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Metsamaamikrobien monimuotoisuu-
den tutkimus DNA-tekniikalla

DNA-tekniikantarjoamatedut

rgaanisen maan mikrobien perinndllinen mo-

nimuotoisuus on DNA-tekniikallatehtyjen tut-
kimusten perusteella todettu paljon lagjemmaksi
kuin mikrobiologisillatai muillamenetelmill& pys-
tyttiin aiemmin osoittamaan. Enssimméisig, jotka
osoittivat moni muotoisuuden uudet kertaluokat, oli
norjalainen Vigdis Torsvik, joka eristi maasta ko-
konais-DNA:ta, denaturoi sen seoksessa yksijuos-
teiseksi ja mittasi komplementaaristen juosteiden
uudelleenyhdistymis- €li reassosiaationopeutta ja
vertas sitd homogeenisempien DNA-liuosten vas-
taaviin nopeuksiin. Mit& heterogeenisempaa DNA -
juosteiden joukko on, sitd hitaammin komplemen-
taariset juosteet |Oytévét toisensaja sitd hitaammin
muuttuu mitattava valon absorbanssi (Torsvik ym.
1990 a ja b). Orgaanisesti rikkaassa maassa on
vahintédn sata miljoonaa mikrobisolua yhtd multa-
grammaa kohti (Tsuji ym. 1995). On osoitettu, etté
niista vahintddn kymmenet tuhannet, mutta arvelu-
jen mukaan jopakymmenet miljoonat mikrobisolut
ovat periméltéan erilaisia (International Symposi-
um on Exploration of Microbia Diversity, 12—
15.6.1995, Godlar, Saksa).

DNA-tekniikat perustuvat €litiden perimén tun-
nistukseen. Mikrobien monimuotoisuuden tutkimi-
sessa ne ovat ylivertaisia siind mielessg, etté yksit-
taisten mikrobien eldvana tai kuolleena eristami-
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1 g multaa
eristetd&n kokonais-DNA
puhdistetaan se
monistetaan (PCR) ribosomaalisesta DNA:sta sopiva alue
tarkistetaan monistustuote
tehd&an monistustuotteesta erillisia klooneja
(plasmidikloonausmolekyyli
Escherichia coli -bakteerin soluissa)
tuotetaan yksittéisisté klooneista DNA:ta

sekvenoidaan kloonien DNA

vertaillaan kloonien sekvenssejé toisiinsa ja vastaaviin
tietokannoissa jo oleviin bakteerien sekvensseihin

¢ Y

lisataan uudet sekvenssit
kansainvaliseen tietokantaan

tehd&dan saatujen sekvenssien
perusteella uusia koettimia

1

in situ -hybridisaatiot:
tutkitaan mikrobien sijaintia
sek& solu- ja geeniaktiivisuutta
maanaytteissa

Kuva 1. Esimerkinomainen DNA-tekninen metsimaan mikrobiston ana-
lyysi
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Kuva2. Fylogeneettinen dendrogrammi tuntemattomista suomalaisista metsimaamikrobeista.

nen e ole tarpeen, jos e haluta tutkia mikrobin
ulkondkoa. Tunni stamistavarten mikrobien geneet-
tinen materiaali, joko DNA tai sen RNA-kopiomo-
lekyylit, saatetaan sellaiseen tilaan, ettd siind ole-
vat kullekin suvulle, lgjille tai kannalle ominaiset
nukleotidijaksot voidaan tunnistaa sopivasti |eimat-
tujen DNA- tai RNA-molekyylien avulla.

DNA-tekniikat antavat mahdollisuuden, yhtaal-
tg, kartoittaa metsdmaan mikrobiston geneettisté
moni muotoi suutta kerédmall & tietoamikrobien gee-
nisekvensseistd, jolloin pdastéén selville ennestdan
tédysin tuntemattomien mikrobien olemassaolosta
(DNA:n eristykseen ja spesifisten genomialueiden
monistukseen perustuvat menetelmét), ja toisaalta,
paikantaa kiinnostavia mikrobeja suoraan mets&
maandytteissd ja mitata niiden aineenvaihdunnal-
lista aktiivisuutta (in situ -hybridisaatiot) (kuva 1).

Edell& kuvattu menetelméketju on jo melko ylei-
sessd tutkimuskaytossa eril ai sten ympaéristondyttei-
den analyysissa monissa maissa, |ukuunottamatta
viimeista vaihetta, in situ -hybridisaatiota. Sitéa on
kéytetty toistaiseks pédasi assa vesi stdjen sediment-
titutkimuksissa, heterogeenisempi ja karkeampi
metsdmaa on vaikeampi materiaali tekniikan so-
veltamiseen. Kehittelytyota tehddan kuitenkin jat-
kuvasti.

Esimerkkin& tuntemattomi sta suomal ai si sta met-
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sdmaamikrobeista, joiden ribosomaalisaDNA-frag-
mentteja (siis rDNA:ta, joka on perimén osa ja
vastaa ribosomaalisen RNA:n koodauksesta) olem-
me monistaneet suoraan massta eristetystd DNA :sta,
on kuvan 2 fylogeneettinen dendrogrammi. Siina
mukana olevien 12 mikrobikloonin rDNA:n vas-
taavia alueita on verrattu toisiinsa seka neljéan tie-
tokannasta mukaan otettuun esimerkkisekvenssiin.
Vertailu on tehty Wisconsin Sequence Analysis
Package, Genetics Computer Group (USA) -ohjel-
mistopaketin avullakayttden laskutoimituksiin Tie-
teellisen Laskennan Keskuksen (Espoo) Cypress-
tietokonetta.

Dendrogrammistavoi néhdamm. sen, etté kaikki
12 maassa olevaa tuntematonta bakteerikantaa (1—
8, a, b, ¢, €) ovat |dheisempéa sukuatoisilleen, kuin
Archaea- (arch), sieni- (fung) tai Escherichia coli
(escher) -referenssikannoille. Sen sijaan s&desieni-
referenssisekvenssi (actinom) nayttéa olevan [éhem-
pénamaabakteerikloongja4, ejaa, kuin muut maa-
bakteerikloonit. Lisdks voidaan néhda, ettd kloo-
nit 7 ja 8 keskenaén, 5 ja 6 keskenédén, sekab jac
keskendén ovat kaytannollisesti katsoen samanlai-
sia. Kaikki 12 maabakteerisekvenssia ovat uusia,
Euroopan  molekyylibiologisen  laboratorion
EMBL:n ja USA:n GenBankin seké japanilaisen
DDBJn tietokannoille ennestdan tuntemattomia.
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Vertailut antoivat [&himmiksi ’sukulaisiks’ mm.
seuraavia bakteereita: Heliobacterium chlorum,
Rhodospirillum salinarium, Oligotrophic bacteri-
um ja joukon tarkemmin mééritteleméttomia Ac-
tinomycetes-kantoja. Halutessamme voimme nyt
hakea tietokonel askentojen avulla omille maabak-
teerikannoillemme spesifisia sekvensseja sekvenoi-
duista fragmenteista, valmistaa synteettisesti niita
vastaaviakoettimia, leimata niit, ja kdyttdain situ
-hybridisaatioissa paikantaaksemme ’tuntematto-
mat’ bakteerimme alkuperéi sissd metsémaanaytteis-
sA

—

DNA-tekniikat (mukaanlukien RNA-kopioiden

kaytto) tarjoavat uusia nakymié mikrobiyhdyskun-

tiin metsémaassa, mutta myos muissa ympéristois-

s&. Niiden avulla voidaan |6yt8a vastauksia mm.

seuraaviin kysymyksiin:

1. Mitkataksonomiset jaltai aineenvaihdunnallisesti eri-
koistuneet mikrobiryhmét ovat valitsevia? (Esim.
metsissa: aarnio><talous, metsé><avohakattu alue;

lai duntamaton><laidunnettu; " puhdas’ > <kuormitet-
tu)

2. Esiintyyko joissain elinymparistoissa tiettyja geene-
jajakuinka lagjassa suku/l gji-spektrissa, kuinka ak-
tilvisia ne ovat? (Raskasmetalliresistenssit, sulfaatin
pelkistys, ammoniumin hapetus, aromaattisten hiili-
vetyjen hgjotus)

3. Onko joissain elinympéristdissa pitkalle erikoistu-
neita (ehka vahalukuisia) mikrobeja? (Archaea)

4. Mitkaovat joka paikan mikrobilgjit?
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