mahlakarpasella voisivat olla
esimerkiksi geenien sekvenssimuuntelun Kkartoittaminen eri ¢itessiin  sopeutuneilla
yksil6illa ja laajempi geenien toiminnan Kkartoittiznen. Olisi mielenkiintoista nahda
eroavatko naiden kahden kylménkestdvyyden kandigaahin sekvenssit eri
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populaatioissa esimerkiksi pohjois-etela akseljlajoisiko tama selittdd myoés mahdollisia
geenitoiminnan eroja eri populaatioissa.

Tama tutkimus osoitti, ettd hyonteisten kylmankegtd kéatkee taakseen
monimutkaisia muutoksia my6s geenien toiminnan li@asorutkimukseni jo kahden
kylméankestavyyden kandidaattigeenin avulla antdieitd ainakin siité, ettd hyodnteisen
fysiologinen tila voi olla ratkaiseva tekijd kylmsiadon taustalla ja, ettd se saattaa
vaikuttaa myos kylménkestavyyteen liitettyihin gettisiin tekijoihin. On hyva muistaa,
ettd hyonteisten kylméankestavyyteen liittyy tutksgeenieni lisdksi lukuisia muita
geeneja, joiden toiminnasta tai merkityksestd e whrmuutta. Yksi tulevaisuuden
haasteista hyonteisten kylméansietotutkimuksessainonikentaa lukuisista paremman
kylméansiedon aikaansaavista tekijoistd suurempiokalsuus ja ymmartdd paremmin
myds geneettiset tekijat kylméansiedon taustalla.
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