Tieteen tori

Metsitieteen aikakauskirja 4/2010

Liisa Vihervuori, Hanna-Leena Pasonen ja Pdivi Lyytikdinen-Saarenmaa

Siirtogeenisten puiden vuorovaikutukset

kasvinsydjien kanssa

Metsibiotekniikan tila

iotekniikan kéyttd puulajien jalostuksessa
on yksi tdiminhetkisistd metsiteollisuuden ja
metsédpolititkan polttavista kysymyksistd. Siirto-
geeniset (muuntogeeniset, geenimuunnellut, GM-)
puut ovat puita, joiden genomiin on siirretty yleensd
muista elidlajeista perdisin olevia DNA-jaksoja.
GM-kasveja on jo parin vuosikymmenen ajan ke-
hitetty maatalouden kannalta merkittdvien satokas-
vien tauti- tai tuholaiskestdvyyden parantamiseksi.
Metsitaloudessa biotekniikkaan on suhtauduttu
varovaisemmin, mutta tdstd huolimatta tutkittuja
siirtogeenisid puita on jo kymmenii. Erityistd mie-
lenkiintoa on kohdistettu menetelmiin, joilla on
mahdollista parantaa puuaineksen laatua erityisesti
paperiteollisuuden tarpeita ajatellen. Tutkimustyon
taustalla on my0s halu ymmaértdd puiden geenien
toimintaa perustutkimuksen kannalta. Euroopassa
siirtogeenisiin kasveihin suhtautuminen on varauk-
sellisempaa kuin esimerkiksi Pohjois-Amerikassa.
Ensimmadinen kaupallinen siirtogeeninen puu, johon
on lisdtty (Bt-toksiinia tuottava) hyonteiskestivyys-
geeni, on jo tuotettu Kiinassa.

Ensimmadinen siirtogeenisten puiden
kenttiatutkimus Suomessa

Suomessakin on tehty jo useita laboratoriotutkimuk-
sia siirtogeeniselld puumateriaalilla. Ensimmiinen

kenttitutkimus saatiin pédtokseen vuonna 2003
(kuva 1). Tdssd tutkimusryhmdmme kenttatutkimuk-
sessa selvitettiin erityisesti siirtogeenisti sokerijuu-
rikkaan kitinaasia tuottavien rauduskoivujen (Betula
pendula Roth) taudinkestivyyttd sekd vuorovaiku-
tuksia muiden organismien kuten kasvinsyojien,
mykorritsasienten ja maaperieldinten kanssa.

Kitinaasit ovat entsyymejd, jotka kykenevit pilk-
komaan kitiinid, joka on varsinaisten sienten solusei-
nin keskeinen ainesosa. Kitiini on myos hyonteisten
ulkoisen tukirangan pidainesosa. Kitinaaseja onkin
tutkittu paljon, kun on pyritty etsiméin keinoja kasvien
sienitautikestdvyyden kohottamiseksi. Samoin timén
ryhmén entsyymeji on tutkittu tavoitteena kohottaa
kasvien hyonteiskestavyyttd. Tulokset ovat olleet vaih-
televia eikd kitinaasin suhteen siirtogeenisid kasveja
ole ainakaan vield kaupallisessa kidytossa.

Viikissd tehdyissd kenttdtutkimuksissa selvisi,
ettd joidenkin siirtogeenistd kitinaasia tuottavien
koivulinjojen kestdvyys koivunruoste-sientd vastaan
oli kohonnut. Sen sijaan kestidvyys toista tutkittua
sienitautia, lehtilaikkusienté, vastaan oli alentunut
verrattuna ei-siirtogeenisiin kontrollipuihin. Kentti-
koe tarjosi hyvin mahdollisuuden tarkastella myos
muita biologisia vuorovaikutuksia mahdollisimman
Iuonnollisessa ympdristossd. Tama kirjoitus keskit-
tyy sokerijuurikkaan kitinaasia tuottavien koivujen
vuorovaikutuksiin kasvinsydjien kanssa. Lisédksi
esittelemme tutkimuksen, jossa selvitettiin mén-
nyn pinosylviinisyntaasientsyymid tuottavan gee-
nin vaikutuksia siirtogeenisten haapojen ja haapoja
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Kuva 1. Viikin koekentdn siirtogeeniset kitinaasia tuottavat koivut ja kontrollikoivut.

ravintonaan kiyttidvien nisdkkdiden, metsédjaniksen
ja metsdkauriin, ravinnonvalinnalle. Tutkimusten
mukaan pinosylviineilld on vaikutusta paitsi puiden
sienitautikestdvyyteen myos niiden kestdvyyteen ni-
sdkkdiden kasvinsyontid vastaan. Tdssd artikkelissa
esitetyt tutkimukset kuuluvat pédédosin Liisa Viher-
vuoren viitdskirjaan.

Ennakoimattomia vaikutuksia GM-puille ja
niiden kanssa vuorovaikutuksessa oleville
elioille

Siirtogeenisen kasvimateriaalin pelétdédn aiheuttavan
erilaisia ympiristo- ja terveysvaikutuksia. Metsa-
puiden osalta suurimmat riskit liittyvit muunnellun
geeniaineksen levidmiseen ympéroivddn luontoon
sekd muuntelun aiheuttamiin mahdollisiin haittoihin
eliostolle, jota ei ollut ensisijaisesti tarkoitus torjua.
Siirtogeeni saattaa siten vaikuttaa haitallisesti koko
puun kanssa vuorovaikutuksessa olevaan eliostoon.
Riskien yhteydessd puhutaan usein siirtogeenin
pleiotrooppisista vaikutuksista, jolloin yksi geeni
voi vaikuttaa useampaan kuin yhteen fenotyypin
ominaisuuteen sekd muista ennalta arvaamattomista
vaikutuksista. Geenimuuntelulla pyritdin muokkaa-
maan yhtd ominaisuutta, esimerkiksi parantamaan
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kasvin kestdvyyttd sienitautia tai tuhohyonteistd
vastaan. Samalla voi kuitenkin aiheutua haittaa
hyodyllisille elidille kuten mykorritsasienille sekd
kasvinsygjille ja ndiden luontaisille vihollisille.
Ennakoimattomia vaikutuksia on tutkittu viime
vuosina mm. Ruotsissa siirtogeenisilli haavoil-
la. Tutkimuksissa on selvinnyt, ettd siirtogeeni
voi vaikuttaa kasvin puolustusainetasoon, vaik-
ka vaikutuksen oli ennakoitu kohdistuvan perus-
aineenvaihduntaan. Tutkimuksissa ilmeni myos, etti
nimi muutokset vaikuttivat haavan kelpaavuuteen
sitd syoville kovakuoriaiselle. Sen sijaan puiden kel-
paavuus myyrille ei muuttunut. Ennakoimattomista
ympdéristovaikutuksista on saatu esimakua Kiinan
kenttikokeissa, missi siirtogeenit ovat vaikuttaneet
mustapoppelin hyonteislajistoon haitallisesti.
Siirtogeenisten metsépuiden aiheuttamia vaikutuk-
sia monimutkaisessa metsdekosysteemissi kasvaviin
pitkidikéisiin puihin ja niitd ravintonaan kiyttaviin
eldimiin on vaikea ennakoida. Siksi jo lainsdddanto
edellyttdd tarkkaan eritellyn riskinarvioinnin teke-
mistd siirtogeenisen kasvimateriaalin tutkimuksessa
ja kaytossa. Kaikissa tutkimusvaiheissa onkin huo-
lehdittava siitd, ettei siirtogeenistd ainesta padse ym-
péristoon. Ennakoimattomia vaikutuksia tutkitaan
monin tavoin laboratorio- seki kenttidkokeissa. Sel-
vitettdessd vaikutuksia hyonteisiin kdytetddn usein
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syottokokeita, joilla tutkitaan siirtogeenisyyden vai-
kutusta esimerkiksi hyonteisten ravinnonkdyttoon ja
kasvuun. Uutta ja monipuolista tutkimusta tarvitaan
edelleen paljon, silld jo yhdelld puulajilla on vuoro-
vaikutussuhteita helposti satojen elidlajien kanssa.

Siirtogeeniset puut voivat aiheuttaa ennakoimat-

tomia vaikutuksia puita ravintonaan kiyttiville
eldimille. Tutkittujen siirtogeenien tuottamat aineet
saattavat tahattomasti vaikuttaa puiden kasvi-kas-
vinsydjavuorovaikutukseen kuten kasvinsyojikes-
tdvyyteen tai muuhun kasvin ominaisuuteen, joka
episuorasti vaikuttaa kasvinsydjdn menestymiseen.
Esimerkiksi kitinaasit voivat vaikuttaa puiden kes-
tdvyyteen sekd sienid ettd hyonteisid vastaan. Ki-
tinaasit hajottavat kitiinid, joka on paitsi sienten
soluseindn myos hyonteisten ulkoisen tukirangan
keskeinen rakenneosa. Pinosylviini taas on puun
puolustusaine mm. sienid ja nisdkk&itd vastaan. Yksi
tutkimuksemme keskeinen tavoite olikin saada uutta
tietoa tahattomista vuorovaikutuksista GM-puiden
ja kasvinsy6jien vililla.

Tutkimuksemme tavoitteena olivat tarkemmin

siirtogeenisten puiden:

1) kasvu- ja laatukysymykset (pituuskasvu, silmujen
puhkeaminen, koivun ruskotéiplidkirpdsen esiinty-
minen) ja stressioireet (puiden kasvu, lehtien véri
ja symmetria),

2) vuorovaikutus hyonteis- ja nisdkidskasvinsyojien (ja
niiden luontaisten vihollisten) kanssa kenttdoloissa
ja syottokokeissa, ja

3) tahattomat vaikutukset puiden kasvullisiin ja laa-
dullisiin ominaisuuksiin, vaikutukset kanssaelidviin
elidihin.

Tutkimuksia kenttikokeella ja
laboratoriossa

Tutkimuksessamme tarkasteltiin = siirtogeenisten
puiden: rauduskoivun, haavan ja hybridihaavan
vuorovaikutusta kasvinsydjien kanssa. Koivuun oli
siirretty sokerijuurikkaan kitinaasi IV -entsyymid
ja haapoihin ménnyn pinosylviinisyntaasia tuottava
geeni. Siirtogeenit oli siirretty puihin jo aiemmin
toisen projektin osana sienitautikestdvyyden tutki-
miseksi. Kumpikin geeni oli siirretty koivuun agro-
bakteerimenetelmalld ja kummankin promoottorina
oli kukkakaalin mosaiikkiviruksen geeni (CaMV).

Kitinaasilinjat jaettiin ryhmiin siirtogeenin ilme-
nemistason mukaan. Piddosa tutkimusmateriaalista
saatiin kenttikokeelta, joka kasvoi Helsingin yli-
opiston Viikin kampuksen koepelloilla. Kokeella
kasvoi kolmen kasvukauden ajan siirtogeenisid
koivulinjoja, vastaavaa ei-siirtogeenistd kontrollia
sekd muita ei-siirtogeenisid genotyyppejd. Lisdksi
hyonteisten ja nisdkkdiden syottokokeissa kaytettiin
kasvihuoneessa kasvaneita haapoja ja koivuja.

Kenttikokeella tehtiin puiden laatu- ja kasvutut-
kimuksia sekd hyonteisinventointi. Kasvu- ja laa-
tuinventoinnissa mitattiin puiden vuosittainen pi-
tuuskasvu, silmujen puhkeamisen ajoitus ja koivun
ruskotédplidkédrpdsen esiintymistaso siirtogeenisti
kitinaasia tuottavissa puissa ja kontrollipuissa. Koi-
vujen lehtien yleisvéri médritettiin kasvavista puista
stressitason méadrittimiseksi. Kenttikokeen koivuista
otettiin lehtindytteiti, joista midritettiin lehtiala, pi-
tuus ja (a)symmetria-indeksi, joka on my0s stressi-
indikaattori. Lehdistd midritettiin my6s hyonteisten
syomad seki lehtilaikkusienen kattama ala.

Hyonteisinventoinnissa koepuut tutkittiin alku-,
keski- ja loppukesilld kasvinsyonnin ja lajiston ajal-
lisen vaihtelun selvittimiseksi. Koeoksista méiritet-
tiin esiintyneet hyonteiset vihintddn lahkotasolle.
Lehdisti arvioitiin hyonteisten aiheuttamien vaurioi-
den tyyppi ja taso. My®s runsaina esiintyneiden rau-
duskoivunkirvojen loisinnan taso selvitettin. Samal-
la tarkasteltiin lehtikirvojen luontaisten vihollisten,
loispistidisten esiintymistd siirtogeenisilld ja kont-
rollipuilla laskemalla ndkyvisti loisitut kirvat.

Kasvatus- ja syottokokeissa kiytettiin koe-el&i-
mind hyonteisid ja nisdkkditd. Hyonteissyottoko-
keiden tutkimuslajeina olivat generalistiperhoslajit
taplatupsukas (Orgyia antiqua) (kuva 2) ja hirkdpid
(Phalera bucephala), joille syotettiin vaihtoehtoi-
sesti siirtogeenisten kitinaasikoivujen lehtid tai kont-
rollipuiden lehtid. Koetoukat eivit voineet valikoida
ravintoansa. Laboratoriossa tehdyissi syottokokeis-
sa selvitettiin, vaikuttaako siirtogeenisten koivun-
lehtien syonti perhostoukkien kasvuun, ravinnon-
kdyttdon ja kuolleisuuteen kontrollilehtien syontiin
verrattuna. Samalla tutkittiin kenttidkokeella aiem-
min kevddlla tehdyn lehtien vaurioittamisen vaiku-
tusta oksien kasvuun ja perhostoukkien kasvuun
ja ravinnonkdyttoon. Vaurioittamisella jdljiteltiin
varhaisempien hyonteislajien lehtien kulutuksen
vaikutusta ravinnon laatuun.
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Kuva 3. Nisdkkdiden syottokokeen koe-eldin metsikau-
ris.

Nisidkkdiden ravinnonkiyttdtutkimuksessa koe-
eldimind olivat metsikauris (Capreolus capreolus)
(kuva 3) ja metsdjanis (Lepus timidus). Kafeteria-
mallin syottokokeissa tutkittiin siirtogeenisen koi-
vun ja haavan kelpaavuutta talviravintona kontrolli-
materiaaliin verrattuna. Kaurisryhmaélle annettiin
maisteltaviksi siirtogeenisid koivuntaimia ja vas-
taavia kontrollitaimia. Taimet olivat koko ajan lau-
man jokaisen yhdeksédn yksilon saatavilla. Samat
taimet pidettiin tarjolla aina vuorokausi kerrallaan.
Kaurissyottokokeen koivumateriaalista tutkittiin
liukoisten sokereiden taso seki kulutettu biomassa.
Metsdjaniskokeessa jokaiselle neljille janisyksilol-
le tarjottiin siirtogeenisid koivu- ja haapanippuja ja
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vastaavia kontrollinippuja. Jokainen tarjoilu kesti
yhden yon. Syottokokeissa verrattiin siirtogeenisten
ja kontrollipuiden kelpaavuutta ja kulutusta.

Siirtogeenisten puiden kasvu ja laatu seka
vuorovaikutus kasvinsyodjien kanssa

Kitinaasia tuottavilla siirtogeenisilld puilla ilmeni
kenttidkokeessa pleiotrooppisia vaikutuksia: niiden
yleiskunto ja kasvu olivat heikompia kuin kontrol-
lipuiden ja niiden lehtien viritys indikoi stressii,
vaikka symmetriassa ei esiintynyt muutoksia. Siirto-
geenisten puiden rungoissa esiintyi vihemmén koivun
ruskotiplikérpdsen miinajélkid kuin kontrollipuissa.
Heikko pituuskasvu todennékoisesti selitti sen alem-
paa esiintymistiheytti, koska lajin tiedetdéin suosivan
nopeakasvuisia puita. Hyonteisten syoma lehtiala ei
eronnut siirtogeenisten linjojen ja vastaavan kontrollin
vililld kahta linjaa lukuun ottamatta, mutta lehti-
laikkusienen kattama ala oli useilla siirtogeenisilla
linjoilla suurempi. Nididen linjojen lehdet olivat my6s
pienempid kuin muiden linjojen.

Kenttidkokeessa herbivoripaine erosi siirtogeenis-
ten kitinaasia tuottavien puiden ja kontrollipuiden
vililld: Siirtogeenisilld puilla esiintynyt hyonteis-
lajisto oli osassa puulinjoja yksipuolisempaa kuin
kontrollilla. Samoin siirtogeenisilld puilla esiinty-
neet lehtivauriot olivat osassa linjoja yksipuolisem-
pia. Esimerkiksi miinattuja lehtid esiintyi useassa
siirtogeenisessd linjassa vihemmaén kuin kontrollis-
sa. Sen sijaan kirvatiheys ja lehtien vauriotaso olivat
useassa siirtogeenisessé linjassa korkeampia kuin
vastaavassa kontrollissa. HyOnteislajien ja vaurio-
tyyppien kirjo kasvoi alkukesistéd loppukesiin kai-
kissa siirtogeenisissi linjoissa, niiden kontrollissa ja
muissa ei-siirtogeenisissd genotyypeissi. Kirvojen
loisinta-asteessa ei kuitenkaan ollut eroa siirtogee-
nisten puiden ja kontrollin valilla.

Hyonteisten syottokokeissa siirtogeenisti kitinaa-
sia tuottavaa lehtimateriaalia ravinnokseen saaneet
taplatupsukkaat kasvoivat heikommin kuin kontrolli-
ravintoa saaneet, mutta lehtien vaurioituskdsittely ei
vaikuttanut toukkien kasvuun. Harkédpadlla kasvu-
eroa ei esiintynyt. Kuolleisuus ei kuitenkaan eronnut
siirtogeenistd ravintoa saaneiden ja kontrolliravin-
toa saaneiden vililld. Nisdkkididen syottokokeissa
siirtogeenisten ja kontrollipuiden vililld ei ollut eroa
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kelpaavuudessa metsédjinikselle eikd metsdkauriil-
le. Kitinaasilla ja pinosylviinilld ei ilmennyt vai-
kutuksia metsdjdnisten ravinnonvalintaan. Kauriille
tarjottujen siirtogeenisten koivuntainten kelpaavuus
ei eronnut kontrollista, eikd puiden liukoisten so-
kereiden pitoisuudessa ollut juuri eroja yhté linjaa
lukuun ottamatta.

Siirtogeenistd kitinaasia tuottavilla puilla ilmeni
ennakoimattomia/tahattomia vaikutuksia itse puiden
ettd kasvinsydjien nakokulmasta: Puiden kasvu oli
alhaisempi, puiden lehtien stressitaso oli suurempi
(lehtien viéri), puiden kohtaama herbivoripaine oli
suurempi (kirvatiheys ja lehtien vauriotaso). Kor-
keampi kirvatiheys saattoi olla seurausta puiden ko-
honneesta stressitasosta, koska kirvojen tiedetidin
suosivan stressaantuneita puita. Syottokokeissa
siirtogeenistd ravintoa saaneiden koeperhostouk-
kien kasvu oli heikompaa kuin kontrollitoukkien,
erityisesti korkean kitinaasin ilmenemistason lehtia
saaneilla toukilla. Siirtogeenisten puiden vaikutuk-
set olivat suurempia hyonteisille kuin nisédkkdille.
Tuloksia voidaan hyodyntdd kehitettdessd riskin-
arviointimenetelmii siirtogeenisille metsdpuille.

Tamai kirjoitus késittelee Suomen ensimmaisti
siirtogeenisilld puille tehtyd kenttikoetta, mutta
maailmalla siirtogeenisten puiden kenttdtutkimukset
ovat jo pitkdlld. On odotettavissa, ettd samantyyppi-
set entistd laajemmat kenttidkokeet alkavat esimer-
kiksi Aasiassa ja Amerikassa, missd panostetaan
nopeasti kasvaviin kuitupuihin. Vaikka téllaiseen
toimintaan siséltyykin riskejd, jotain hyvéadkin siitd
aiheutuu: panostamalla geenimuuntelun avulla ly-
hytkiertopuuviljelyyn, voidaan luonnonmetsid ehk&
sdastdd hakkuilta.
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