84 TURUN
%i® YLIOPISTO

Matemaattis-luonnontieteellinen
tiedekunta

Linnunpoikasten ruokavalio ja suolistomikrobisto

Kaisa Merimaa

Ekologia ja evoluutiobiologia
Pro gradu -tutkielma

Laajuus: 30 op

25.5.2023
Turku

Turun yliopiston laatujarjestelman mukaisesti taman julkaisun alkuperaisyys on

tarkastettu Turnitin OriginalityCheck -jarjestelmalla.



Pro gradu -tutkielma

Paaaine: Ekologia ja evoluutiobiologia

Tekija(t): Kaisa Merimaa

Otsikko: Linnunpoikasten ruokavalio ja suolistomikrobisto
Ohjaaja(t): Suvi Ruuskanen, Eero Vesterinen, Toni Laaksonen
Sivumaara: 42 sivua + liitteet 13 sivua

Paivamaara: 25.5.2023

Suolistomikrobiston merkitys eldimille on tunnistettu jo pitkdan, mutta sen
koostumukseen vaikuttavat tekijat ovat yha osittain tuntemattomia. Tassa tutkielmassa
pyrin selvittdmaan luonnonvaraisten linnunpoikasten suolistomikrobiston ja ruokavalion
koostumuksen, sekd mitkd asiat ovat yhteydessd niiden suolistomikrobiston
koostumukseen. Kolmenkymmenen lintulajin poikasilta kerattiin ulostenaytteita, ja niista
selvitettin DNA-menetelmilla poikasten ravinto seka suolistomikrobisto. Tarkeimmat
ravintolahkot olivat kaksisiipiset ja perhoset. Suolistomikrobisto koostui useimmilla
lajeilla Actinobacteria-, Firmicutes-, ja Proteobacteria-paajaksojen bakteereista.
Lintulajien valilla oli eroa yhteydessa seka ruokavalion ettd suolistomikrobistojenn
koostumuksessa. Lintujen aikuisian ruokavalio oli yhteydessa niiden suolistomikrobiston
koostumukseen siten, ettd kasvin- ja siemensyqgjilla yleisin paajakso oli Firmicutes,
selkarangattomia syovilla Proteobacteria ja sekasygjilla Actinobacteria. Kasvin- ja
siemensyodjien seka selkdrangattomia syoOvien erot suolistomikrobistoissa selittyvat
todennakadisimmin kasvi- ja elainravinnon maaran eroilla. Linnunpoikasten ian ei havaittu

tassa aineistossa olevan yhteydessa niiden ruokavalioon tai suolistomikrobistoon.

Avainsanat: DNA-viivakoodi, suolistomikrobisto, ruokavalio, ravintoverkko
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1. Johdanto

1.1. Ruokavalion ja suolistomikrobiston tutkimus

Ornitologit ovat tutkineet lintujen ruokavalioita jo vuosikymmenien ajan havannoimalla
lintujen ruokailua ja poikasten ruokkimista. Niiden ruokavalio onkin ajateltu olevan hyvin
tiedossa, mutta silti uudet tutkimukset ja tutkimusmenetelmat, etenkin uuden sukupolven
sekvensointimenetelmat eli massasekvensointi (engl. next-generation sequencing,
NGS) tuovat uutta ja erityisesti tarkempaa tietoa (esim. Ortowski ym., 2017; Rytkonen
ym., 2019). Lintujen suolistomikrobiston koostumusta ja sita selittavia tekijoita taas on
tutkittu 2000-luvulla enenevissa maarin, kun suolistomikrobiston merkitysta elaimille on
alettu ymmartaa (Grond ym., 2018). Suolistomikrobien koostumusta selittavat tekijat ovat
viime aikoina olleet selvityksen aiheina, ja tulevina vuosina esimerkiksi mikrobilajien
toiminta ja merkitys lintujen ruoansulatuksessa ja immuunipuolustuksessa ovat
todennakdisesti polttavimpia tutkimusaiheita (Bodawatta ym., 2022; Grond ym., 2018).
Tassa opinnaytetydssa selvitdn, miten luonnonvaraisten linnunpoikasten ruokavalion ja
suolistomikrobiston koostumukset ja diversiteetit ovat yhteydessa toisiinsa, ja mitkd muut

tekijat mahdollisesti vaikuttavat niihin.

1.2. Lintujen ravintoekologia

Ravintoekologia tutkii eldinten ruokailukayttaytymista, ympariston vaikutusta siihen seka
sen evoluutiota. Eldimet ovat sopeutuneet kayttdmaan monenlaisia ravinnonlahteita
esimerkiksi koevoluution eli yhteisevoluution ja kilpailun seurauksena. Lajit ovat
kehittyneet tayttamaan erilaisia ekologisia lokeroita, mika sallii niiden selviytymisen
potentiaalisten kilpailijoiden ymparéimana. Koevoluution avulla esimerkiksi jotkin kolibrit
ja orkideat ovat kehittyneet niin, ettd kolibrit ovat riippuvaisia orkideoista
ravinnonlahteend, ja orkideat kolibreista polyttajina (Stiles, 1978). Talldin kolibrien ei
myoskaan tarvitse kilpailla muiden lintujen tai polyttajien kanssa ravinnosta. Kilpailun ja
ravintopulan valttdmiseksi eldimet voivat olla kehittyneet spesialistien lisdksi myos
generalisteiksi, jolloin ne eivat ole riippuvaisia yhdesta ravinnonlahteesta, vaan pystyvat

kayttdmaan hyddyksi useita ymparistostaan loytyvia lahteita.

Varpuslinnut ovat ruokavalioltaan ja ravinnonhankintatavoiltaan monimuotoinen heimo.
Ne voidaan jakaa useisiin eri ryhmiin sekd niiden ruokavalion (esim. Lopes ym., 2016)
ettd ruokavalion ja ravinnonhankintatavan eli ravintokillan mukaan (Root, 1967).

Ruokavalion mukaan nimettyja ryhmia ovat esimerkiksi hyonteissydjat (eng. insectivore)
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ja siemensydjat (engl. granivore) (Lopes ym., 2016). Ravintokiltoja ovat vastaavasti
esimerkiksi hyonteissydja: kuoren kaivaja (engl. insectivore: bark excavator) tai
siemensyodja: maasta poimija (eng. granivore: ground gleaner) (De Graaf ym., 1985).
Wilman ym. (2014) esittelivat standardoidun EltonTraits 1.0 -jarjestelman, jossa
jokaiselle tunnetulle lintulajile on haettu kirjallisuudesta tieto sen kayttamista
ravinnonlahteistd ja  niiden  prosentuaalisesta  maarastad, seka lintujen
ravinnonhankintakerrokset (pohjakerros, aluskasvillisuus ym.). Ravinnonldhteiden
suhteellisen kayton perusteella ne on myds lajiteltu ryhmiin, vastaavalla tavalla kuin
edelld mainitut Lopes ym. (2016). Tassa tutkielmassa linnut luokitellaan EltonTraits 1.0

-jarjestelman avulla.

1.3. Poikasten ruokavalio

1.3.1. Selkarangattomat

Vaikka aikuiset linnut eroavat suuresti toisistaan  ruokavalioltaan ja
ravinnonhankintatavoiltaan, monet lajit ruokkivat poikasiaan aluksi hyodnteisravinnolla
sen korkean proteiini- ja rasvapitoisuuden vuoksi (White, 2011). Proteiinia tarvitaan
kasvun aikana runsaasti kudosten rakentamiseen, silla elaimet eivat pysty tuottamaan
kaikkia tarvitsemiaan aminohappoja itse. Esimerkiksi luiden rakentamiseen tarvitaan
proteiinia, tai luista tulee heikot ja murtumisherkat (Bonjour ym., 2001). Rasvaa poikaset
tarvitsevat tayttdmaan suuren energiantarpeensa. Hyonteisten kuivapainosta on
proteiinia noin 20—80 % ja rasvaa 2—60 % (Capinera, 2010). Esimerkiksi Orlowskin ym.
(2017) mukaan keltasirkkujen poikasia ruokitaan niiden ensimmaisena paivana
vahakitiinisella hyodnteisravinnolla, kuten hamahakeilla ja karpasilla. Toisena paivana,
kun poikasten ruoansulatus on jo hieman kehittynyt, ne saavat Kkitiinipitoisempaa
hyonteisravintoa, kuten kovakuoriaisia. Kolmannesta paivasta eteenpain ne alkavat

saada siemenravintoa, jonka osuus kasvaa poikasten vanhetessa.

Hollandin ym. (2006) katsausartikkelin mukaan viljelysalueiden linnunpoikaset syodvat
yleensa monipuolisemmin eri hydnteistaksoneita kuin saman lajin aikuiset. Tarkeimmat
hyonteislahkot poikasten ravinnossa olivat jarjestyksessa aikuiset kaksisiipiset (Diptera),
kovakuoriaiset  (Coleoptera), hamahakkieldimet (Arachnida), perhosentoukat
(Lepidoptera), nivelkarsaiset (Hemiptera), aikuiset perhoset, kaksisiipisten toukat,
pistidiset (Hymenoptera) ja suorasiipiset (Orthoptera). On huomattava, etta ravintolajien
maaritystapa vaihteli |ahdeartikkeleissa, joten tulokset eivat ole taysin vertailukelpoisia
keskenaan. Useimmissa katsausartikkeliin otetuissa tutkimuksissa ravintolajit

tunnistettiin mahan sisalléstd morfologian perusteella, mutta mukana oli myds suoria
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havaintoja, kaulapantoja ja ulostenaytteita. Molekyylimenetelmia ei talloin viela kaytetty

elainten ruokavalion selvittamiseen.

Moreby & Stoate (2001) vertailivat rautiaisen, pensaskertun ja keltasirkun ruokavalioita
pesapoikasaikana 1990-luvulla. Naille tarkeimpia hydnteislahkoja olivat perhoset,
hamahakit (Araneae), nilvidiset (Gastropoda), nivelkarsaiset, kaksisiipiset, pistidiset ja
kovakuoriaiset. 2010-luvulla molekyylimenetelmat olivat kehittyneet, kun Rytkénen ym.,
(2019) selvittivat neljan tiaislajin ravintohydnteisia noin 2—-3 viikon iassa. Jopa 75-80 %
hyonteisravinnosta oli perhosia, kuten oli odotettavissa aiempien tutkimusten
perusteella, mutta tutkimuksen otoskoko oli liilan pieni luotettavan ravintoverkon
koostamiseksi. Jonkin verran 16ytyi myds hamahakkeja, kovakuoriaisia, kaksisiipisia,

pistidisia ja jaytiaisia (Psocodea).

Myos ymparisto ja saatavilla oleva ravinto vaikuttaa poikasten ruokavalioon. Esimerkiksi
ymparistosaasteet vaikuttavat hydnteislajistoon, ja talitiaiset sydvatkin saastuneemmilla
alueilla enemman kovakuoriaisia ja muita lentdvia hyonteisia, ja vahemman
perhosentoukkia ja yOkkosid kuin tausta-alueilla (Eeva ym., 2005). Talld voi olla
vaikutusta lintujen lisdantymismenestykseen. Esimerkiksi talitiaisilla on alhaisempi
poikastuotto, jos ne saavat vahemman perhosentoukkia, mutta kirjosiepot parjaavat yhta

hyvin vaihtelevalla ruokavaliolla (Eeva ym., 2005).

1.3.2. Kasvit

Perinteisesti on ajateltu, etta hyonteiset ovat varpuslintujen poikasten paaravintoa, ja
ettd siemensygjatkin ruokkivat poikasiaan siemenilla vain, jos hydnteisravinnon
saatavuus on huono (Douglas ym., 2012; Morris ym., 2001). Talldin viime
vuosikymmenina havaittu kasvu siemenravinnon osuudessa saattaisi johtua
maatalouden tehostumisesta (Morris ym., 2001). Tama& nakemys on my0s
kyseenalaistettu, silla siemensydjien on havaittu ruokkivan etenkin vanhempia (3—14
vuorokauden ikaisid) poikasiaan myds siemenilld riippumatta hyonteisten
saatavuudesta, ja poikasten on todettu kasvavan ja kehittyvan normaalisti (Holland ym.,
2006; Ortowski ym., 2017).

Moreby & Stoate (2001) tutkivat rautiaisen, pensaskertun ja keltasirkun poikasajan
ruokavaliota Englannissa. Rautiainen ja pensaskerttu ovat hyonteissydjia, ja niiden
ravinnosta kasvimateriaalia oli alle yksi prosentti. Keltasirkulla, joka on siemensyoja, taas
kasvimateriaalia oli noin puolet ruokavaliosta. Kasvien lajeja ei kuitenkaan maaritetty

niiden sulaneisuuden vuoksi. Holland ym., (2006) selvittivat katsausartikkelissaan 22:n
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viljelysmaiden lintulajin ruokavalion, joista 17:lle siemenravinto oli tarkeaa. Heidan
aineistonsa mukaan monen lajin poikaset syovat osittain kasviravintoa pesaaikana.
Viherpeipon ja hempon ruokavaliosta ne muodostavat jopa yli 90 %, ja jotkin lajit, kuten
tikli, siirtyivat siemenravintoon 7-14 paivan ikaisena. Jarjestyksessa tarkeimmat
kasviheimot viljelysmaiden linnunpoikasille olivat heindkasvit (Poaceae), tatarkasvit
(Polygonaceae), kohokkikasvit (Caryophyllaceae), ristikukkaiskasvit (Brassicaceae) ja

asterikasvit (Asteraceae) (Holland ym., 2006).

Kypsymattdmissa siemenissa on linnuille valttamattémia aminohappoja, lysiinia ja
treoniinid, joka vahenee siemenistd kypsymisen jalkeen. Myds histidiinia ja
fenyylialaniinida on enemman kypsymattomissa siemenissd. (Allen & Hume, 1997)
Taman vuoksi siemenid syoéttavat kasvinsyojalinnut kayttavat niitd poikasten
ruokinnassa. MyOs aikuisten proteiinintarve kasvaa lisdantymisaikana. Vaikka ne
selvidvat muuna aikana kypsilla siemenilld, lisdantymisaikana nekin sydvat

kypsymattomia siemenia (White, 2011).

1.4. Suolistomikrobit

Suolistomikrobiston tarkeytta elainten elamalle ja hyvinvoinnille on alettu ymmartaa
viime vuosikymmenina, ja etenkin massasekvensointimenetelmien kehittamisen jalkeen
vuodesta 2005 eteenpain tutkimusten maara on kasvanut eksponentiaalisesti. Niiden
tiedetdan nayttelevan tarkeaa roolia muun muassa ruoansulatuksessa,
immuunipuolustuksessa ja hormonitoiminnassa (Grond ym., 2018). Tutkimus on
kuitenkin keskittynyt nisakkaisiin ja ihmisiin, ja lintututkimuksia on tehty vain murto-osa
naiden maarasta. Linnuissakin on keskitytty lahinna tuotantoelaimiin niiden ekonomisen
tarkeyden ja helpon tutkittavuuden takia. Tutkimusten perusteella lintujen ja nisdkkaiden
suolistomikrobien funktiot muistuttavat toisiaan, mutta jo lintujen erilaisen suoliston
rakenteen takia yleistyksiin pitda suhtautua varauksella ja lintujen mikrobiston tutkimusta

olisi lisattava luotettavan tiedon saamiseksi.

1.4.1. Suolistomikrobit linnuilla

Lintujen ruoansulatuskanava koostuu suusta, ruokatorvesta, kuvusta, rauhasmahasta,
lihasmahasta,  ohutsuolesta, umpisuolista, paksusuolesta ja  kloaakista.
Ruoansulatuskanavan eri osilla on eri tehtavat, ja siksi myds erilaiset mikrobikannat.
Kanavan ulommaiset osat ovat osittain hapellisia, ja sisemmat osat taas hapettomia.
Niinpa niissa elaa joko aerobisia tai anaerobisia bakteereja riippuen ymparistdsta. Jotkin

bakteerit voivat parjata seka hapellisissa ja hapettomissa osissa. (Grond ym., 2018)
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Kupu on ruokatorven laajentuma, jossa ruokaa voidaan sail6a valiaikaisesti. Sielta ruoka
jatkaa matkaansa rauhasmahaan, jossa siihen sekoittuu entsyymeja ja mahahappoa
ennen sen kulkeutumista lihasmahaan, jossa ruoka hajotetaan mekaanisesti.
Ohutsuolessa ruokaa sulatetaan entsyymeilla ja sapella. Useimmilla linnuilla on kaksi
umpisuolta, jossa tapahtuu esimerkiksi fermentoitumista sekd veden ja suolojen
takaisinimeytymista. Umpisuolia ei ole lajeilla, joilla on proteiini- tai sokeririkas
ruokavalio, kuten lihan- ja kalansydjat, medensydjat ja hedelmansyogjat. Umpisuolten
jalkeen on paksusuoli, joka on lyhyt ja johtaa kloaakkiin. Paksusuolessa tapahtuu
suolojen ja veden takaisinimeytymistd. Kloaakki on yhteissuoli, josta sulamaton ravinto
ja virtsa poistuu. Myos sukupuolielinten tiehyet avautuvat kloaakkiin, eli sitéd kaytetaan

my®os parittelemiseen ja munimiseen. (Grond ym., 2018)

Neotrooppisten lintujen uloste- ja kloaakkindytteiden perusteella muodostettu niin
sanottu ’ydinmikrobiomi’ koostuu Firmicutes-, Bacteroidetes-, Actinobacteria- ja
Proteobacteria-padjaksojen bakteereista (Hird ym., 2015). Samat paajaksot
muodostavat myods nisdkkaiden ydinmikrobiomin, mutta ihmisilla se koostuu
suurimmaksi osaksi Firmicutes- ja Bacteroidetes-bakteereista. Myds muilla nisakkailla
paajaksojen lukusuhteet ovat erilaiset kuin linnuilla, eli lintujen ja nisakkaiden
suolistomikrobistot eroavat toisistaan. Kesykanoilla suolistomikrobisto on melko

samanlainen kuin villeilla linnuilla. (Grond ym., 2018)

Neotrooppisilla varpuslinnuilla Proteobacteria- ja Firmicutes-bakteerit olivat yleisimpia
paksusuolen bakteereja, muodostaen yhteensa yli 80 % havaituista bakteereista.
Bacteroidetes- ja Actinobacteria-bakteereja oli yhteensa alle 10 %. Tikkalinnuilla taas
Proteobacteria- ja Firmicutes-bakteereita oli vahemman, yhteensd noin 60 %,
Bacteroidetes-bakteereja noin 10 % ja Actinobacteria-bakteereja vain haviavan pieni

osa. Muita paajaksoja tai tuntemattomia paajaksoja taas oli yli 20 %. (Hird ym., 2015)

Grond ym., (2018) listaavat katsausartikkelissaan useita sisaisia ja ulkoisia tekijoita,
jotka vaikuttavat suolistomikrobiston lajistoon. Sisaisia tekijéitd ovat linnun ruokavalio,
terveys, fysiologia, lisdantyminen, ikd ja sukupuoli seka fylogenia eli evolutiivinen
kehityshistoria. Ulkoisia tekijéitd ovat ymparistd, paikalliset ravinnonlahteet ja
kayttaytyminen. Tutkijat eivat vaikuta vield padsseen yhteisymmarrykseen siitd, onko
jokin tekija tarkedmpi kuin muut, ja mika se olisi. Nykytietamyksen mukaan kuitenkin
lintujen ruokavalio, ymparisto ja lentdmisen mahdollistavat suolistoadaptaatiot selittavat

sitd vahvemmin kuin fylogenia (Bodawatta ym., 2022).



1.4.2. Poikasten suolistomikrobiston muodostuminen

Linnunpoikasilla on kuoriutuessaan vain pienia maaria suolistomikrobeja. Tasta syysta
oletetaan, etta lajista ja ymparistosta riippuen poikasten mikrobisto kehittyy suurimmaksi
osaksi vasta kuoriutumisen jalkeen. Pesaviipyisten lajien, kuten varpus- ja tikkalintujen,
poikaset ovat riippuvaisia emojensa ruokinnasta, ja emojen saaliinvalinta ja sylki voivat
auttaa poikasten suoliston kolonisoimisessa (Grond ym., 2018). Myds pesamateriaalista
voi siirtya bakteereja poikasten kloaakkiin (Grond ym., 2018; van Veelen ym., 2017).
Kakien poikasia ja naiden pesasisaruksia tutkimalla on kuitenkin huomattu, etta
pelkastddn ymparistd, vanhempien sylki ja saatu ravinto eivat maaraa poikasten
mikrobiston kehitysta, vaan myds suoliston morfologia ja fysiologia vaikuttavat siihen
(Lee ym., 2020).

Pikkukajavien  poikasten  kloaakkinaytteissa  bakteeri-OTU:jen  (toiminnallinen
taksonominen yksikkd, engl. operational taxonomic unit) maara kasvoi poikasten
vanhetessa. Poikasten OTU:jen maara oli myds suurempi kuin aikuisilla, mutta aikuisilla
bakteerien kokonaismaara oli suurempi. Yllattden aikuiset ja poikaset jakoivat vain
seitseman OTU:a 71:std, vaikka aikuiset oksentavat ruokaa poikasten suuhun ja
viettavat aikaa pesassa. Poikasten suolistomikrobisto luultavasti kehittyy myéhemmin

enemman aikuisten mikrobistojen kaltaisiksi. (van Dongen ym., 2013)

1.4.3. Suolistomikrobit ja ruokavalio

Suolistomikrobien ymmarretaan yleisesti osallistuvan eldinten ruoansulatukseen ja
immuunipuolustukseen, ja niiden tiedetdan olevan tarkeita varsinkin vaikeasti sulavan
kasviravinnon hajottamisessa nisakkailla (Flint ym., 2012). Yksittaisten bakteeriryhmien
tehtavien tutkiminen on kuitenkin ollut vahaista linnuilla, eikd monen ryhman merkitysta
tiedetd tarkkaan. Koska bakteerit nimetdan usein vain paajaksotasolla, ryhmien sisaan
mahtuu myds hyvin paljon vaihtelua. Toisaalta eri bakteeripdajaksojen tehtavat ovat osin
paallekkaiset, eika bakteeridiversiteetti valttamatta kerro toiminnallisesta diversiteetista
(Li ym., 2021). Esimerkiksi Bacteroidetes-bakteerit osallistuvat polysakkaridien
hajottamiseen ja fermentoimiseen nisakkailld ja mahdollisesti myds linnuilla (Bennett
ym., 2013; Grond ym., 2018; Matsui ym., 2010). Ne ovatkin yleisimpid bakteereita
emujen, kalkkunoiden ja kanojen umpisuolessa. Sen sijaan strutsien ja metsojen
umpisuolessa yleisin bakteeriryhmd& on Firmicutes, jotka myds osallistuvat

polysakkaridien fermentoimiseen. (Bennett ym., 2013; Matsui ym., 2010)



Vaikka bakteerien tehtdvasta ruoansulatuksessa ei vield tiedetd paljon, on huomattu,
etta lintujen suolistomikrobisto muuttuu ruokavalion muuttuessa tai linnun paastotessa
(Kohl ym., 2014; Lewis ym., 2016; Li ym., 2021). Varpuslinnuista moni laji, Suomessa
esimerkiksi talitiainen, sy6 kesalla paaosin hydnteisravintoa ja talvisin siemenia. Talléin
on todennadkoista, ettd niiden suolistomikrobien runsaussuhteet muuttuvat
vuodenaikojen valilla. Davidson ym:n (2020) tutkimuksessa talvella pyydystettyjen
talitiaisten suolistomikrobiston koostumus muuttuikin merkitsevasti, kun niita alettiin
ruokkia hyonteisravinnolla. Nailla linnuilla Proteobacteria- ja Bacteroidetes-paajaksojen
bakteerit lisdantyivat. Sukutasolla myds siemenravinnolla ruokittujen lintujen
suolistomikrobisto muuttui. Kiinassa havaittiin, ettd kahdella kurkilinnulla, isotrapilla (Otis
tarda) ja kurjella (Grus grus) on talvehtimisalueille saapuessaan eridvat
suolistomikrobistot, mutta yhteneva ruokavalio muokkasi niiden suolistomikrobistoa
hieman samankaltaisemmaksi (Li ym., 2021). My&s varpuslintujen suolistomikrobistot
muuttuvat samankaltaisemmiksi niiden pysahtyessa muuttomatkallaan samalle

levahtamisalueelle (Lewis ym., 2016).

Lintujen ravinnonhakutapa maardd suurilta osin mille ymparistdén bakteereille ne
altistuvat, ja siten oletettavasti vaikuttavat myds lintujen suolistomikrobistojen
kehittymiseen. Esimerkiksi maasta harvasukasmatoja (Oligochaeta) kaivavat rastaat
altistuvat ravintoa etsiessaan eri bakteereille kuin puissa ja pensaissa saalistavat kertut.
Maassa vietetyn ajan on esitetty vaikuttavan ainakin hdyhenpuvun mikrobiyhteison

monimuotoisuuteen (Grond ym., 2018).

1.5. Molekyylimenetelmat ravinto- ja mikrobiomianalyyseissa

1.5.1. Molekyylimenetelmit ravintoanalyyseissa

Linnunpoikasten ruokavaliotutkimuksia on tehty aiemmin esimerkiksi seuraamalla
emojen pesalle tuomaa ravintoa kameroilla tai kiikareilla, pukemalla poikasille
nielemisen estavid kaulapantoja, jolloin niiden saama ravinto voidaan tarkistaa
manuaalisesti, lopettamalla poikaset ja tutkimalla niiden suolen sisaltdéa, seka ottamalla
niiltd ulostenaytteitad ja maarittdmalla niista ravintolajit sulamattomien osien perusteella.
Kaulapantojen kayttd ja suoliston avaaminen ovat erittdin invasiivisia tutkimustapoja,
mutta pesan kuvaaminen ja ulostenaytteiden otto ovat melko lintuystavallisia, vaikkakin
aikaa vievida menetelmia. Ulostenadytteiden manuaalisessa seulomisessa on kuitenkin
riskind, ettd osa ravintolajeista jaa tunnistamatta niiden tehokkaan sulattamisen vuoksi
(esim. Moreby & Stoate, 2001).



Vuonna 2005 kehitettin uusi sekvensointitapa, ns. massasekvensointi ("uuden
sukupolven sekvensointi’, engl. next-generation sequencing, NGS), mikd mahdollisti
ravintoanalyysien tekemisen ulostenaytteissad olevan DNA:n perusteella. Ensimmainen
NGS-ruokavalioanalyysi julkaistiin vuonna 2009. Siina testattiin menetelman toimivuutta
pitkahantamurmelilla, karhulla, metsolla, teerelld, heinasirkoilla ja kotiloilla hyvin tuloksin
(Valentini ym., 2009). Taman pioneeritutkimuksen jalkeen NGS-ravintoanalyysien maara

on kasvanut nopeasti.

NGS-pohjaisten ravintoanalyysien hyoétyihin kuuluu se, ettd se ei ole riippuvainen
kokonaisten ravintolajien osien sailymisesta suolistossa, vaan sen toimimiseen tarvitaan
vain lyhyitd DNA-juosteita. Naita DNA-juosteita voidaan sitten verrata verrokkikirjastoon,
jonka perusteella voidaan tunnistaa ravintolajit tai ylemmat taksonit. Talldin maarittajalta
ei myoskaan tarvita laajaa tuntemusta eri ravintoryhmista, ja lajien maaritys voi olla
nopeampaa. Saastyneiden tydtuntien ja pienemman tarvittavan asiantuntijajoukon
ansiosta molekyyliperusteinen maaritys on usein myds halvempaa, kuin morfologinen

tunnistus.

DNA:han perustuvassa tunnistuksessa on myds haasteensa. Kaytettavien alukkeiden
valinta on erityisen tarkeaa, jotta valtytaan aineiston vaaristymilta. Alukkeet maaraavat,
minka lajiryhnma@n DNA:ta monistetaan. Niiden tulisi olla seka spesifit halutulle
lajiryhmalle, ettd mahdollisimman kattavat ryhméan sisalla. Joskus parhaimman tuloksen
saamiseksi olisi hyva kayttda useampaa kuin yhta aluketta saman eliGryhmankin
tutkimuksessa (Forsman ym., 2022). Tutkimuksen tarkoituksen mukaan alukkeiden olisi
hyva kattaa koko lajikirjo. Esimerkiksi keltasirkun poikasten ruokavaliota tutkiessa olisi
hyva kayttaa seka hyonteis- etta kasvialukkeita, koska poikasten ravintoon kuuluu niita
molempia (Ortowski ym., 2017). Koska ulostenaytteissa oleva DNA on yleensa hyvin
hajonnutta, massaviivakoodin on oltava myo6s lyhyt (ihanteellisesti alle 100-150

emasparia), mutta ei niin lyhyt, etta lajintunnistuksen tarkkuus karsii (Taberlet ym., 2018).

1.5.2. Molekyylimenetelmat suolistomikrobistotutkimuksissa

Mikrobitutkimuksissa DNA-menetelmia on kaytetty kauemmin kuin
ravintoverkkotutkimuksissa, ja se on vakiinnuttanut paikkansa tarkeana tydkaluna
(Taberlet ym., 2018). Koska mikrobikannat vaihtelevat suoliston eri osissa,
ulostenaytteiden kayttd ei kuitenkaan ole taysin ongelmatonta, eikd anna kattavaa
kokonaiskuvaa koko suoliston mikrobistosta. Varpuslinnuilla se kertoo todennakdisesti
eniten paksusuolen mikrobistosta (Berlow ym., 2020). Toinen yleisesti kaytetty, ei-

tappava naytteenottotapa on kloaakin pyyhkaisynaytteet. Kloaakki on kuitenkin
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aerobinen, joten sen mikrobikoostumus voi poiketa sisemmasta suolistosta (Berlow ym.,
2020; Grond ym., 2018). Se on my0s altis ymparistdn bakteereille, jotka voivat tunkeutua
sisdan kloaakin aukon kautta (Grond ym., 2018). Berlowin ym. (2020) mukaan sen
mikrobisto kuitenkin muistuttaa paksusuolen mikrobistoa, kuten ulostenaytteetkin.
Ylempaa suolistosta otetut naytteet vaativat linnun lopettamisen, joka on harvoin
tarkoituksenmukaista, silla useimmat linnut ovat rauhoitettuja ja
suolistomikrobitutkimukseen tarvitaan usein toistonaytteita (Berlow ym., 2020; Grond
ym., 2018).

1.6. Tutkimuksen tavoitteet

Tassa tutkimuksessa selvitetdan eri varpuslintu- ja tikkalintulajien poikasten
ravinnokseen kayttamia selkarangattomia sek& poikasten suolistomikrobiston
koostumusta. Kaytan poikasten ulosteesta eristettya DNA:ta ravintolajien ja
suolistomikrobien maaritykseen ja selvitan, (1) vaikuttaako linnunpoikasten ika, laji tai
aikuisian ruokavalio niiden suolistomikrobistoon tai poikasajan ruokavalioon. (2)
Poikasten ravinnon ja suolistomikrobiston perusteella lasketaan my6s niiden
alfadiversiteetti-indeksit, ja etsitdan niille selittavia tekijditd edella mainituista muuttujista.

(3) Lisaksi selvitan, selittaako ravinnon diversiteetti mikrobiomin diversiteettia.

Oletuksena on, etta linnunpoikasten ika ja laji vaikuttavat niiden ruokavalioon, koska
vaihtelua on havaittu aiemmassakin kirjallisuudessa. Aikuisian ruokavalio ei valttamatta
vaikuta poikasajan ruokavalioon selkadrangattomien osalta, jos lajien erilaiset
ravinnonhankintatavat vaikuttavat siihen enemman. Poikasten ian oletetaan vaikuttavan
myOs niiden suolistomikrobiston koostumukseen, koska aiempien tutkimusten mukaan
suolistomikrobisto kehittyy poikasten kasvaessa. Lajien valilla ei valttamatta havaita
merkittdvia eroja, jos poikasten ruokavaliot ja elinymparistot ovat samankaltaisia, ja
lahes kaikki tutkimuslinnut ovat varpuslintuja, eli kohtalaisen laheista sukua keskenaan.
Suolistomikrobistoissa voidaan kuitenkin havaita eroja aikuisian ruokavalion perusteella,
silld esimerkiksi siemensydjat tarvitsevat aikuisena enemman tarkkelystd hajottavia
bakteereja kuin hydnteissyodjat, ja nama erot voivat olla nakyvissa jo poikasilla. Poikasten
ian oletetaan vaikuttavan myds ruokavalion ja suolistomikrobiston alfadiversiteetteihin,
koska poikasten kasvaessa niiden suolistomikrobilajisto voi runsastua ja
ruoansulatuskyky kehittya, jolloin emot voivat tuoda niille monimuotoisempaa ravintoa.
Alfadiversiteeteissa ei valttdamattd ole eroa lajin tai aikuisidn ruokavalion perusteella.
Ravinnon ja suolistomikrobiston alfadiversiteetit mahdollisesti korreloivat myos
keskenaan siten, ettd monipuolisempaa suolistomikrobistoa esiintyy niilla poikasilla, joilla

on monipuolinen ruokavalio.



Vaikka tutkimus villien lintujen suolistomikrobistoista on nostanut suosiotaan viime
vuosina, linnunpoikasten ruokavalion ja suolistomikrobien suhdetta on tutkittu vahan,
keskittyen yleensa yhteen tai muutamaan lajiin kerrallaan. Tassa opinnaytety6ssa on
keratty ulostenaytteitd 30:n eri lajin poikasilta, joten se on toistaiseksi ainutlaatuinen
kohdelajistoltaan. Myds poikasten ruokavalion selvittdminen molekyylimenetelmilla on
ollut hidasta naytteidenkeruun tydlayden vuoksi, eika sitd ole kaikille lajeille tehty viela
ollenkaan. Tahan opinnaytetydhén keratty aineisto siis tdydentda aiempia, suoriin

havantoihin ja ravinnon sulamattomien osien maarityksiin perustuvia tutkimuksia.

2. Aineisto ja menetelmat

2.1. Naytteiden kerays

Tutkimuksen aineisto kerattiin varpus- ja tikkalintujen pesapoikasilta. Tutkimukseen
sisdllytettin sekd avopesijdiden ettd kolopesijdiden pesia. Kaikki naytteet kerattiin
Lounais-Suomen alueelta. Valtaosa naytteista kerattiin Turusta Ruissalon saarelta, jossa
lintujen pesimatiheys ja lajirunsaus on suuri monipuolisten elinymparistéjen vuoksi, ja
linnunponttdja on runsaasti tiaisille, kirjosiepoille seka kottaraisille. Ruissalossa on paljon
erityyppisia lehtoja ja se onkin Suomen lehtojensuojeluohjelman tarkein yksittainen
kohde (Varsinais-Suomen ELY-keskus, 2020). Ruissalon lansiosassa on myods
havumetsaa, jossa tammi kasvaa sekapuuna. Naytteitd kerattiin myos asuinalueiden
ymparistosta esimerkiksi Turun Hirvensalosta ja Halisista, Harjavallan ja Nakkilan
kuivista mantymetsista, Mynamaen ja Paraisten sekametsista seka Laitilasta

maatalousymparistosta.

Pesia etsittin maastoa ja emojen liikkeita tarkkailemalla paaasiassa kahden ihmisen
toimesta Ruissalossa, mutta maastossa kavi satunnaisesti myds muita pesienetsijoita.
Naytteitd kerattiin opportunistisesti myds Ruissalon ulkopuolelta I6ytyneilta pesiltd. Osa
naytteistd kerattiin tutkimuksen ulkopuolisten rengastajien yllapitamistd pdntdista
rengastuksen yhteydessd. Pesahavaintoja saatiin myoés ihmisilta, jotka |0ysivat
linnunpesia esimerkiksi kotipihaltaan tai tdiden ohessa. Yhteensa naytteitd analysoitiin
140 kappaletta 30 eri lajilta (Liite 1).

Loydetyt pesat merkittin Maastokartat-karttasovellukseen, ja niista kirjattiin ylos laji,
paivamaara ja pesinnan vaihe. Léydetyille pesille tehtiin tarkastuskaynteja, joiden tiheys
vaihteli yhdestad paivastd neljddn viikkoon tarpeen mukaan pesinndan etenemisen

seuraamiseksi ja kuoriutumispaivan seka sopivan naytteenottopaivan selvittdmiseksi.
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Tarkastuskayntien yhteydessa sovellukseen kirjattiin uusi paivamaara ja pesinnan vaihe.
Mita tarkemmin pesinnan vaihe voitiin arvioida, sitda harvemmin pesalla oli tarpeen kayda.

Keskimaarin pesilla pyrittiin kdymaan noin viikon valein.

Kun poikaset olivat tarpeeksi vanhoja naytteenottoon (2—15 vrk, mediaani 7 vrk), ne
otettiin pesalta ja laitettiin pahvikuppiin, jonka pohjalle oli asetettu verkko estdmaan
poikasia koskemasta purkin pohjaan. Kun vahintaan puolet poikueesta oli ulostanut, tai
aikaa oli kulunut 10-15 minuuttia, poikaset palautettiin varovasti pesaan. Poikaset
rengastettiin ndytteenoton yhteydessa, jos ne olivat tarpeeksi vanhoja siihen. Taman
jélkeen ulosteet siirrettiin spaattelilla nayteputkeen. Joiltain yksiloiltd naytteet kerattiin
myoOs suoraan nayteputkeen. Yhdelta pesaltd samana paivana keratyt naytteet laitettiin
samaan putkeen, jolloin yksi nayte edustaa koko pesaa kyseisena ajanhetkena. Joiltakin
pesiltd kerattiin myds toistonaytteitd, jos poikaset olivat ensimmaisella kerayskerralla

liian nuoria rengastettaviksi ja pesalle jouduttiin sen vuoksi palaamaan.

Keratyt naytteet laitettin maastossa kylmalaukkuun mahdollisimman nopeasti.
Maastopaivan paatteeksi ne siirrettiin pakastimeen (-20 °C) ja pidettiin pakastettuna 3—

5 kuukautta DNA:n eristykseen asti.

2.2. DNA:n eristys

DNA:n eristystd varten naytteistd eroteltin laminaarivirtauskaapissa puhtaan,
kertakayttdisen talouspaperin paalla mahdollisimman tarkasti tummaa ulostemateriaalia
3-250 mg eristyspakkauksesta saatuun PowerBead-putkeen. Varpuslinnut nimittain
ulostavat ja ’virtsaavat” samaan aikaan, ja niiden jatdksissa oleva tumma osa on
varsinaista ulostetta, ja valkoinen ureahappoa, joka voi haitata DNA:n eristysta ja lisata
DNA:n hajoamista. Mikali ulosteita oli useita yhdessa nayteputkessa, ainakin kahdesta
pyrittin ottamaan osia DNA:n eristykseen. Jokaisen eristyseran viimeinen putki oli
negatiivinen kontrolli, johon ei laitettu ulostetta mutta sité kasiteltiin muuten samoin kuin
nayteputkia, ml. pinsettien kayttd putken sisalla. Alkuperaiset nayteputket pidettiin jailla
kasittelyn ajan ja laitettin sen jalkeen takaisin pakastimeen, jotta niita voitaisiin
tarvittaessa kayttaa uudestaan. Pinsetit steriloitiin jokaisen naytteen jalkeen pyyhkimalla
ulostejaanteet talouspaperiin, sen jalkeen huuhtelemalla 70 % etanolissa ja lopuksi

kuumentamalla etanolilampun liekissa.

DNA:n eristykseen kaytettin QIAmp PowerFecal Pro DNA kittia (nr 51804, Hilden,
Saksa). Eristys suoritettiin valmistajan protokollan mukaan (01/2018). Protokollasta

poiketen naytteet homogenisoitiin TissueLyser ll:ssa 30 Hz nopeudella 2 * 2,5 minuuttia.
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Kahden ensimmaisen erdn DNA-konsentraatiot tarkastettin NanoDrop-laitteella ja
PCR:ll& protokollan onnistumisen varmistamiseksi. Eristetty DNA sailytettiin

pakastimessa (-20 °C) 2-5 kk jatkokasittelyyn asti.

2.3. Kohdegeenien monistaminen

Naytteistda monistettin sekd saalislajien ettd bakteerien DNA:ta. Saalislajien
selvittamiseksi kaytettiin erityisesti niveljalkaisille (Zeale: ZBJ-ArtF1c + ZBJ-ArtR2c) ja
laajemmin kaikille selkarangattomille (fwh: fwhF2 + fwhR2n) suunniteltuja alukkeita
(Taulukko 1). Molemmat alukkeet monistavat mitokondriaalisen syftokromi c
oxidaasigeenin alayksikkod 1:sen osia (COIl). Kumpikin valituista alukepareista (Zeale ja
fwh) monistavat erilaisia selkdrangattomia kohdeorganismeja, ja kayttamalla molempia
on mahdollista saada hieman laajempi kuva lintujen ruokavaliosta. Koska Zeale on
suunniteltu erityisesti niveljalkaisia varten, se ei monista lintujen DNA:ta, mutta toisaalta
silla ei saada esiin esimerkiksi nivelmatoja (Annelida), vaikka linnut olisivat niitéa syoneet.
Fwh-alukkeet sen sijaan monistavat laajasti eri selkdrangattomia (Vamos ym., 2017), ja
mahdollisesti myds vahan lintujen DNA:ta. Bakteerilajiston selvittamiseksi kaytettiin
bakteerien 16S rRNA-geenid monistavia alukkeita 515FB ja 806RB (Taulukko 1).

Naytteille valmistettiin reaktioliuokset, joihin alukkeet sekoitettiin. Jokaisesta naytteesta
valmistettiin ravintoalukkeilla (Zeale ja fwh) vahintaan kaksi toistoa eli replikaattia, jotta
menetelman toistettavuutta ja luotettavuutta voitin mydhemmassa analyysivaiheessa
mitata. Yhta reaktiota kohden liuokseen tuli 2,6 pl vetta, 5 yl MyTaq Red Mix-entsyymia
(Bioline), 0,4 uM alukkeita (forward ja reverse, kutakin 0,2 yM). Kuhunkin reaktioon
kaytettiin lisdksi 2 pl eristettya DNA:ta, jolloin reaktion kokonaistilavuus oli 10 pl. Kullekin
alukeparille valmistettiin oma reaktioliuoksensa, koska ne vaativat erilaiset olosuhteet

toimiakseen. PCR:n ajo-ohjelmat on kuvattu taulukossa 2.
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Taulukko 1. Kaytetyt alukkeet

Aluke Sekvenssi (5’ - 3’)

Luku-
pituus
(bp)

Lahde

Niveljalkaiset

ZBJ-ArtF1c AGATATTGGAACWTTATATTTTATTT 157 (Zeale ym., 2011)
TTGG
ZBJ-ArtR2c WACTAATCAATTWCCAAATCCTCC
Selkarangattomat
fwhF2 GGDACWGGWTGAACWGTWTAYCC 206 (Vamos ym.,
HCC 2017)
fwhR2n GTRATWGCHCCDGCTARWACWGG
Bakteerit
515FB GTGYCAGCMGCCGCGGTAA 254 (Parada ym.,
2016)
806RB GGACTACNVGGGTWTCTAAT (Apprill ym.,
2015)
Taulukko 2. PCR:n ajo-ohjelmat
A. Zeale -alukkeet
Vaihe Lampétila (°C) Aika (min)
Alkudenaturaatio 95 °C 3:00
16 syklia:
Denaturaatio 95 °C 00:30
Alukkeiden kiinnitys 61 °C* 00:30
Ekstensio 72 °C 00:30
24 syklia:
Denaturaatio 95 °C 00:30
Alukkeiden kiinnitys 53 °C 00:30
Ekstensio 72 °C 00:30

*Lampétila laskee 0,5 °C/sykli.
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B. Fwh-alukkeet

Vaihe Lampdtila (°C) Aika (min)
Alkudenaturaatio 95 5:00
34 syklia:
Denaturaatio 95 0:30
Alukkeiden kiinnitys 58 0:30
Ekstensio 72 2:00
Loppuekstensio 72 10:00
C. 515FB-806RB -bakteerialukkeet
Vaihe Lampédtila (°C) Aika (min)
Alkudenaturaatio 95 3:00
20 syklia:
Denaturaatio 95 0:45
Alukkeiden kiinnitys 50 1:00
Ekstensio 72 1:30
Loppuekstensio 72 10:00

PCR:n onnistuminen tarkistettiin elektroforeesilla. Elektroforeesissa kaytettiin 1,5 %
agaroosigeelid, johon lisattiin 5 yl DNA:han sitoutuvaa ja UV-valossa nakyvaa Midori
Green (Nippon Genetics) -variainetta. PCR-tuotetta laitettiin geelille 2 pl/nayte, ja lisaksi
50 ja 100 emasparin kokomarkkeria. Geelia ajettiin 20 minuuttia 90 voltin jannitteelld,

jonka jalkeen tuloksia tutkittiin UV-kuvauslaitteistolla.

2.4. DNA-kirjastojen teko

Ensimmaisen vaiheen PCR-tuotteisiin lisattiin toisessa PCR-vaiheessa uniikit indeksit,
joiden avulla yksittdiset naytteet ja reaktiot voitin mydhemmin erotella. Samalla
naytteisiin lisattin adapterit lllumina-massasekvensointia varten, eli valmistettiin niin
sanottu ~ NGS-kirjasto. = Nain  naytteet  voitin  lopulta  yhdistdd  DNA-
kokoomanaytekirjastoiksi: toisessa ravintolajeista saatu DNA ja toisessa bakteereista
saatu DNA.

Toisen vaiheen PCR:n reaktiotilavuus oli 10 pl, joka koostui 5 yl MyTaq HS Red Mix -
polymeraasiseosta, 0,5 uM i7-reverse-aluketta, 0,5 uM i5-forward-aluketta, ja 3 ul

DNA:ta ensimmaisesta PCR-vaiheesta. PCR aloitettiin 3 minuutin alkudenaturaatiolla 95
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asteessa, jota seurasi 15 syklid seuraavaa: 20 sekunnin denaturaatio 98 asteessa, 15
sekunnin alukkeiden kiinnitys 60 asteessa, ja 30 sekunnin ekstensio 72 asteessa. Taman
jalkeen suoritettin 3 minuutin pituinen loppuekstensio 72 asteessa. PCR-reaktion
onnistuminen tarkistettiin ajamalla 2 pl tuotetta 1,5 % agaroosigeelillda 20 minuuttia 90
voltin jannitteella. Sen jalkeen PCR-tuotteet yhdistettiin alukkeittain ja toistojen mukaan
pipetoimalla 3 pl per nayte 1,5 ml Eppendorf-putkeen. Naytteet yhdistettiin siis viideksi
kokoomanaytteeksi: Zeale1, Zeale2, FWH1, FWH2 ja BAC.

2.5. DNA-kirjastojen puhdistus ja laaduntarkistus

Kokoomanaytteista eli DNA-kirjastopooleista puhdistettiin epaspesifit DNA-fragmentit ja
ylijgdmareagenssit itse valmistetulla SPRI-magneettiliuoksella kaksisuuntaisella
menetelmalla (Vesterinen ym., 2016; engl. solid-phase reversible immobilization). DNA-
kirjastot laimennettiin sekoittamalla 150 pl DNA:ta ja 150 pl ultrapuhdasta vetta.
Laimennokseen sekoitettin 240 pl 0,8x SPRI-seosta. Seosta inkuboitiin
huoneenlampdtilassa 5 minuuttia ja asetettin magneetille, kunnes seos oli kirkasta.
Kirkas supernatantti siirrettin magneetille muodostunutta pellettid varoen uuteen
putkeen, jossa oli 45 ul 0,95x SPRI-kuulaseosta. Seos sekoitettiin vorteksoimalla ja
annettiin jalleen inkuboitua huoneenlammdssa 5 minuuttia. Taman jalkeen seos
asetettiin taas magneetille, ja nesteen kirkastuttua supernatantti poistettiin ja magneetille
jaanyt pelletti puhdistettiin kaksi kertaa 500 pl:lla tuoretta 80 % etanolia. Kohde-DNA oli
tassa vaiheessa magneetilla putken seinustalla. Putken annettiin seista magneetilla 1
minuutti, jonka jalkeen etanoli poistettiin ja etanolipesu toistettiin toisen kerran. Taman
jalkeen etanoli poistettiin ja putken annettiin kuivua. Putkeen lisattiin 150 yl MQ-vetta, se
poistettiin magneetilta ja vorteksoitiin yhtenaiseksi seokseksi. Seoksen annettiin taas
inkuboitua huoneenlampdtilassa 5 minuuttia, jonka jalkeen se asetettiin takaisin
magneetille, kunnes neste oli kirkasta. Tassa vaiheessa DNA oli supernatantissa, joka

pipetoitiin mahdollisimman SPRI-helmia valtellen tarkasti uuteen, nimikoituun putkeen.

Puhdistuksen onnistuminen varmistettiin ajamalla puhdistamattomat ja puhdistetut
kirjastot rinnakkain 2 % agaroosigeelillda 30 minuuttia 90 voltin jannitteella. DNA-
osakirjastojen konsentraatiot mitattiin Qubit Fluorometer -laitteella ennen osakirjastojen
yhdistamistd lopullisiksi DNA-kokoomanaytteiksi. Konsentraation mittaamiseen
kaytettin Qubit dsDNA HS Assay—kittid (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Yhdysvallat) ja se suoritettin valmistajan ohjeiden mukaan. Zeale-kirjastojen
konsentraatiot olivat 4,06 ng/ul ja 4,48 ng/ul, fwh-kirjastojen 3,54 ng/ul ja 3,66 ng/ul, ja
bakteerikirjaston 0,262 ng/ul. Lopulliseen ZealeFWH-DNA -kokoelmanaytteeseen
pipetoitin molempia Zeale-osakirjastoja 22,5 pl ja fwh-osakirjastoja 27,5 pl niin, etta
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kirjaston kokonaistilavuudeksi tuli 100 pl. Bakteerikirjastoa kaytettiin sellaisenaan, koska

siita ei ollut toistoja.

2.6. Sekvensointi

Sekvensointi toteutettiin Turun Biotekniikan Keskuksessa (FFGC: Finnish Functional
Genomics Centre, Turku Bioscience Centre) lllumina MiSeq v2-alustalla. Fwh- ja Zeale
-DNA:t sekvensoitiin yhdessa 2 x 150 bp lukupituudella. Bakteeri-DNA sekvensoitiin

omassa ajossaan 2 x 250 bp lukupituudella.

2.7. Bioinformatiikka

lllumina MiSeq -ajojen tuottamat naytekohtaiset sekvenssit ladattin CSC:n (Tieteen
Tietotekniikan keskus, www.csc.fi) Taito-palvelimelle timmausta seka laadun tarkistusta
varten. Sekvenssidatan kasittely tehtiin kokonaisuudessaan yhdessa ohjaajien kanssa.
Sekvenssit yhdistettiin (merging), alukkeet trimmattiin pois (trim for primers) ja
dereplikoitiin (dereplicate to unique haplotypes) kayttden VSEARCH-ohjelman (versio 2,
Rognes ym., 2016) komentoja (Kaunisto ym., 2017). Alukkeet poistettiin python-kielisella
cutadapt -ohjelmalla (Martin, 2011). Taman jalkeen maaritettiin uniikit sekvenssit, ja
niiden maarat, jolloin myos singletonit, eli yksittaiset kaikista muista sekvensseista
eroavat sekvenssit poistettiin. Kimeerit, eli kahden eri molekyylin yhdistelmasekvenssit
poistettiin  kayttden USEARCH UNOISE3 -komentoa, jolla myds poistettiin
todennakodisesti vaarat, mahdollisesti sekvensointivirheistd seuranneet harvinaiset
sekvenssit, ja lisdksi maaritettiin varsinaiset sekvenssivariantit (ZOTU, zero-radius
operational taxonomical units; Edgar, 2016). Lajit maaritettiin kayttden VSEARCH-
ohjelman SINTAX-algoritmia vertaamalla saalislajien COIl-geenin ZOTU-sekvensseja
avoimen BOLD-tietokannan referenssisekvensseihin (katso esim. Vesterinen ym., 2018)
ja bakteerien 16S-geenin ZOTU-sekvensseja SINTAX-ohjelmalle valmistellulla
bakteerien referenssi-tietokannalla (saatavilla osoitteessa

https://www.drive5.com/usearch/manual/sintax _downloads.html).

2.8. Tilastolliset analyysit

Tilastoanalyysit tehtiin R-kielelld RStudio-ohjelmointiymparistéssa (R Core Team, 2022;
RStudio Team, 2022). Dataa kasiteltiin tidyverse-paketilla (Wickham ym., 2019) ja
siistittiin janitor-paketilla (Firke, 2021). Siitd tehtiin my6s phyloseg-tiedostoja datan
kasittelyd varten (McMurdie & Holmes, 2013). Dataan lisattin Elton Traits 1.0 -
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tietokannasta tieto lajien aikuisian ruokavaliosta (siemenet/kasvit, sekasydja,
selkarangattomat) (Wilman ym., 2014). Naytteille laskettiin alukekohtaiset Shannonin
diversiteetti-indeksit microbiome-paketilla (Lahti & Shetty, 2012). Normaalijakaumat
tarkastettiin  Shapiro-Wilkin normaalijakaumatestilla, jonka jalkeen lintujen lajin ja
aikuisian ruokavalion merkitysta diversiteetti-indekseille selvitettin Kruskal-Wallis—
testilld, koska vastemuuttujan jakauma ei ollut normaali. Linnunpoikasten ian ja
diversiteetti-indeksien korrelaatiota tutkittin  Spearmanin korrelaatiokertoimella.
Alfadiversiteettien valista korrelaatiota tutkittin myds Spearmanin korrelaatiokertoimella,
koska naytteiden ravinnon ja bakteerilajien perusteella lasketut Shannonin diversiteetti-

indeksit eivat olleet normaalijakautuneita (p < 0,001, Shapiro-Wilkin testi).

Ravintodata summattiin heimotasolle phyloseq-paketin tax_glom-funktiolla, koska
aineisto oli niin pieni, ettd ravinnon koostumusta ei kannattanut tarkkailla lajitasolla.
Samoin  bakteeridata  summattiin  pagjaksotasolle.  Analyyseissa  vertailtiin
ravintoheimojen ja bakteeripaajaksojen sekvenssien suhteellista maaraa. Vegan-paketin
adonis2-funktiolla tehtin PERMANOVA-testeja, joilla etsittin tilastollisia eroja
ruokavalion ja suolistomikrobiston kompositioissa a) eri lintulajien, idn ja c) aikuisten

lintujen ruokavalioiden valilla.

Koska monilta lintulajeilta saatiin nayte vain yhdesta pesasta, analyysit tehtiin kahdesti:
seka kaikkien lintulajien kanssa ettd pelkastdan niiden lajien kanssa, joista saatiin
vahintdan kolme onnistunutta naytetta. Nain saatiin seka laajempi otos eri lajien valilla,
jossa sattumalla on kuitenkin suuri vaikutus tuloksiin, ettd rajatumpi otos, jossa
sattumalla on vahemman vaikutusta I0ydettyyn ravinto- ja

suolistomikrobikoostumukseen.

3. Tulokset

3.1. Sekvenssidata ja aineiston peruskuvaajat

Saalislajien DNA-kirjaston sekvensointi tuotti 6 419 304 (Zeale), 4 881 920 (FWH), ja
bakteerien DNA-kirjasto 10 145 979 raakasekvenssia. Trimmausten jalkeen lopullinen
data sisalsi 2 214 877 (Zeale), 3 055 159 (FWH) saalislajien ja 8 513 648 bakteerien

sekvenssia.

Naytteita analysoitiin 140 yhteensa 30:lta eri lintulajilta. Kaikilta lajeilta, yhteensa 121:sta

naytteesta saatiin tuotettua joko ravinto- tai mikrobidataa tai molempia. Bakteeridataa
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saatiin 26:lta lajilta, ja ravinto-dataa 27:Ita lajilta. Lintulajia kohti naytteita analysoitiin 1—
13. Ravintolajeja 16ytyi 1-26 ja bakteeri-ZOTU:ja 2—182 lintulajia kohti. Filtterdinnin
jalkeen yhta bakteeri-ZOTU:a oli naytteissa keskimaarin noin 500-9 000 sekvenssia
(vaihteluvali 20-104 396 sekvenssiad). Ravintolajien sekvensseja 16ytyi keskimaarin noin
11-26 000 per nayte (vaihteluvali 2—125 395 kpl). Lajikohtaisesti aineistoa on kuvattu

litteessa 1.

Ravintoheimojen ja bakteerilajien maara kasvoi nopeasti naytteiden lukumaaran
kasvaessa (kuvat 1-2). Kuvan 1 perusteella uusien ravintoheimojen I6ytyminen kaikkien
lajien naytteista vaheni noin 15 naytteen kohdalla, mutta jatkui kuitenkin melko tasaisena
senkin jalkeen. Mistaan lajista ei saatu niin paljoa naytteita, etta lajikohtainen kayra olisi
tasoittunut, mutta esimerkiksi mustarastaan ja rakattirastaan kertymakayrat alkoivat
selvasti taittua saavutetulla otoskoolla (9 ja 7 naytettd, tdssa jarjestyksessa). Kuvan 2
perusteella bakteerilajien 16ytyminen kaikilla lajeilla alkoi hidastua noin 20 naytteen
kohdalla. Myéskaan bakteerilajien kertymakayra ei tasoittunut millaan lajilla saavutetulla
otoskoolla, mutta esimerkiksi mustarastaan kayra alkoi taittua saavutetulla otoskoolla
(10 naytetta).

o |
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E
e g 4 — Kaikki lajit
= —— Mustarastas
Y Sinitiainen
_ — Kirjosieppo
L Kottarainen
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= RAKkattirastas
| | Laulurastas
| — Punakylkirastas
' —— Haarapaasky
o
T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Naytteita

Kuva 1. Ravintoheimojen I6ytyminen otoskoon kasvaessa ravintoalukkeilla. Kuvaajassa

ovat mukana vain lintulajit, joista saatiin vahintadan kolme naytetta.
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Kuva 2. Bakteeri-ZOTU:jen kertyminen otoskoon kasvaessa. Kuvaajassa ovat mukana

vain lintulajit, joista saatiin vahintdan kolme naytetta.

3.2. Ravinnon koostumus

Lintujen ravinnon koostumusta heimotasolla tarkasteltiin permanova-testilla lintujen lajin,
aikuisian ruokavalion ja ian suhteen. Lintulajien eroja tutkittiin niilla lajeilla, joista saatiin
vahintdan kolme naytettad (n = 13 lajia). Lintulajien valilla oli merkitseva ero ravinnossa
heimotasolla (F(12, 58) = 1,4895, p = 0,01). Dispersion homogeenisyystesti ei ollut
merkitseva (F= 1,4212, p = 0,18), eli permanova-testin merkitseva p-arvo ei johdu

hajonnan epatasaisuudesta.

Lintujen ulostenaytteistd maaritetty ravinto on esitetty lahkotasolla kuvassa 3 ja
heimotasolla kuvassa 4. Suurimmalla osalla lajeista, varsinkin pienilld varpuslinnuilla,
tarkein lahko oli joko kaksisiipiset tai perhoset (Kuva 3). Suuremmat linnut, kuten
kottaraiset ja rastaat olivat sybneet huomattavissa maarin myds esimerkiksi
kovakuoriaisia (kottaraiset), Haplotaxida-lahkon nivelmatoja (laulurastas ja muut rastaat)
ja nivelkarsaisia (rakattirastaat). Tarkeimpia perhosheimoja linnuille olivat mittarit
(Geometridae), yokkdset (Noctuidae) ja kaaridiset (Tortricidae), ja kaksisiipisheimoista
pikkuvaaksiaiset (Limoniidae), sieppokarpaset (Rhagionidae), paarmat (Tabanidae),

loiskarpaset (Tachinidae) ja vaaksiaiset (Tipulidae) (Kuva 4).
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Kuva 3. Eri lintulajien ulostenaytteista maaritetty ravinto lahkotasolla. Mukana ovat ne
lajit, joista saatiin vahintaan kolme naytetta. Palkkien paalla olevat luvut ovat lajikohtaisia
naytteiden maaria. Lajit: FICHYP = Kkirjosieppo, FRICOE = peippo, HIRRUS =
haarapaasky, MUSSTR = harmaasieppo, PHYSIB = sirittdja, TURPIL = rakattirastas,
PARATE = kuusitiainen, PARCAE = sinitiainen, PARMAJ = talitiainen, STUVUL =
kottarainen, TURILI = punakylkirastas, TURMER = mustarastas, TURPHI = laulurastas.
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Kuva 4. Eri lintulajien ravinto heimotasolla. Mukana lajit, joista saatiin vahintdan 3
naytetta. Lajit: FICHYP = kirjosieppo, FRICOE = peippo, HIRRUS = haarapaasky,
MUSSTR = harmaasieppo, PARATE = kuusitiainen, PARCAE = sinitiainen, PARMAJ =
talitiainen, PHYSIB = sirittdja, STUVUL = kottarainen, TURILI = punakylkirastas,

TURMER = mustarastas, TURPHI = laulurastas, TURPIL = rakattirastas.
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Lintujen aikuisian ravinto oli merkitseva selittdja lajeilla, joista saatiin vahintdan kolme
naytettd (F(1, 69) = 1,59, p = 0,02, n = 13 lajia, kuva 6). Homogeenisyystesti ei ollut
merkitseva (F = 0,03, p = 0,86). Kayttamalla kaikkia tutkimuslajeja aikuisian ravinto oli
lahes merkitseva (F(2, 86) = 1,46, p = 0,07, n = 27 lajia, Kuva 5) ja homogeenisyystesti
ei ollut merkitseva (F = 2,18, p = 0,12). Kaikkien ryhmien linnuilla kaksisiipisten osuus oli
noin 40 % selkarangattomasta ravinnosta. Suurimmat erot I6ytyivat perhosten ja
kovakuoriaisten maarissa. Kovakuoriaisravinto lisdantyi sen mukaan, miten paljon lintu
sy0 aikuisena kasvi- tai siemenravintoa — kasvi- ja siemensydgjillda kovakuoriaiset
muodostivat noin 40 % ruokavaliosta, ja maara vaheni hyonteisravinnon merkityksen
kasvaessa niin, ettd puhtaasti selkarankaisia syovat soivat niita vain alle 5 %. Perhosia
taas kayttivat eniten hyodnteissydjat (n. 40 %), ja niiden maara vaheni kasvinsydnnin
lisdantyessa niin, ettd kasvin- ja siemensydjien ravinnosta vain n. 15 % koostui
perhosista (Kuva 5). Kun katsottiin vain lajeja, joista saatiin vahintdan kolme naytetta,
kasvin- ja siemensyogjat jaivat analyysista pois, mutta tulokset olivat muuten

samankaltaisia (Kuva 6).

Linnunpoikasten ian merkitystd ruokavalion koostumukselle ei voitu luotettavasti
selvittda, koska permanova-testin  oletus ei tayttynyt, vaan hajonnan
homogeenisyystestin tulos oli merkitseva seka kaikkia lajeja kayttamalla etta vain niilla
lajeilla, joista saatiin vahintaan kolme naytetta (p < 0,05). Hajontaa oli siis paljon ryhmien

sisalla. Permanova-testien p-arvot eivat olleet merkitsevia (p > 0,10).
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Kuva 5: Ravintoheimojen suhteellinen maara linnun aikuisidn ravinnon mukaan.

Kuvaajassa ovat mukana kaikki lajit.
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Kuva 6: Ravintoheimojen suhteellinen maara linnun aikuisian ravinnon mukaan lajeilla,

joista saatiin vahintaan kolme naytetta.
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3.3. Suolistomikrobiston koostumus

Linnun laji oli merkitseva selittdja sen suolistomikrobiston koostumukselle (F(13, 66) =
1,6282, p =0,01, Kuva 8). Varianssin homogeenisyystesti ei ollut merkitseva (F = 1,2466,
p = 0,268). Yleisimmat bakteeriryhmat olivat Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria

ja Tenericutes (kuva 7).
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Kuva 7. Suolistomikrobien suhteellinen maara lajeilla, joista saatiin vahintdan kolme
naytetta. Palkin paalla oleva numero on lajikohtainen naytteiden maara. Lajit: FICHYP =
kirjosieppo, FRICOE = peippo, HIRRUS = haarapaasky, MUSSTR = harmaasieppo,
PHYLUS = pajulintu, PHYSIB = sirittdja, TURPIL = rakattirastas, CORMON = naakka,
PARATE = kuusitiainen, PARCAE = sinitiainen, PARMAJ = talitiainen, STUVUL =
kottarainen, TURILI = punakylkirastas, TURMER = mustarastas, TURPHI = laulurastas.

My6s linnun aikuisidn ruokavalio oli merkitseva selittdja suolistomikrobiston
koostumukselle tarkasteltaessa kaikkia lajeja (F(2, 93) = 2,6332, p = 0,02), seka lajeja,
joista saatiin vahintdan kolme naytettda (F(1, 78) = 3,6388, p = 0,01). Varianssin
homogeenisyystestit eivat olleet merkitsevia, joten permanova-testien tulokset ovat
luotettavia (F = 1,676, p= 0,19 ja F = 0,2976, p = 0,59). Kasvin- ja siemensyyjilla yleisin
bakteeripaajakso oli Firmicutes, sekasygjilld Actinobacteria ja selkarangattomia syovilla

Proteobacteria (kuva 8).
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Kuva 8. Suolistomikrobien suhteellinen maara lintujen aikuisian ruokavalion mukaan.

Linnun ik& ei ollut merkitseva selittja suolistomikrobiston koostumukselle (F(12, 83) =
0,9925, p = 0,5). Varianssin homogeenisyys-testin tulos ei ollut merkitseva (F = 1,6794,
p =0,09).

3.4. Ravinnon ja suolistomikrobiston alfadiversiteetti

Linnun lajilla ei ollut merkitysta ravinnon (p = 0,29, x* = 29,48, Kruskal-Wallis -testi) tai
suolistomikrobiston (p = 0,48, x> = 24,66, Kruskal-Wallis -testi) alfadiversiteetti-
indekseihin. Linnun aikuisian ruokavaliolla ei havaittu olevan merkitysta alfadiversiteetti-
indekseille (ravinto p = 0,88, x2 = 0,25, suolistomikrobit p = 0,29, x? = 2,45, Kruskal-Wallis
-testi). MyOskaan poikasten ika ei selittanyt eroja alfadiversiteeteissa (ravinto p = 0,13,
rho = 0,17, suolistomikrobit p = 0,53, rho = 0,07, Spearmanin korrelaatiokerroin).
Suolistomikrobiston ja ravinnon alfadiversiteettien valilla sen sijaan havaittiin kohtalainen

positiivinen korrelaatio (p = 0,005, rho = 0,346, Spearmanin korrelaatiokerroin) (kuva 9).
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Kuva 9. Regressiokuvaaja ravinnon ja suolistomikrobiston alfadiversiteettien suhteesta.

4. Tulosten tulkinta

4.1. Ravinnon koostumus

Suurimmalle osalle lintulajeista tarkeimmat ravintolahkot olivat kaksisiipiset ja perhoset
(kuva 3). Poikkeuksina voidaan mainita, laulurastaiden (Turdus philomelos) ruokavalio
koostui yli 87,5 % lieroista (Lumbricidae), ja kottaraisen ruokavalio koostui 1ahes 50 %
kovakuoriaisista. Harvasukasmatoja I0ytyi myds muiden rastaiden ja kottaraisen

ruokavaliosta, mutta ei juurikaan muilta lajeilta (kuva 4).

Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu, ettd talitiainen ruokkii poikasiaan suurilta osin
perhosentoukilla (73—-75 %, (Cramp, 1993; Rytkdnen & Orell, 2001). Tassa
tutkimuksessa tarkein ravintoryhma oli kuitenkin kaksisiipiset: pelkastdan isovaaksiaiset
(Tipula vernalis ja Tipula sp.) muodostivat 70 % talitiaisten ravinnosta. Seuraavaksi
yleisin ravintolaji oli Phorocera-suvun loiskarpanen, ja vasta sen jalkeen tuli
ensimmainen perhonen: sulkamittari (Phigalia pilosaria), jonka osuus talitiaisten
ravinnosta oli n. 6,6 %. Tulokset olivat samansuuntaiset molemmilla kaytetyilla
ravintoalukkeilla yhdessa ja erikseen myos yksittaisten naytteiden tasolla, joka vahentaa
monistusvirheen todennakoisyytta. Tulos on mielenkiintoinen ja voisi oikeuttaa
lisdtutkimuksiin talitiaisen ravinnosta ja sen mahdollisesta muutoksesta. Sinitiaisten
(Parus caeruleus) ravinto sen sijaan koostui yli 90 % perhosista. Tarkeimmat lahkot olivat
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mittarit (Geometridae), yokkoset (Noctuidae) ja kaaridiset (Tortricidae) (Kuva 4).

Lajikohtaiset ravintotaulukot kaikille linnuille I6ytyy liitteesta 2.

Lintujen aikuisidn ruokavalio oli merkitseva selittdja poikasajan ruokavalion
koostumukselle, kun sitd tarkasteltiin lajeilla, joilta saatiin vahintdan kolme naytetta
(Kuva 5). Kaikilla lajeilla se oli lahes merkitseva (p = 0,07, Kuva 6). Kasvi- ja
siemenravinnon hyoédyntajien ravinnosta I0ytyi suurempia maaria kovakuoriaisia (n. 40
% ravinnosta), kuin sekasydgjilta (n. 15 %) tai padasiassa selkarangattomia syovilta (alle
5 %). Kaksisiipiset muodostivat kaikkien ryhmien ravinnosta n. 35 — 50 %. Perhosia [0ytyi
eniten selkarangattomia sydvien ravinnosta — noin 40 %. Sekasydjilta niita 16ytyi noin 30
% ja kasvin- ja siemensyodjilta n. 15 %. My0s nivelkarsaisia 16ytyi eniten selkarangattomia
syovilta (noin 10 %). Huomattava on, etta kasvi- ja siemensydjien otoskoko on pienempi
kuin muilla ryhmilla: vain kaksi lajia (pikkuvarpunen (Passer montanus) ja punatulkku
(Pyrrhula pyrrhula)), joista saatiin yhteensd vain kolme naytettd. Niiden suuri
kovakuoriaismaara onkin perdisin yhdestd pikkuvarpusnaytteesta, eikd kahdessa
muussa kasvin- ja siemensydjanaytteessa ole lainkaan kovakuoriaisia. Analyyseista
myOs puuttuu kokonaan kasviravinto, jota etenkin siemensydjat sydvat myos
poikasaikana, joten aineisto on hyvin vajavainen eikd kokonaiskuvaa poikasten
ruokavaliosta voida saada. Voidaan kuitenkin olettaa, ettd osa poikasista on syonyt
kasviravintoa niin aiemman kirjallisuuden (esim. Holland ym., 2006; Moreby & Stoate,
2001; Ortowski ym., 2017), kuin myds suolistomikrobiaineiston perusteella: analyyseissa
I6ytyi pienia maaria syanobakteeria sinitiaisen, pikkuvarpusen, Kkottaraisen ja
laulurastaan ulosteesta, joka kaikki ovat joko sekasydjia tai kasvin- ja siemensygjia.
Tama voi tarkoittaa, etta poikaset olivat syoneet kasviravintoa, jonka viherhiukkasista

jaanyt DNA joka tunnistettiin virheellisesti syanobakteeriksi.

Linnunpoikasten ian ei voitu todeta selittavan niiden ruokavalion koostumusta, koska
permanova-testin oletus homogeenisesta varianssista ei tayttynyt. Tdma on harmillista,
silld ainakin siemensydjien on todettu ruokkivan eri ikaisia poikasia erilaisella ravinnolla
(Holland ym., 2006; Moreby & Stoate, 2001). Mahdolliset erot voisi saada esiin
kera@dmalla naytteita ja toistonaytteitd monen ikaisilta poikasilta kuoriutumisesta lentoon
lahtemiseen asti useammasta eri pesasta, ja analysoimalla seka elain- etta kasviperaista

ravintoa.

4.2. Suolistomikrobiston koostumus

Linnunpoikasen laji vaikutti sen suolistomikrobiston koostumukseen. Yleisimmat

bakteeripddjaksot olivat Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria ja Tenericutes, mutta
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niiden suhteet vaihtelivat (Kuva 7). Kuusitiaisella (Parus ater) oli huomattava maara
my0Os Bacteroidetes-bakteereja. Hird ym. (2015) vertailivat 59 eri neotrooppisen lintulajin
suolistomikrobistoja ja I0ysivat niiltd yhtenevan “ydinmikrobiomin”, joka koostui
Actinobacteria-, Bacteroidetes-, Firmicutes- ja Proteobacteria-pasjaksoista. Kyseiset
paajaksot loydettiin kaikista heidan kayttamistaan naytteista. Kerttuleilla yleisimmat
bakteeriryhmat ovat Proteobacteria ja Firmicutes, ja niiden jalkeen Actinobacteria (Baiz
ym., 2023). Bacteroidetes-bakteereja kerttuleilla oli melko vahan, mutta niin sita kuin
Acidobacteriaakin 16ytyi johdonmukaisesti kaikilta lajeilta. Taman tutkielman lintujen
suolistomikrobistojen koostumus oli siis paapiirteittain samankaltainen, kuin Hird ym.
(2015) ja Baiz ym. (2023) aineistoissa. Suurimmat poikkeavuudet ovat tdman aineiston
huomattavan suuri maara Actinobacteriaa, joka varsinkin rastailla muodosti jopa 50 %
mikrobistosta. Samoin Tenericutes-bakteerien suuri maara rastailla, mutta myds
harmaasiepoilla (Muscicapa striata) ja kuusitiaisella poikkeaa aiemmasta
kirjallisuudesta. Bacteroidetes-bakteereja 10ytyi vain 15:1ta lajilta 26:sta, joka asettaa

niiden aseman osana ydinmikrobiomia kyseenalaiseksi suomalaisilla varpuslinnuilla.

Lintujen aikuisidn ruokavalio oli merkittava selittdja suolistomikrobiston koostumukselle.
Kun linnut jaetaan selkarangattomia syoviin, sekasygjiin ja kasvin- tai siemensydjiin,
nahdaan, ettd Actinobacteria-, Firmicutes-, Proteobacteria- ja Tenericutes-bakteerien
maarat vaihtelevat ryhmien valilla (Kuva 8). Actinobacteria-paajakson bakteereja 16ytyi
eniten sekasydjilta. Niilla sen osuus oli noin 40 % mikrobistosta, kun muilla lajeilla sita
oli noin 20 %. Firmicutes-bakteereja taas I6ytyi eniten kasvin- ja siemensydjilta, joiden
mikrobistosta se koosti lahes 50 %. Selkdrangattomia ja sekaravintoa syovilla
Firmicutes-bakteerien osuus oli noin 20 %. Proteobacteria- ja Tenericutes-bakteereja
taas oli eniten hydnteissydjilla. Proteobacteria koosti niiden mikrobistoista noin 40 %,
sekasyojien mikrobistoista noin 30 % ja kasvin- ja siemensydgjien mikrobistoista noin 20
%. Myds Tenericutes-bakteerien maara vaheni aikuisian ruokavalion kasvipitoisuuden
lisdantyessa, mutta sen osuus oli selkdrangattomia syovillakin vain 10 % tippuen lahelle
0 % kasvin- ja siemensydjilla. Mainittavaa on, ettd kasvin- ja siemensydjien ulosteesta
I6ytyi myds pienid maaria syanobakteereja. Nama voivat olla peraisin niiden sytmasta
kasviravinnosta, kun sulamattomien viherhiukkasten sisaltama DNA on monistunut
bakteerialukkeella niiden evoluutiohistorian takia. Syanobakteereja on kuitenkin 16ydetty
aiemmin esimerkiksi ihmisen, naudan, hevosen ja hiiren suolistoista tai ulosteesta, joten

kyseessa voi olla myds aito bakteerihavainto (Ley ym., 2005).

Firmicutes-paajakson bakteerien maaran on todettu aiemmissa tutkimuksissa
korreloivan ravinnon tarkkelyspitoisuuden kanssa. Taman tutkielman tulos on siis

linjassa aiempien tutkimusten kanssa, koska kasvin- ja siemensydjilla oli tutkielman
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suurimmat Firmicutes-osuudet. Esimerkiksi Xiaon ym. (2021) tutkimuksessa sen osuus
oli jopa yli 75 % viljaruokituilla linnuilla, ja oli suuri (noin 60 %) myds maissi-soija-
sekoitusta ja lehtia syovilla linnuilla. Sekasydgjilla ja hedelmia syovilla linnuilla sen osuus
oli 50 % molemmin puolin, kalansygjillda noin 40 % ja lihansydgjilla alle 20 %. Xiao ym.
(2021) toteavatkin, ettd Firmicutes-paajaksoon kuuluvat Lactobacillus-suvun bakteerit
ovat linnuille valttamattomia tarkkelyksen hajottamiseen, ja Clostridium-suvun bakteerit
ovat tarkeitd kuidun sulattamiseen. Firmicutes-bakteerien on todettu olevan tarkeita
myo6s lintujen immuunipuolustukselle ja painon kasvattamiselle tuotantokanoja
tutkittaessa, ja sydtynd niiden on todettu toimivan probiootteina lisaten ravinnon

sulavuutta (Grond ym., 2018).

Mybs  Proteobacteria-padjakson  osuus  selkdrangattomia  sybvien lintujen
suolistomikrobistoista on linjassa aiempien tutkimusten kanssa, silld sen on aiemminkin
todettu olevan yleinen eldinperaista ravintoa syovilla linnuilla. Esimerkiksi Baizin ym.
(2023) aineistossa se oli selvasti yleisin paajakso kaikilla heidan tutkimillaan
kerttulilajeilla, jotka Elton Traits 1.0 -luokittelun mukaan syévat paaosin
selkarangattomia. Kokeellisessa tutkimuksessa Proteobacterian osuus villien talitiaisten
suolistomikrobistossa kasvoi, kun niitéd ruokittin hyonteisravinnolla (Davidson ym.,
2020). Myés Xiaon ym. (2021) aineistossa lihansydjalintujen ulostenaytteissa oli eniten
Proteobacteria-paajakson bakteereja, ja muilla ryhmilla sen maara oli pienempi. Xiao
ym. (2021) huomauttavat, ettd suuri osa Proteobacteria-paajakson bakteereista on
patogeeneja, ja niiden runsaus oli heidan aineistossaan kaantaen verrannollinen
Clostridium- ja Bacteroides-sukujen bakteerien kanssa. Clostridium- ja Bacteroides-
bakteerit kuuluvat Firmicutes- ja Bacteroidetes-paajaksoihin (tdssa jarjestyksessa), ja
niiden tiedetddn myds muodostavan ns. haihtuvia rasvahappoja, jotka voivat rajoittaa
patogeenien esiintymistd (van der Wielen ym., 2000). On siis mahdollista, etta
selkarangattomia syovilla linnuilla kasviravinnon vahyys altistaa niiden suoliston
suuremmalle maaralle patogeeneja. Tasta ei kuitenkaan valttdmatta ole haittaa linnuille,

jos ne ovat sopeutuneet siihen muuten.

Sekasydjilla Actinobacteria-paajakson bakteerit olivat yleisimpia siind, missa kasvin- ja
siemensydjilla Firmicutes- ja selkdrangattomia syovilla Proteobacteria-paajaksot. Sen on
todettu monissa tutkimuksissa olevan yleinen linnuilla ja dominoivan joidenkin naytteiden
mikrobistoa, mutta sitd ei iimeisesti ole pidetty yhta tarkeadna tai helposti tutkittavana
kuin Firmicutes- ja Proteobacteria-paajaksoja, silld sen toimintaa linnuilla ei ole tutkittu
(Bodawatta ym., 2022; Grond ym., 2018). Taman tutkielman aineiston perusteella se
kuitenkin on oleellinen paajakso varsinkin sekasyojalinnuille, ja sen toiminta ansaitsisi

lisdhuomiota tutkijoilta.
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4.3 Ravinnon ja suolistomikrobiston alfadiversiteetti

Linnunpoikasten ruokavalion ja suolistomikrobiston alfadiversiteetit korreloivat
keskenaan kohtalaisesti positiivisesti, eli naytteissa joiden saalisdiversiteetti oli suuri,
bakteeridiversiteetti oli myds suuri. Korrelaatio ei kuitenkaan ole suuri, ja nayttaa
aiheutuvan enimmakseen niista naytteista, joiden ravinnon diversiteetti-indeksi on 0, eli
niistéa on I0ytynyt vain yhta saalislajia. Naissa naytteissa, yhta lukuunottamatta, toinen
ravintoaluke oli epaonnistunut, ja toinen aluke oli monistanut vain yhden lajin DNA:ta.
Poikkeuksena oli yksi Kkirjosiepon (Ficedula hypoleuca) pesa, josta molemmat
ravintoalukkeet 16ysivat vain yhden, saman lajin, jolloin alfadiversiteetti-indeksiksi tulee
0. Taman naytteen suolistomikrobiston alfadiversiteetti oli myds alhainen (ad-indeksi
0.04564403), joka vahvistaa hypoteesia. On kuitenkin mahdollista, ettd havaittu
korrelaatio johtuu ainakin osittain siita, etta joidenkin naytteiden DNA:n eristyksessa tai
monistamisessa on ollut ongelmia. Mikali korrelaatio on todellinen, se voisi tarkoittaa,
ettd  monipuolinen  ruokavalio johtaa linnuila myds  monipuolisempaan
suolistomikrobistoon, jolla puolestaan voisi olla merkitysta linnunpoikasten terveydelle
(Heiman & Greenway, 2016). Aiemmin Baiz ym. (2023) Idysivat heikon korrelaation
kerttuleiden (Parulidae spp.) ravinnon ja suolistomikrobiston alfadiversiteettien valilla,
mutta totesivat, ettei korrelaatio heidan aineistossaan ole jarin mainittava, vaikka usealla
testilla tuli samankaltainen, ei-merkitseva tulos. Bolnick ym., (2014) taas tutkivat
ravinnon ja suolistomikrobiston diversiteettien valistd suhdetta kahdella kalalajilla.
Heidan mukaansa generalistikaloilla olikin yksipuolisempi suolistomikrobisto, kuin
spesialistikaloilla. Aihe vaatiikin lisda tutkimuksia, joissa aineisto on tata tutkielmaa
parempilaatuista ja sekvenssit myds filtterdidaan tarkemmin vaarien positiivisten

torjumiseksi.

Linnunpoikasten lajin, aikuisian ruokavalion tai idn ei havaittu selittdvan ruokavalion tai
suolistomikrobiston alfadiversiteettien vaihtelua. On mahdollista, ettd niihin vaikuttaa
enemman esimerkiksi poikueen vanhempien ominaisuudet, kuten niiden oman
suolistomikrobiston monipuolisuus, yleinen terveys, ika, kelpoisuus (engl. fitness) tai
opittu ravinnonhankintataito. Varsinkin ravinnon diversiteettiin voivat vaikuttaa myos
ympariston ominaisuudet, kuten ilmansaasteet ja saatavilla olevat saalislajit, jotka
tunnetusti vaikuttavat pesalle tuotavien hydnteisten lajikoostumukseen (esim. Eeva ym.,
2005).
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4.4 Virhelahteet

Naytteitd saatiin jokaista lintulajia kohti 1-13 eri pesalta. Otoskoot ovat pienia, ja
kertymakayrien (Kuvat 1 ja 2) mukaan sopiva otoskoko kattavan aineiston saamiseksi
voisi olla n. 15-20 pesaa lajia kohti. Tarkan arvion saamiseksi kertymakayrien perusteella
tarvittaisiin kuitenkin suurempi otoskoko. Lisaksi on huomioitavaa, etta kuvassa 1 ei ole
tarkasteltu ravintolajien, vaan ravintoheimojen kertymista. Luotettavan lajikoostumuksen
saamiseksi naytteita tarvitaan siis viela enemman. Naytteiden keraamista rajoitti pesien
I6ytamisen vaikeus ja pesien tuhoutumisriski. Eniten naytteita saatiinkin rastailta ( Turdus
spp.), joiden pesat ovat suuria ja helppo 16ytaa, seka pontdissa pesivilta linnuilta (tiaiset
(Parus spp.) ja kottarainen (Sturnus vulgaris)) ja yhdyskunnissa pesiviltd haarapaaskyilta
(Hirundo rustica). Vahiten naytteita saatiin pienilta, avopesiviltéd varpuslinnuilta, kuten
kiuru (Alauda arvensis), punatulkku (Pyrrhula pyrrhula), metsakirvinen (Anthus trivialis)
ja kerttulinnut (Sylvia spp.) (ks. liite 1). Naytteiden keruun helpottamiseksi vastaavissa
tutkimuksissa kannattaakin keskittya lajeihin joiden poikaspesid on helppo 16ytaa, tai
varata pesien etsimiseen runsaasti miestunteja palkkaamalla useampia kokeneita

etsij6ita, tai kerdadmalla naytteitd useamman pesimakauden ajan.

Naytteiden keruun lisaksi haasteita aiheutti myds DNA:n monistaminen. Linnun
ulosteesta DNA:n monistaminen osoittautui hankalaksi, oletettavasti siita loytyvien
luonnollisten inhibiittorien vuoksi. Taman vuoksi 11 lajilta saatiin monistettua DNA:ta vain
yhdellad tai kahdella alukkeella kolmesta, jolloin tyypin Il virheet ovat vaistamattomia.
Analyyseihin jouduttiin samasta syysta hyvaksymaan hyvin alhaisia sekvenssimaaria,
jolloin myds virheellisten maaritysten ja kontaminaation mahdollisuus kasvaa (tyypin |
virhe). Loydettyjen sekvenssien vahimmais- ja enimmaismaarat 16ytyy liitteesta 1. DNA:n
kasittelyn tuloksia voisi parantaa kehittamalla kaytettavia protokollia erillisessa

tutkimuksessa linnun ulosteelle sopivammaksi.

4.5 Yhteenveto

Tutkielman aineistossa linnunpoikasten laji ja aikuisidn ruokavalio selitti niiden
ruokavalion ja suolistomikrobistojen eroavaisuuksia, vaikkakin aikuisian ravinto selitti
poikasajan ruokavaliota vain heikosti. Mikali tutkimuksessa olisi selvitetty myos
poikasten sydmaa kasviravintoa, ero voisi olla selvempi. Tulevaisuudessa vastaavissa
tutkimuksissa kaytettavat alukkeet kannattaakin valita niin, ettd kaikki poikasten
mahdollisesti nauttima ravinto saadaan selville. Talléin voitaisiin verrata myds
poikasajan ruokavaliota suolistomikrobiston koostumukseen jotta saataisiin selville,

miten poikasten nauttima ravinto vaikuttaa niiden suolistomikrobiston kehittymiseen.
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Tama tutkielma ja edempana mainitut muut tutkimukset kuitenkin osoittavat, ettd
ruokavalio vaikuttaa lintujen ja muiden elainten suolistomikrobistoon, joten poikasten

tarkempi tutkimus on todennakoisesti hedelmallista.

Selvasti tarkeimmat selkadrangattomien lahkot linnunpoikasille olivat perhoset ja
kaksisiipiset. Joillekin lajeille tarkeaa ravintoa olivat myés kovakuoriaiset ja nivelmadot,
mutta esimerkiksi hAmahakkeja, pistidisia ja sudenkorentoja sydtiin vain pienia maaria.
Valitettavasti tutkimuksen otoskoko lajia kohti on liian pieni luotettavien ravintoverkkojen
rakentamiseksi. Kaikki lajit, joista kerattiin useampia kuin yksi nayte, olivat kayttaneet
ravinnokseen useampaa kuin yhtd selkdrangattomien lahkoa, joka on hyva uutinen
nykyisena hyonteiskadon aikana. On kuitenkin huomattava, ettd mikali perhosten ja
kaksisiipisten maara pienenee huomattavasti, monen lintulajin voi olla vaikea kasvattaa
poikasiaan. Lintujen suojelemiseksi perhosten ja kaksisiipisten kantojen yllapitdminen on

siis tarkeaa.

Yleisimmat bakteeripdajaksot linnunpoikasilla olivat Actinobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria ja Tenericutes. 15:ta lajilta |0ytyi myds Bacteroidetes-pasjakson
bakteereja, joita pidetdan monilla lintulajeilla yhtena "ydinmikrobiomin” ryhmana (Hird
ym., 2015). Tassa aineistossa ne olivat kuitenkin melko marginaalinen ryhma
lukuunottamatta kuusitiaista, jolla ne olivat kolmanneksi yleisin ryhma. Tulevaisuudessa
sen lisaksi, etta tutkittaisiin poikasten oman ruokavalion vaikutusta suolistomikrobiston
koostumukseen, tulisi tutkia lisaa eri bakteerien toimintaa ja merkitysta linnuille.
Esimerkiksi Actinobacteria-paajakson toiminnasta ei ole 16ydettavissa viela juurikaan

tietoa, vaikka ne olivat todella yleisia poikasten ulostenaytteissa.

Vaikuttaa siltd, ettd monipuolinen ruokavalio voi vaikuttaa positiivisesti myos
suolistomikrobiston monipuolisuuteen linnunpoikasilla. Paatelmaa tukee se, ettd myos
aiemmassa tutkimuksessa on l0ydetty heikko korrelaatio naiden valilla (Baiz ym., 2023).
Ongelmana on kuitenkin se, ettéd aineistossa on mukana heikkolaatuisia naytteita, jotka
ovat voineet vaikuttaa tulokseen. Tutkimuksessa ei ole mydskaan kaytetty toistonaytteita
ravinnon pitkdn aikavalin monipuolisuuden selvittdmiseksi. Tulokseen tulee siis

suhteutua varauksella, mutta se rohkaisee tutkimaan aihetta lisaa.

Taman tutkielman suurimmat heikkoudet ovat suuresta maastotydpanostuksesta
huolimatta pieneksi jaaneet otoskoot, kasvialukkeiden puuttuminen, ja kohdatut
ongelmat DNA:n kasittelyssd. Taman vuoksi aineistosta ei voida tehda hyvia yleistyksia
lajikohtaisen ravinnon, suolistomikrobiston tai naiden valisten vaikutusten osalta

ainakaan alemmilta taksoneilta bakteerien tai ravinnon osalta. Ylemmilla taksoneilla,
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kuten bakteerien paajaksot ja selkdrangattomien heimot ja lahkot, tulokset ovat kuitenkin
uskottavia. Tulokset ovat myds suurelta osin yhtenevaisia aiemman, myds aivan
hiljattain julkaistun tutkimuksen kanssa, joten ne vahvistavat aiempia tietoja ja

rohkaisevat jatkamaan tutkimusta suuremmalla aineistolla.

5. Eettisyys

Kaikilla poikasia kasitelleilld ihmisilla oli alueella voimassa oleva rengastuslupa.
Ruissalon luonnonsuojelualueilla (Ruissalon lehdot (YSA 203051) ja Ruissalon
lintulahdet ja rannat (YSA 203050)) likkumiseen ja pesien hairitsemiseen oli erityislupa
Varsinais-Suomen ELY-keskukselta (paatdés VARELY/913/2020). Poikasille ei aiheutettu
naytteiden keruussa merkittavasti rengastusta suurempaa haittaa. Poikaset kasiteltiin ja
rengastettiin noudattaen Luonnontieteellisen Keskumuseon ja Varsinais-Suomen ELY-
keskuksen ohjeita ja maarayksia (VARELY/1134/2020).

6. Kiitokset

Haluan kiittda ohjaajiani Suvi Ruuskasta, Eero Vesterista ja Toni Laaksosta heidan
avustaan ja tuestaan tutkielman teon kaikissa vaiheissa. Suuret kiitokset my6s Jorma
Nurmelle ja muille maastotoissa auttaneille. Lisaksi haluan kiittdd Kuopion Luonnon
Ystavain Yhdistys ry:té ja Suomen Biologian Seura Vanamoa apurahoista, jotka

mahdollistivat tutkielman toteutuksen.
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Liite 2. Tutkimuksessa l0ydetyt selkdrangattomat lintulajin mukaan. O = ravintolajia ei

I0ytynyt lintulajin naytteista, 1 = ravintolaji I0ytyi lintulajin naytteista. Lajit: TURPIL =
rakattirastas, TURPHI = laulurastas, TURMER = mustarastas, TURILI =
punakylkirastas, TROTRO = peukaloinen, SYLCUR = hernekerttu, SYLBOR =
lehtokerttu, SYLATR
punatulkku, PHYSIB

vastarakki, LUSLUS = satakieli, HIRRUS = haarapaasky, FRICOE = peippo, FICHYP

mustapaakerttu, STUVUL = kottarainen, PYRPYR =
sirittaja, PASMON = pikkuvarpunen, PARMAJ = talitiainen,
PARCAE = sinitiainen, PARATE = kuusitiainen, MUSSTR = harmaasieppo, MOTALB =

= kirjosieppo, ERIRUB = punarinta, DENMAJ = kapytikka, CORMON = naakka,

CERFAM = puukiipija, ANTTRI = metsakirvinen.

Lahko
Haplotax
ida
Haplotax
ida
Haplotax
ida
Haplotax
ida
Haplotax
ida
Haplotax
ida
Haplotax
ida

Araneae
Araneae
Araneae
Araneae

Araneae
Sarcoptif
ormes
Polydes
mida
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era
Coleopt
era

Heimo
Lumbrici
dae
Lumbrici
dae
Lumbrici
dae
Lumbrici
dae
Lumbrici
dae
Lumbrici
dae
Lumbrici
dae
Araneida
e
Gnaphosi
dae
Linyphiid
ae

Lycosidae
Tetragnat
hidae
Punctorib
atidae
Polydesm
idae

Byrrhidae
Carabida
e
Carabida

e
Carabida
e
Carabida
e
Carabida

e
Carabida
e
Carabida
e
Carabida

e
Carabida
e
Ceramby
cidae
Curculion
idae
Curculion
idae
Curculion
idae
Curculion
idae
Elaterida
e
Elaterida
e
Geotrupi
dae
Orsodacn
idae
Scarabaei
dae

Silphidae

Laji
Aporrectodea
caliginosa
Aporrectodea
caliginosa L2
Aporrectodea
trapezoides

NA

Lumbricus rubellus
L2

Lumbricus
terrestris

NA
Gibbaranea
gibbosa
Drassodes
pubescens

Neriene peltata

Pardosa palustris
Tetragnatha
dearmata
Punctoribates
punctum
Brachydesmus
superus

Cytilus auricomus
Amara eurynota
Amara lunicollis

NA
Blethisa
multipunctata

Carabus granulatus
Carabus nemoralis

Harpalus latus
Pterostichus
melanarius

NA

Leptura
quadrifasciata
Barypeithes
pellucidus

Phyllobius pyri
Sciaphilus
asperatus
Strophosoma
fulvicorne
Actenicerus
sjaelandicus
Selatosomus
impressus
Geotrupes
stercorosus

Orsodacne cerasi
Chilothorax

distinctus

Aclypea opaca

TURPIL

o

TURPHI

o

TURMER

[N

o

TURILI

[N

TROTRO

o

o

SYLCUR

o

o

syLcom

o

o

SYLBOR

o

o

SYLATR

o

o

STUVUL

o

PYRPYR

o

o

PHYSIB

o

PASMON

o

o

PARMA]

o

PARCAE

o

PARATE

o

MUSSTR

o

o

MOTALB

o

o

LUSLUS

o

HIRRUS

o

FRICOE

o

o

FICHYP

o

ERIRUB

o

o

DENMAJ

o

o

CORMON

o

-

CERFAM

o

ANTTRI

o



Coleopt
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Coleopt
era

Coleopt
era

Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera

Diptera

Silphidae
Silphidae
NA

Asilidae
Bibionida
e
Chirono
midae
Chirono
midae
Chirono
midae
Chirono
midae
Chirono
midae

Culicidae
Culicidae
Culicidae
Culicidae

Culicidae
Cylindrot
omidae
Cylindrot
omidae
Limoniida
e
Limoniida
e
Limoniida
e
Limoniida
e

Muscidae
Polleniid
ae
Polleniid
ae
Psychodi
dae
Rhagioni
dae
Rhagioni
dae
Rhagioni
dae
Rhagioni
dae
Sarcopha
gidae
Tabanida

e
Tabanida
e
Tabanida
e
Tabanida
e
Tabanida
e
Tachinida
e
Tachinida
e
Tachinida
e
Tachinida
e
Tachinida
e
Tachinida
e
Tipulidae
Tipulidae
Tipulidae
Tipulidae
Tipulidae
Tipulidae
Tipulidae

Tipulidae

Phosphuga atrata
Silpha carinata

NA
Eudioctria
propinqua

Bibio nigriventris
Bryophaenocladius
sp. 8ES
Bryophaenocladius
subparallelus
Chironomus
plumosus
Chironomus
pseudothummi
Glyptotendipes
pallens

Aedes communis
Aedes intrudens
NA

Culiseta morsitans

NA
Cylindrotoma
borealis
Cylindrotoma
distinctissima
Limonia
nubeculosa
Metalimnobia
quadrimaculata
Metalimnobia
quadrinotata

NA
Phaonia rufiventris
Pollenia labialis

Pollenia rudis
Philosepedon
humeralis

Rhagio maculatus
Rhagio
scolopaceus

NA
Symphoromyia
crassicornis
Sarcophaga
variegata

NA

Haematopota
pluvialis
Hybomitra
epistates
Hybomitra lurida
NA
Allophorocera
ferruginea

NA

Cyzenis albicans
Pales pavida
Phorocera assimilis
NA

Nephrotoma
flavescens
Prionocera
chosenicola
Tipula fascipennis
Tipula lunata
Tipula paludosa
Tipula
pseudovariipennis

Tipula scripta

Tipula sintenisi



Diptera
Diptera
Diptera

Diptera
Hemipte
ra
Hemipte
ra
Hemipte
ra
Hymeno
ptera
Hymeno
ptera
Hymeno
ptera
Hymeno
ptera
Hymeno
ptera
Hymeno
ptera
Hymeno
ptera
Hymeno
ptera
Hymeno
ptera

Insecta
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era

Tipulidae
Tipulidae
Tipulidae

NA
Anthocor
idae
Pentato
midae

NA
Formicid
ae
Formicid
ae
Formicid
ae
Ichneum
onidae
Tenthredi
nidae
Tenthredi
nidae
Tenthredi
nidae
Tenthredi
nidae

NA

NA
Crambida
e

Erebidae

Erebidae
Gelechiid
ae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Geometri
dae
Lasiocam
pidae
Lycaenid
ae
Noctuida
e
Noctuida
e
Noctuida
e
Noctuida
e
Noctuida
e
Noctuida
e
Noctuida
e
Noctuida
e
Noctuida
e
Noctuida
e
Noctuida
e
Noctuida
e

Tipula sp.
Tipula vernalis
NA

NA
Tetraphleps
latipennis

Aelia acuminata

NA
Camponotus
herculeanus
Camponotus
ligniperdus

NA
NA

NA

Dolerus
cothurnatus
Pristiphora
pseudocoactula

NA
NA

NA
Chrysoteuchia
culmella

Catocala sponsa
Phragmatobia
fuliginosa

NA
Agriopis
aurantiaria
Archiearis
parthenias

Bupalus piniaria
Cabera pusaria

Crocallis elinguaria
Ectropis
crepuscularia

Ematurga atomaria
Erannis defoliaria

Nemoria bistriaria
Operophtera
brumata
Operophtera
fagata
Peribatodes
secundaria

Phigalia pilosaria

Scopula immutata
Poecilocampa
populi

Callophrys rubi
Agrotis
exclamationis
Amphipyra
berbera
Amphipyra
pyramidea
Apamea sordens
Conistra vaccinii
Cosmia trapezina
NA

Dryobotodes
eremita
Griposia aprilina
Orthosia cruda

Orthosia populeti

Tholera cespitis

1



Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era
Lepidopt
era

Odonata
Odonata

Odonata
Trichopt
era
Trichopt
era
Trichopt
era

Isopoda
Arthrop
oda

Noctuida
e
Noctuida
e

Sesiidae
Tortricida
e
Tortricida
e
Ypsolophi
dae

NA
Corduliid
ae
Corduliid
ae
Libellulid
ae
Limnephi
lidae
Limnephi
lidae
Limnephi
lidae

Asellidae

NA

Tiliacea citrago

NA
Synanthedon
scoliaeformis

Tortrix viridana
Zeiraphera
isertana

Ypsolopha ustella
NA
Cordulia aenea

NA
Leucorrhinia
rubicunda
Glyphotaelius
pellucidus
Limnephilus
griseus
Rhadicoleptus
alpestris

Asellus aquaticus

NA



Liite 3. Loydetyt bakteeri- ja arkkisuvut lintulajin mukaan. O = mikrobia ei 16ytynyt
lintulajin naytteista, 1 = mikrobi 16ytyi lintulajin naytteista. Lajit: TURPIL = rakattirastas,

TURPHI = laulurastas, TURMER = mustarastas, TURILI = punakylkirastas, TROTRO =

peukaloinen, SYLCUR = hernekerttu, SYLBOR = lehtokerttu, STUVUL = kottarainen,
PYRPYR = punatulkku, PHYSIB = sirittdja, PASMON = pikkuvarpunen, PARMAJ =
talitiainen, PARCAE = sinitiainen, PARATE = kuusitiainen, MUSSTR = harmaasieppo,
MOTALB = vastarakki, LUSLUS = satakieli, HIRRUS = haarapaasky, FRICOE =
peippo, FICHYP = kirjosieppo, ERIRUB = punarinta, DENMAJ = kapytikka, CORMON

= ruokokerttunen
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Euryarchaeo  Methanobacterial ~ Methanobacteriu
ta es m o o o0 o o o0 o0 o0 o0 O O0O0O110 00 0 0 0 00 o0 o0 o000
Euryarchaeo  Methanomicrobial
ta es Methanoculleus 0O 0 0 0 0 0 O O 0 0 O 0O 0 0 0O 0 O O0O O OO0 O0TO
Euryarchaeo  Methanosarcinale
ta s Methanosarcina 0o 0 0 0 0 06 06000 OO1 0O0OOOUOOOOOOOU OO
Acidobacteri  Acidobacteria_Gp
a 1 Granulicella o o o0 o o o0 o0 o0 o0 O 0O O0OO0O1TOW0W0 000 00 0 o0 00
Acidobacteri  Acidobacteria_Gp
a 1 NA 0o 0o o0 oo o0 o0 o0 O0O 0O o0 O0O100 00 010 0 0 00
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Actinobacter
ia Acidimicrobiales Actinomarinicola 1111 0 0 0 O0 O0OO0OO0OOT1O0TUO0OTUO0OO0OO0OOTUOUOOTU OO OO
Actinobacter
ia Acidimicrobiales Aquihabitans 10 1 0 0 0 0 1. 0 OOO 1 O O OOU OUOUOTU OUOTU OTUOTFUO
Actinobacter
ia Acidimicrobiales NA 1111 0 0 0 1 0 0O O1110O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OTUO
Actinobacter
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ia Catenulisporales Catenulispora 111 0 0 0 01 0 0 O O0OO0OO0OO0OO0OOOUOUOTU OTUOTGOTOO0
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Actinobacter  Cryptosporangiale
ia s Cryptosporangum O O O 0 0 O O O O O 1 O O O O O O O O O O O O O O
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ia Frankiales Frankia o 00 O0O0OO0OOTO?11O0O0TO0OTO0OTGO0OOOOUOUOOO0OO0OTO0OTO0OTO
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ia Frankiales Jatrophihabitans i1 01110011100 0O0OO0OO0O0OO0OO0OTUO0OTGO0OOOTI1IO0O0
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ia Frankiales NA o 0 0 O0OO0OO0OOUO OO OO OUOOOOOOOTUOTU OOOO0OTI1IO0TO0
Actinobacter Geodermatophilal
ia es Blastococcus i1 011 00000011110 0O0O0O0OO0OT1 0 1 0 0 0
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ia es NA i1 0111001110111 000O0O0O0OO0T1TGO0CT1IT10 0
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ia Kineosporiales Kineosporia o 01 o0 0O O OO O O O0O O0OO0O O O0OO0O O OO0 O0O0OO0 O0O0O0
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ia Micrococcales NA 11 11 0 0 0O OO OOOOOTOOUOO OOOO OOT OO OTUO
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ia Micrococcales Demequina 11 1 0 0 0 0 O OO O O O OO OU OU OWU OU OO OTU OTU OOSTUO

naakka, CERFAM = puukiipijd, ANTTRI = metsakirvinen, ALAARV = kiuru, ACRSCH
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ia
Actinobacter
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Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia

Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micrococcales
Micromonosporal
es
Micromonosporal
es
Micromonosporal
es
Micromonosporal
es
Mycobacteriales
Mycobacteriales
Mycobacteriales
Mycobacteriales
Mycobacteriales
Mycobacteriales
Mycobacteriales
Mycobacteriales
Mycobacteriales
Mycobacteriales
Nakamurellales
Nakamurellales
Propionibacteriale
s
Propionibacteriale
s
Propionibacteriale
s
Propionibacteriale
s
Propionibacteriale
s
Propionibacteriale
s
Propionibacteriale
s
Propionibacteriale
s
Pseudonocardiale
s
Pseudonocardiale
s
Pseudonocardiale
s

Sporichthyales
Streptomycetales
Streptomycetales
Streptomycetales

Streptosporangial
es

Brachybacterium
Flexivirga
Oryzihumus
Terrabacter

NA

Sanguibacter

NA

Agromyces
Leucobacter
Microbacterium
Rathayibacter
NA

Arthrobacter
Paeniglutamicibac
ter

Rothia

NA

NA

Actinoplanes
Dactylosporangiu
m
Micromonospora
NA
Corynebacterium
Williamsia

NA
Mycobacterium
Nocardia
Rhodococcus

NA

Segniliparus
Tsukamurella

NA

Nakamurella

NA

Kribbella
Aeromicrobium
Marmoricola
Mumia
Nocardioides

NA

Microlunatus

NA
Actinomycetospor
a
Pseudonocardia
NA

Longivirga
Kitasatospora
Streptomyces
NA

Nocardiopsis

1

1



Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Actinobacter
ia
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Bacteroidete
s
Campilobact
erota
Campilobact
erota

Chlamydiae
Chlamydiae
Chloroflexi

Chloroflexi

Streptosporangial
es
Streptosporangial
es
Streptosporangial
es
Streptosporangial
es
Streptosporangial
es
Streptosporangial
es
Streptosporangial
es
Streptosporangial
es
Streptosporangial
es

Coriobacteriia
Eggerthellales
Eggerthellales
Rubrobacterales
Gaiellales

Gaiellales
Solirubrobacterale
s
Solirubrobacterale
s
Solirubrobacterale
s
Solirubrobacterale
s
Solirubrobacterale
s
Solirubrobacterale
s
Solirubrobacterale
s
Solirubrobacterale
s

Thermoleophilia
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Bacteroidales
Chitinophagales
Chitinophagales
Cytophagales
Cytophagales
Cytophagales
Flavobacteriales
Flavobacteriales
Sphingobacteriale
s
Sphingobacteriale
s
Sphingobacteriale
s
Sphingobacteriale
s
Campylobacterale
s
Campylobacterale
s

Chlamydiales
Chlamydiales
Ktedonobacterale
s

Ktedonobacterale
s

Microbispora
Nonomuraea
Streptosporangiu
m
Thermobispora
NA
Actinoallomurus
Actinomadura
NA

NA

NA
Raoultibacter
NA
Rubrobacter
Gaiella

NA

Baekduia

NA
Conexibacter
NA

Patulibacter
Solirubrobacter
NA

NA

NA

Bacteroides

NA
Dysgonomonas
NA

NA

Alistipes

NA

NA
Segetibacter
NA
Dyadobacter
Spirosoma

NA
Flavobacterium
Chryseobacterium
Albibacterium
Mucilaginibacter
Pedobacter

NA
Campylobacter
NA

NA

NA
Dictyobacter

NA



Chloroflexi
Chloroflexi
Cyanobacter
ia/Chloropla
st
Cyanobacter
ia/Chloropla
st
Cyanobacter
ia/Chloropla
st
Cyanobacter
ia/Chloropla
st
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes

Ktedonobacterale
s

Ktedonobacteria

Cyanobacteria

Cyanobacteria

Cyanobacteria

Cyanobacteria
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacilli
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales
Lactobacillales

Lactobacillales

NA

Gpl

NA

Gplv

NA
Alicyclobacillus
Tumebacillus
Alkalihalobacillus
Bacillus

NA
Tuberibacillus
NA

Brevibacillus
Cohnella
Paenibacillus
Thermobacillus
NA
Ammoniphilus
Lysinibacillus
Rummeliibacillus
Sporosarcina
Ureibacillus

NA
Jeotgalicoccus
Staphylococcus
NA
Kroppenstedtia
Laceyella
Thermoactinomyc
es

NA

Planifilum

NA

NA

NA
Carnobacterium
Enterococcus
Vagococcus

NA
Lactobacillus
Latilactobacillus
Leuconostoc
Ligilactobacillus
Limosilactobacillus
Weissella

NA

Lactococcus

Streptococcus
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Pirellulales
Planctomycetacia
Planctomycetales
Planctomycetales
Planctomycetales
Planctomycetales
Alphaproteobacte
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Caulobacterales
Caulobacterales

Caulobacterales

NA

NA

NA
Clostridium_sensu
_stricto

NA

Proteiniborus

NA
Acetobacterium
Gracilibacter
Lutispora
Anaerotignum
Cellulosilyticum
Clostridium_XIVb
NA
Desulfosporosinus
Anaerococcus
Paeniclostridium
Paraclostridium
Romboutsia
Terrisporobacter
NA
Clostridium_IV
Monoglobus
Pseudoclostridium
NA
Symbiobacterium
NA
Anaerosalibacter
NA

Breznakia
Clostridium_XVIIl
Erysipelothrix
Turicibacter

NA

NA

NA

NA
Gemmatimonas
NA

NA

NA

NA
Singulisphaera
NA

NA

NA
Brevundimonas
Caulobacter

Phenylobacterium
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s
Sphingomonadale
s
Sphingomonadale
s
Sphingomonadale
s
Sphingomonadale
s
Sphingomonadale
s
Sphingomonadale
s

Betaproteobacteri
a

NA

Alsobacter
Aureimonas

NA

Bosea
Bradyrhizobium
Variibacter

NA

Brucella
Pseudochrobactru
m

NA

Devosia
Hyphomicrobium
Rhodomicrobium
NA

Kaistia
Methylobacterium
Microvirga

NA

NA
Mesorhizobium
NA

Ensifer
Neorhizobium
Rhizobium

NA

Roseiarcus
Labrys

NA

NA

Amaricoccus
Paracoccus

NA

Roseomonas

NA

Skermanella

NA

Reyranella

NA

NA

Rickettsia
Altererythrobacte
v
Novosphingobium
Sphingobium
Sphingomonas
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Polymorphobacter
NA
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Myxococcales
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Legionellales
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Methylococcales
Orbales
Pseudomonadales
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Xanthomonadales

Xanthomonadales

Paenalcaligenes
NA
Paraburkholderia
NA

NA

NA

NA

NA
Desulfovibrio
NA

NA

Geobacter
Labilithrix

NA

NA
Enhygromyxa
Nannocystis
NA
Aetherobacter
NA

NA
Aeromonas
Cellvibrio

NA
Morganella
Providencia
NA

NA

NA

NA

NA

NA

Aquicella
Diplorickettsia
NA

Legionella
Methylocaldum
NA
Acinetobacter
Psychrobacter
Pseudomonas
Rhodanobacter
NA

Arenimonas
Pseudoxanthomo
nas
Stenotrophomona
s

NA

NA

0

0

0

0

0
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Tenericutes

Tenericutes

Tenericutes

Tenericutes

Verrucomicr
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Bacteriovoracales
Oligoflexales
Entomoplasmatal
es

Mollicutes
Mycoplasmatales

Mycoplasmoidales

Mycoplasmoidales

Spartobacteria

Spartobacteria
Verrucomicrobiale
s
Verrucomicrobiale
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Peredibacter
Oligoflexus
Spiroplasma

NA
Williamsoniiplasm
a

Malacoplasma

NA
Spartobacteria_ge
nera_incertae_sed
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NA

Akkermansia

Luteolibacter



