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Koivun funktionaalinen genomitutkimus
— perusta tulevaisuuden metsanjalostukselle
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Metsanjalostus — kohti genomiikan
aikakautta

errattuna maatalouskasvien pitkédaikaiseen ja

tehokkaaaseen jalostukseen, joka on nostanut
nididen satotasoa monikymmenkertaiseksi, paranta-
nut kasvien viljelyominaisuuksia seké sadon laatua,
metsinjalostus kulkee vield lapsenkengissd. Kun
monet viljelykasvit ovat ldpikédyneet satojen suku-
polvien valinta- ja risteytysjalostuksen, monet met-
sdpuut ovat olleet vasta muutaman sukupolven jalos-
tuksen kohteena. Erddni pddongelmana on puiden
pitkd sukupolvenvili ja se, ettd halutut ominaisuu-
det voidaan traditionaalisin menetelmin todeta usein
vasta tiysikasvuisista yksiloistd; perinteisessd met-
sdnjalostuksessa tutkija ei aina edes elinaikanaan
ehdi ndhdd, miten jalostettavat ominaisuudet ovat
siirtyneet jalkeldisille, koska puiden kasvu tdysi-
ikéisiksi voi kestdd vuosikymmenid. Metsédpuissa on
siten valtava kéyttaméton jalostuspotentiaali, jonka
hyodyntdmiseksi modernit molekyyligenetiikan ja
genomiikan menetelmit ovat avaamassa aivan uusia
mahdollisuuksia.

Titd jalostuspotentiaalia ollaan nyt hyodyntdmas-
sd funktionaalisen genomitutkimuksen avulla. Maa-
ilmassa on viime vuosina kidynnistetty useita metsa-
puiden genomin selvittdmiseen ja genomitiedon
hyodyntdmiseen tihtddvid projekteja esim Ruotsis-
sa poppelin, USAssa loblollymédnnyn ja Suomessa
koivun geeniston tunnistamiseen johtavat projektit.
Metsédpuiden genomin selvittiminen tulee mullista-
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maan koivun ja muiden metsédpuiden jalostuksen.
Genomitiedon avulla voidaan tunnistaa keskeiset
geenit, jotka vaikuttavat puun eri ominaisuuksiin ku-
ten kasvuun, taudinvastustuskykyyn ja puuaineksen
muodostumiseen. Tunnistettuja geenejd voidaan sit-
ten kdyttdd merkkeini jalostettaville ominaisuuksil-
le, jolloin jo pienestd taimesta voidaan todeta sisil-
tadko se halutuista ominaisuuksista vastaavat geenit
ja valita tulevat pluspuut jo taimitasolla.

Genomien tuntemus modernin biologian
perusta

Eri elididen kuten bakteerien, kasvien ja eldinten
perimén eli genomin rakenteen ja toiminnan ana-
lysointi etenee maailmalla kiihtyvilld vauhdilla ja
yhi uusien lajien perimédn emadsjdrjestyksen selvit-
tamisestd raportoidaan ldhes viikottain. Genomitut-
kimuksesta on tullut oleellinen osa modernia bio-
logiaa ja se on keskeisessd asemassa selvitettiessa
solujen ja elididen toimintaa seké pyrittdessd hyo-
dyntdmién titd tietoa erilaisissa bioteknisissd sovel-
luksissa. Useiden malliorganismien genomit on jo
selvitetty tai valmistuvat ldhivuosina (esim. monet
kymmenet bakteerigenomit, hiiva, lituruoho, riisi,
banaanikérpénen, ihminen) ja geeniston emésjarjes-
tyksen analysointi on nopeasti laajenemassa muihin
lajeihin ja ryhmiin esimerkkind monet hyotykasvit
(maissi, poppeli, koivu). Geenien rakenteen ja toi-
minnan tunteminen tulee olemaan se perustieto, jo-
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hon koko moderni biologia yhi enenevéssid midrin
nojaa ja johon monet biologian sovellukset tulevat
perustumaan.

Kasvun ja laatuominaisuuksien geenit,
genomitutkimus avuksi

Voidaksemme tulevaisuudessa vaikuttaa puiden kas-
vuun, kestdvyysominaisuuksiin ja puuaineksen laa-
tuun, meidédn on ensinnikin tunnettava ne geenit, jot-
ka kontrolloivat niitd ominaisuuksia. Jotta geeneji
voitaisiin tutkia, on ne ensin 10ydettivi ja eristettdava.
Haluttujen yksittédisten geenien eristiminen jostain
tietystd eliostd, kuten koivusta on kuitenkin tyoldsti
ja aikaa vievid. Genomitutkimuksen odotettua no-
peampi kehitys on kuitenkin antanut kédsiimme aivan
uusia tyokaluja geenien eristdmiseen ja tunnistami-
seen. Sen sijaan, ettd ldhdettédisiin hakemaan yksit-
tdisid geenejd, selvitetddnkin ensin tutkittavan lajin
koko aktiivinen genomi ja sitten tutkitaan, mitka tun-
nistetut geenit liittyvét tiettyyn ominaisuuteen, esim.
kylminkestdvyyteen ja talvehtimiseen. Keskeinen
virstanpylvis kasvien genomitutkimuksessa saavu-
tettiin vuonna 2000 kun mallikasvin, lituruohon noin
125 miljoonan emisparin ja 26000 geenin perimi
selvitettiin kansainvilisend yhteishankkeena. Niin
kasvitkin on liitetty niiden elididen kasvavaan jouk-

cDNA KLOONIEN AUTOMATISOITU
KORKEAN KAPASITEETIN
SEKVENSOINTI

—

koon, joiden koko perimé on selvitetty. Tdhén jouk-
koon on muutama kuukausi sitten liitetty myos erés
tarkeimmistd viljelyskasveista, riisi.

EST-tekniikka — nimilaput geeneille.

Kokonaisten genomien sekvensointi, eli perimén ko-
ko emésjérjestyksen mairittdminen, on vield nykyi-
silld tekniikoillakin kallista ja aikaa vievéd tyotd kor-
keammilla eli6illd kuten kasveilla. Koko genomin
sekvensoinnin sijasta voidaan kuitenkin keskittya
pelkistddn sen aktiiviseen osaan, geeneihin. Korke-
ampien elididen perimistd vain murto-osa on ak-
tiivista eli sisdltdd proteiineja koodaavia geenejé.
Loppuosan merkitystd emme vield tiedd, mutta sen
osallistuminen solun fysiologisiin prosesseihin lie-
nee nykytietimyksen valossa melko vihdinen. Esi-
merkiksi koivun genomissa on noin 470 miljoonaa
emdsparia. Niistd vajaa kymmenen prosenttia sijait-
see aktiivisissa geeneissi, joita koivulla arvioidaan
olevan noin 30000.

EST (expressed sequence tag) -tekniikka mah-
dollistaa pelkéstddn geenien sekvensoinnin jéttden
genomin muun DNA:n huomioimatta. EST-teknii-
kassa ldhdetddn liikkeelle DNA:n sijasta ldhetti-
RNA:sta, jota solussa valmistavat ainoastaan toimi-

vat geenit. Eristetystd RNA:sta puolestaan valmiste-
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taan kddnteiskopioinnilla DNA-kopiot, jotka kloo-
nataan niin sanotuksi cDNA-kirjastoksi. Kirjaston
siséltdmait kloonit edustavat solukossa aktiivisina ol-
leita geenejd ja niistd on suoraan luettavissa alkupe-
rdisten geenien emasjérjestys. EST-sekvensoinnissa
maédritetddn kirjaston kustakin cDNA kloonista osit-
tainen sekvenssi, joka useimmiten riittdd cDNA:ta
vastaavan geenin tunnistamiseen. Sekvensointi to-
teutetaan automatisoidun, korkean kapasiteetin sek-
vensointilaitteiston ja robottien avulla, jolloin vuo-
rokaudessa voidaan tuottaa sekvenssitietoa sadoista
geeneistd. Tillainen laitteisto on Suomessa hankittu
Helsingin yliopiston Viikin biokeskukseen.

Sekvensoinnin jidlkeen geenit pyritddn tunnista-
maan yksil6llisesti. Niitdi muun muassa verrataan
olemassaoleviin tietokantoihin talletettuihin geeni-
sekvensseihin. Geenin yksiselitteiseen tunnistami-
seen riittdd usein jo se, ettd osa sekvenssistd on on-
nistuttu médrittimain, geeneille saadaan nimilaput
(tags). Tami informaatio tallennetaan tietokantaan,
joka esim. koivulla tulee olemaan keskeinen refe-
renssi metsdpuiden biologisten prosessien ymmér-
tamiselle ja geenien hyddyntdmiselle metsidnjalos-
tuksessa.

Funktionaalinen genomiikka - avain
geenitoiminnan ymmartamiselle

Geenien tunnistaminen ja rakenteen mééritys on si-
ten vasta ensimmadinen askel niiden toiminnan ym-
martimiselle. Genomiprojektien tuottaman raken-
teellisen informaation hyddyntiminen funktionaa-
lisen genomiikan keinoin biologisten prosessien
toiminnan ja mekanismien selvittdmiseksi tuleekin
olemaan tdmén vuosikymmenen biologian keskei-
sin tehtdvd. Funktionaalisen genomiikan tiarkeimpid
tyokaluja ovat mm. koko genomin laajuinen gee-
nien ilmentymisen selvittiminen (geenien ekspres-
sioprofilointi) mikrosiruteknologiaa hyviksikaytta-
en ja geenien sammuttaminen siirtogeenitekniikoi-
den ja/tai mutaatioiden avulla.

Mikrosirutekniikan kehitys on mullistanut geeni-
toiminnan analysoinnin. Kun viime vuosiin asti tut-
kijat ovat voineet seurata vain muutamien, parhaas-
sa tapauksessa muutamien kymmenien geenien il-
menemistd samanaikaisesti, voidaan nyt mikrosiruja
hyviaksikdyttden selvittdd jonkin lajin kaikkien tai
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lahes kaikkien geenien samanaikainen ilmenemis-
aktiivisuus tutkittavissa olosuhteissa. Analyysissi
hyodynnetddn EST-kloonien sitoutumista niitd vas-
taaviin ldhetti-RNA-molekyyleihin. Virjadmailld
kahden erilaisista olosuhteista eristetyn ldhetti-
RNA-populaation DNA-kopiot eri vireilld ja an-
tamalla ndiden kilpailla sitoutumisesta lasilevylle
kiinnitettyjen EST-sekvenssien kanssa, voidaan
madrittdd kunkin geenin suhteellinen aktiivisuustaso
eri tilanteissa. Tdten voidaan tunnistaa ne sédtelyper-
heet, regulonit, jotka osallistuvat tiettyyn prosessiin.
Esimerkiksi voimme tunnistaa kaikki geenit, jotka
osallistuvat koivun talvehtimisen ja pakkasenkes-
tavyyden séddtelyyn niiden ilmenemisaktiivisuuden
perusteella.

Siirtogeeniset kasvit — valttamaton tyokalu
geenien toiminnan selvittimisessa

Geenitoiminnan ymmartamiseksi tarvitaan ylli-
kuvatun ekspressioprofiloinnin liséksi erityisesti
siirtogeenitekniikoita, joiden avulla voidaan testa-
ta ilmenemisprofiilin perusteella valittujen geenien
vaikutus esim. koivun ominaisuuksiin. Siirtimalld
eristetty geeni koivuun nurinpdin kdénnettyné (ns.
antisense-muodossa) voidaan alkuperdinen geeni
sammuttaa ja saada siten selville geenituotteen mer-
kitys ja vaikutukset kasvin ilmiasuun (fenotyyp-
piin), esim. talvenkestidvyyden kehittymiseen. Vas-
taavasti voidaan geenin vaikutusta ilmiasuun selvit-
tdd tuottamalla siirretyn geenin tuotetta normaalia
enemman. Nima tavat sopivat erityisesti sddtelygee-
nien toiminnan tutkimiseen, jolloin voidaan vaikut-
taa koko siitelyperheeseen samanaikaisesti ja vai-
kutukset ilmiasuun ovat myos suuremmat.
Vastaavaa analyysid voidaan tehdd myds mu-
tanttien avulla hyddyntiden mallikasvia, lituruohoa
(Arabidopsis). Télloin voidaan minké tahansa koi-
vun geenin, mikili sille 16ytyy vastingeeni litu-
ruohon genomista, ja sen mahdollisesti kontrolloi-
man siitelyperheen toimintaa tutkia lituruohon mu-
tanttien avulla kidyttden hyviksi olemassa olevia
jarjestettyjd mutanttikokoelmia. Vaikka metsédpuista
kuten koivusta ei ole olemassa mutanttikokoelmia
voidaan vastaavantyyppistd geenitoiminnan profi-
lointia tehdi esim. hyddyntéen eri ilmastollisia eko-
tyyppejd. Lisidksi selvdrajaisten ekotyyppien ole-
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massaolo mahdollistaa tirkeimpien geenien paikan-
tamisen koivun genomiin, niihin liittyvien kvantita-
titvisten geenilokusten (QTL, quantitative trait loci)
suhteen.

Koivun genomitutkimus Suomessa
— kansainvilista metsipuiden genomiikan
kdrkea

Suomessakin on ymmairretty genomitutkimuksen
valtava merkitys tulevaisuuden metsénjalostukselle
ja kdynnistetty Viikin Biokeskuksessa kolme vuotta
sitten Tekesin ja Suomen Akatemian rahoituksella
laajamittainen koivun EST sekvensointi -projekti.
Vaikka projekti kdynnistyi jonkin verran myshem-
min kuin vastaavat projektit Ruotsissa ja USA:ssa
olemme sekvensoinnin suhteen kirineet heidét kiin-
ni ja projektien vilille onkin syntymissi tiivis yh-
teistyd. Koivun EST -projekti, jota nyt tehdédédn
kasvimolekyylibiologian ja metsdpuiden bioteknii-
kan huippuyksikdssd neljén tutkimusryhmén yhteis-
tyond (Palva, Heino, Helariutta, Kangasjérvi), on
jo varsin pitkélld, yli 70000 koivun geenisekvens-
sid on jo tuotettu ja tavoitteena on vuoden loppuun
mennessi tuottaa kokoelma, joka siséltdd suurim-
man osan koivun geeneistd. Seuraavana vaiheena
on sekvenssitiedon hyddyntdminen mikrosirujen ja
siirtogeenisten kasvien avulla.
Tutkimusohjelmamme ja tutkimusyksikkomme
padtavoitteena on selvittdd puiden kasvun, puun-
muodostuksen, stressinsiedon ja fysiologisen sopeu-
tumisen sekd kukkimisen (yhteistydssd Joensuun
yliopiston kanssa) molekulaarinen tausta ja hyodyn-
tdd saatua tietoa metsdpuiden jalostuksessa. Siten
EST-projekti on erityisesti keskittynyt ndihin proses-
seihin liittyvien geenien identifiointiin. Haluttujen
geenien rikastaminen on toteutettu tekeméllé spesi-
fiset cDNA-kirjastot mm. alhaiselle lampétilalle, ly-
hyelle pédivanpituudelle, taudinaiheuttajille tai oksi-
datiiviselle stressille altistettujen koivujen lehdista
ja varsista, koivun puuta muodostavasta jilsikudok-
sesta sekd kukista. Sekvenssivertailujen avulla on
voitu alustavasti jaotella geenit toiminnallisiin ryh-
miin ja tunnistaa lukuisia mielenkiintoisia tutkitta-
ville prosesseille diagnostisia rakenne- ja siétely-
geenejd. Erityisen mielenkiintoista on geenien toi-
mintaa ohjaavien sdédtelygeenien tunnistaminen, joi-

den avulla voidaan miérittdé ne sidtelyperheet, re-
gulonit, jotka ovat oleellisia esim. stressivasteelle tai
puuaineksen muodustumiselle. Tunnistamattomien
geenien suuri joukko koivun kirjastoissa (1dhes kol-
mannes) puolestaan viittaa siihen, ettd mm. koivulla
tutkittaviin prosesseihin liittyy monia uusia ennen
tunnistamattomia mekanismeja. Téstd ryhmésté 10y-
tyy todennikdisesti aivan uudentyyppisid geeneji,
joilla voi olla suuri merkitys esim. koivun kasvun
sadtelylle ja talvehtimiselle.

Koivusiru — metsdnjalostuksen
perustyokalu

Tutkimusyksikkdmme tavoitteena on tuottaa seuraa-
vassa vaiheessa suuren osan koivun geeneisté sisil-
tavd mikrosiru tutkijoiden ja jalostajien kayttoon.
Tdmd siru tulee olemaan perustyokalu, jonka avulla
voidaan tutkia mité tahansa koivun ominaisuutta ja
tunnistaa siihen liittyvit geenit ja sdételyperheet, ja
jolla tulee olemaan erittdin suuri merkitys kaikelle
Suomessa tehtiville metsdpuiden molekyylibiologi-
selle tutkimukselle. Lisiksi se tulee olemaan erittdin
hyodyllinen my®os jalostajille identifioitaessa halut-
tuihin ominaisuuksiin liittyvid geenejé. Télld hetkel-
14 testaamme pientd, alle tuhannen koivun geenin
siséltdvid koesirua ja varsinaisen koko geeniston si-
sdltdvid sirua aletaan kehittdd ensi vuoden aikana.
Sirututkimuksen tulosten perusteella tullaan sitten
my0s valitsemaan ne kandidaattigeenit, joilla on ole-
tettavasti suuri merkitys tutkittaviin prosesseihin ku-
ten puun kasvuun tai talvehtimiseen, ja joiden toi-
minta ja rooli ndiden ominaisuuksien madrdytymi-
sessd selvitetdin tarkemmin siirtogeenisten koivujen
avulla. Saatu informaatio ei ole suinkaan kayttokel-
poista pelkéstidin koivulle vaan sitd voidaan hyo-
dyntdd vastaavien geenien ja ominaisuuksien tutki-
miseen ja jalostustoimintaan muissa metsdpuissa.

Koivu = erinomainen metsapuumalli

Mallikasvina tutkimuksissa kdytdmme kansallis-
puutamme koivua, joka soveltuu havupuita huomat-
tavasti paremmin biologisten mekanismien ja pro-
sessien molekyylitason selvittimiseen. Metsdalan
tutkimusohjelmassa juuri koivu onkin valittu erdédn-

177




Metsidtieteen aikakauskirja 2/2002

Tieteen tori

laiseksi metsdpuumalliksi. Koivu on tirkein lehti-
puumme, jonka merkitys talouspuuna on kasvussa;
oletettu ilmaston lampeneminen tulee myos suosi-
maan koivua. Se on geneettisesti hyvi mallikasvi,
josta on olemassa erinomaista risteytysaineistoa.
Koivusta on myos olemassa hyvin karakterisoitua
kloonimateriaalia ja sitd on erittdin helppo ja no-
pea kasvattaa my0s laboratorio-olosuhteissa, mm.
solukkoviljely- ja geeninsiirtomenetelmit ovat jo
rutiinia. Vauhtikukittamalla saadaan koivun suku-
polvenvili jadmédn alle vuoden pituiseksi. Koivun
genomi on havupuiden genomiin verrattuna pieni,
miké helpottaa suuresti molekyyligeneettistd tyoté.
Koivusta eristettdvit geenit ovat suoraan hyodynnet-
tiavissd myos muilla metsépuilla tehtivissa tyossa.

Metsadpuiden funktionaalisen genomi-
tutkimuksen merkitys

Metsétalous muodostaa edelleen Suomen talouden
perustan, joten sen tuottavuuden ja kilpailukyvyn
parantamiseen tidhtddvilla strategisella tutkimuk-
sella on suuri merkitys koko kansantaloudelle. Ku-
ten edelld on kuvattu, tarjoaa moderni genomitut-
kimus aivan uusia mahdollisuuksia metsénjalostuk-
seen ja puuraaka-aineen ominaisuuksien paranta-
miseen. Koko biologisen tutkimuksen mullistanut
genomiikan valtava kehitys on johtanut siihen, et-
td voimme ldhivuosina tunnistaa keskeiset solujen
ja organismien toimintaa sédtelevit geenit seki sel-
vittdd molekyylitasolla niiden toimintamekanismit.
EST-sekvensointi ja vastaavien geenien toiminnal-
linen analyysi mahdollistaa puun kasvuun, stressi-
vasteisiin ja puuaineen muodostumiseen vaikutta-
vien keskeisten geenien tunnistamisen ja toiminnan
ymmartimisen. Saatu tieto on suoraan hyddynnet-
tiavissd metsinjalostukseen; toisaalta geenejd voi-
daan yhteisty0ssd metsédnjalostajien kanssa kiyttdd
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kiinnostavien ominaisuuksien molekyylimarkkerei-
na perinteisessi jalostuksessa, geenimerkkien avulla
voidaan helposti valita halutunlaiset ominaisuudet
siséltiavit puuyksilot jo taimitasolla ja saadaan no-
peasti tuotettua taimimateriaalia eri kiyttotarkoituk-
siin. Toisaalta geenejd voidaan haluttaessa hyodyn-
tdd myOs ominaisuuksien jalostamiseen siirtogeeni-
tekniikoilla. Tavoitteena on saada mm. ilmastol-
lisiin muutoksiin paremmin sopeutuvaa, taudeille
vastustuskykyistd hyvilaatuista puuta, raétéloitynd
eri kéyttotarkoituksiin.
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