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Havupuut geeninsiirtojen kohteena

avupuiden geenitekninen tutkimus on toistai-

seksi ollut véhiistd verrattuna lehtipuihin ja
ruohovartisiin kasveihin, ldhinni toimivien geenin-
siirtotekniikoiden puuttumisen takia. Useimmiten
suurin ongelma ei ole niinkién siirrettavin DNA:n
saaminen sisille havupuiden soluihin tai sen liitty-
minen osaksi perimdi, vaan kokonaisten taimien re-
generointi tuotetuista siirtogeenisistd soluista tai so-
lukoista.

Geeninsiirtomenetelmén kehittdmiseksi mannyl-
le (Pinus sylvestris) on tehty paljon tutkimustyoti
mm. Suomessa. Kohdemateriaalina on kiytetty so-
lukkoviljelyaineistoa, sekd organogeneesin ldhto-
materiaalia eli itdvdn alkion sirkkalehtid ettd kas-
vullisia alkioita tuottavia solulinjoja. Geeninsiirto-
tekniikoista on testattu sekid biolistista ettd agro-
bakteerimenetelmii ja tutkimuksen tuloksena on
saatu tuotetuksi siirtogeenisia solukoita. Taimien re-
generointi néisté solulinjoista ei ole kuitenkaan on-
nistunut.

Onnistuneista geeninsiirroista muihin, kasvulli-
sesti kotoista médntydmme helpommin lisédttdviin
méntylajeihin, on muutamia raportteja. Siirtogeeni-
sid taimia on saatu tuotetuksi Uudessa-Seelannissa
radiataminnysti (P, radiata) kiyttamalld kasvullisia
alkioita tuottavia solukoita biolistisen geeninsiirron
kohteena. Agrobakteerivilitteiselld tekniikalla gee-
ninsiirrossa on onnistuttu Kanadassa valkomidnnyn
(P. strobus) kasvullisia alkioita tuottavilla solukoilla
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jaYhdysvalloissa loblollyménnyn (P. taeda) organo-
geneettisilld solukkoviljelmilld Yhdysvalloissa.
Aivan viime vuosina geeninsiirto kuuseen (Picea
abies) on onnistunut useissa laboratorioissa eri puo-
lilla maailmaa (Ruotsi, Uusi-Seelanti, Yhdysvallat)
sekd biolistisella ettd agrobakteerivilitteiselld me-
netelmaillid. Kaikissa tapauksissa kohdemateriaalina
on kidytetty kasvullisia alkioita tuottavia solukoita,
joista hyvin suuri osa (esim. 16 % biolistisella mene-
telmilld) on tuottanut siirtogeenisid linjoja. Taimien

Termien selityksia

Organogeneesi: Solukkoviljelytekniikka, jossa kasvisolu-
kosta hormonikdsittelyjen avulla erilaistetaan ensin versoja,
jotka sitten yksitellen juurrutetaan.

Biolistinen geeninsiirto: Tekniikka, jossa siirrettdvit geenit
ammutaan kohdesoluihin kultahiukkasten pinnalle kiinni-
tettyind. Kultahiukkasten kiihdyttimiseen kdytetddn esim.
kaasunpurkausta.

Agrobakteerivektorit: Yleisid maabakteereja, joilla on kyky
siirtdd ja liittdd osa perintdaineksestaan (ns. T-DNA) isdnti-
kasvin perimién. Villityyppisistd bakteerikannoista siirtyvét
geenit aiheuttavat aitosyopé- ja karvajuurikasvitauteja. Kay-
tettdessd agrobakteereja geeninsiirtovektoreina nima tauti-
geenit poistetaan ja korvataan siirrettdvilld geeneilld.

Selektorigeeni: Geeninsiirroissa teknisend apuvilineend
kiytettdava geeni, joka aiheuttaa jonkin ominaisuuden, kuten
antibiootti- tai herbisidikestdvyyden, jonka perusteella siir-
togeeniset solut tai solukot voidaan valita.
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Kuva |I. Itdvid miannyn siitepolyhiukkasia,
kuronidaasi) toiminta nakyy sinisend varina.

regenerointi niistd solukoista on myds onnistunut
hyvin, ja kuusesta onkin nyky#in olemassa useita
satoja siirtogeenisid klooneja. Myos muille kuusila-
jeille (P. glauca, P. mariana) on olemassa toimivia,
Kanadassa ja Yhdysvalloissa kehitettyjd geeninsiir-
tomenetelmid, jotka perustuvat biolistisen tekniikan
ja solukkoviljelymateriaalin kdyttoon.

Edelld mainittujen eri Picea- ja Pinus-lajien li-
siksi siirtogeenisid taimia on havupuilla onnistut-
tu tuottamaan vain lehtikuusista Yhdysvalloissa ja
Ranskassa. Euroopanlehtikuusen (Larix decidua) ja
sen hybridin (L. kaempferi x L. decidua) geeninsiir-
rossa on kiytetty agrobakteerivektoreita, kun taas
kanadanlehtikuuseen (L. laricina) geeninsiirto on
onnistunut biolistisella menetelmilld. Yhdysvallois-
sa my0s marjakuusilajeista (Taxus brevifolia, T. bac-
cata) on tuotettu agrobakteerien avulla siirtogeeni-
sid solulinjoja, joista ei kuitenkaan ole edes yritetty
regeneroida taimia.

joissa siirretyn reportterigeenin (uidA, B-glu-

Geeninsiirto siitepolyyn onnistuu

Siitepoly on houkutteleva kohde geeninsiirroille,
toimiihan se jo luonnostaan perintdaineksen siirti-
jéand sukupolvelta toiselle. Siirtogeenisid kasveja sii-
tepolyyn tehdyn geeninsiirron kautta voidaan peri-
aatteessa tuottaa kahdella tavalla: Siitepolystd, sen
emosoluista tai niistd tuotetusta kallussolukosta tai
alkioista voidaan regeneroida haploideja kasveja,
joiden kromosomisto voidaan kaksinkertaistaa ja
saada niin aikaan diploidi, my0s siirtogeenin suh-
teen puhdas linja. Toinen mahdollisuus, jossa soluk-
koviljelytekniikoita ei tarvita lainkaan, on kdyttda
siirtogeenisté siitepolyd kontrolloiduissa risteytyk-
sissd ja seurata siirtogeenin periytymisti jalkeldisil-
le. Solukkoviljelyd kéyttamailld siitepolystd tai sen
epikypsistd emosoluista on onnistuttu tuottamaan
siirtogeenisid kasveja ainakin ohralla, vehnillid ja
tupakalla. Tupakalla siirtogeenisten kasvien tuotta-
minen on onnistunut myos kontrolloitujen risteytys-
ten kautta.

163




Metsidtieteen aikakauskirja 2/2002

Tieteen tori

Havupuilla geeninsiirtoa siitepolyyn on tutkittu
useilla lajeilla, eniten kuitenkin ménnyll4 ja kuusella.
Kohdemateriaalina minnyn ja kuusen siitepdly on
erinomaista, koska sitd on runsaasti saatavilla lukui-
sista eri puista ja se voidaan helposti séilyttdd kuivat-
tuna ja pakastettuna itdvyyden siitd kdrsimitta. Met-
santutkimuslaitoksella (Metla) on kehitetty biolistista
geeninsiirtotekniikka siitepolyille soveltuvaksi, ja
tutkittu geeninsiirtoon vaikuttavia tekijoitd. Riippuen
kiytetysti sddtelyalueesta ja geeninsiirron kohteena
olleesta polyerdstd, miannylld 12-84 %:ssa ja kuu-
sella 7-58 %:ssa itidvisti siitepolyhiukkasista voitiin
havaita siirretyn reportterigeenin toimivan (kuva 1).
Samoja polyerid on myos kiytetty kontrolloituihin
risteytyksiin siirtogeenisten taimien tuottamiseksi.

Biolistisessa tekniikassa kohteena olevat siitepo-
lyhiukkaset pidetddn geeninsiirron ajan paikoillaan
levittamalld ne suspensiona kostutetun suodattimen
padlle. Tastd syystd kontrolloidut risteytykset siir-
togeeniselld mannyn ja kuusen siitepolylld tehtiin
aluksi kiyttden ns. markdpolytystekniikkaa. Téassd
alun perin radiataménnylle kehitetyssi risteytystek-
niikassa siitepdly viedddn emikukkiin suspensiona
eikéd kuivana kuten kontrolloiduissa risteytyksissi
yleensd. Melko pian selvisi kuitenkin, ettei méarka-
polytys menetelminé sovellu kotoisille lajeillem-
me vaan tuottaa huonoja képysatoja ja véihén tayttd
siementd. Ongelman ratkaisemiseksi Metlassa kehi-
tettiin menetelmad siirtogeenisten polysuspensioiden
kuivattamiseksi ja sdilyttamiseksi. Nyt geeninsiir-
rot siitepolyyn voidaan tehdi jo hyvissi ajoin ennen
puiden kukintaa ja risteytyksissd voidaan kiyttdd pe-
rinteistd kuivapolytekniikkaa.

Siirtogeenisia havupuita siitepolyn
valityksella?

Mainnylli ja kuusella tehtyjen tutkimusten perusteella
suuri osa siitepolyhiukkasista pystyy ilmentiméain
siirrettyd reportterigeenid, mutta vain pieni osa pys-
tyy periyttdmiin sen syntyville jilkeldiselle. Syitd
tdhédn voi olla monia. Havupuiden siitepolyhiukka-
sissa on useita soluja ja siirtogeenin pitiisi osua he-
delmdéittdvidn tumaan, jotta se voisi siirtyd syntyville
jélkeldiselle. On mahdollista, ettd suurimmassa osas-
sa havaitusta reportterigeenin toiminnasta on ollut
kyse nimenomaan kasvullisessa solussa olleesta, eikd
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Kuva 2. Siitepélyvilitteiselld menetelmilld tuotettu siir-
togeeninen mannyntaimi.

vilttamattd edes tuman perintdainekseen liittyneesti
siirtogeenistd. Sekd kuusen ettd méannyn siitepdly-
kammioon mahtuu liséksi useita polyhiukkasia, joten
myos kilpailu siirtogeenid kantavien ja tavallisten
hiukkasten kesken heikentii siirtogeenisten jilke-
ldgisten syntymismahdollisuuksia.

Siitepolymenetelmilld geeninsiirto on mahdollista
ilman solukkoviljelyi tai kasveissa toimivia selekto-
rigeenejd (esim. antibiootti- tai herbisidikestidvyys-
geenit). Tekniikan hyvind puolena voidaan mainita
myos se, etti sitd voidaan soveltaa moniin polyeriin
ja liséksi risteytyksid voidaan tehdé useilla emopuil-
la. Toisaalta siirtogeenisten jilkeldisten tuottamiseen
ja tunnistamiseen kuluu aikaa ja resursseja: esimer-
kiksi médnnyn siemenen kypsyminen vie kaksi kas-
vukautta, siemen on kylmaikaisiteltdva ennen kylvod
ja saaduista taimista on 16ydettdvi siirtogeeniset yk-
silot. Oman vaikeutensa menetelméain tuovat kukin-
nan vuosittainen vaihtelu ja joinain vuosina epiedul-
liset sddolot risteytysaikaan.

Siitepolyvilitteiselld menetelmilld on tdhidn men-
nessd onnistuttu tuottamaan siirtogeeninen ménty
(kuva 2). Myo0s kuusiristeytyksistd on olemassa run-
saasti jilkeldisid, joiden siirtogeenisyyttd tutkitaan.
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Menetelmin on siis osoitettu toimivan, mutta se ei
vield sovellu rutiinikdytt6on ennen kuin sen tehoa
on pystytty olennaisesti parantamaan. Yksi mahdol-
lisuus on selektion kéytto siementen idétys- tai tai-
mikasvatusvaiheessa. Jatkossa menetelmaéll4 tuotet-
tuja siirtogeenisid yksiloitd voitaneen monistaa pis-
tokkaina, ainakin kuusen, mahdollisesti my6s mén-
nyn tapauksessa. Siitepolyvilitteinen geeninsiirto
voidaan myos yhdistid solukkomonistukseen kayt-
tamalld risteytyksistéd syntyneiti alkioita viljelmien
ldhtomateriaalina.
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