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Geenitekniikkatutkimus pohjana metsa-
puiden molekyylijalostukselle

Miksi molekyylijalostusta?

etsépuiden kohdalla perinteiset jalostustay

teet ovat selkeat: hyva puun kasvu ja lag
kestavyys seké sopeutuneisuus kasvatuspaikalle
rinteisilla menetelmilld, valinnalla, risteytyksilla j
takaisinristeytyksilla on jalostus kuitenkin hidas
etenkin metsapuiden pitkan sukupolven valin ja |
keléistestaukseen kuluvan pitkan ajan takia. Tie
halutun ominaisuuden siirto yhdesta genotyypi
toiseen on myds perinteisilla menetelmilla hida
ja vaikeaa, eika valttamatta aina onnistu. Molekyy
jalostuksen tytkalujen, geeninsiirtojen, avulla py
tytdan vaikuttamaan tiettyjen tunnettujen geen
toimintaan tai lisdamaan uusia geeneja kasvin ¢
omiin. Geenitekniikan menestyksekas kaytté m
talouskasveilla onkin herattanyt toiveita moleky

lijalostuksen soveltuvuudesta myds metséapuille.

Geeninsiirrot molekyylijalostuksen
tyokaluna

JoAnne Fillatti tydryhmineen siirsi vesakontorju

ta-aine glyfosaatille kestavyyden antavan gee

hybridipoppeliin jo 1980-luvun lopulla. Geeninsii

rossa hyddynnettiin agrobakteerin omaa geenins

tomekanismia. Viela nykyisinkin agrobakteeri-v
litteinen geeninsiirto on kdytetyin menetelma use
milla lehtipuilla. On kuitenkin olemassa lukuis

ka eivat ole agrobakteerin luontaisia isantakas
mika rajottaa agrobakteerien kayttoa geeninsi
oitektoreina nailla lajeilla. Agrobakteerien aiheut
tumista taudeista ja niiden toimimisesta geeninsii
. Pektoreina on ilmestynyt katsaus (Haggman ja A
anen 1996). Metsantutkimuslaitoksen Punkaha
tautkimusasemalla on kehitetty kotimaisille met
apuille soveltuvia geeninsiirtomenetelmia ja niita
tyedelleen kaytetty mielenkiintoisten tutkimusgeen
stgiirtoon. Talla hetkella metsépuille parhaiten so
stuvat menetelmét ovat lehtipuiden kyseessa ¢
lijoko agrobakteerivélitteinen geeninsiirto tai bio
stinen ase ja havupuilla biolistinen ase, jolla gee
ieammutaan kasvisolukkoon.
jenAgrobakteerivélitteisessé geeninsiirrossa ké
adaan jokoAgrobacterium tumefacienti Agrobac-
yierium rhizogeneslajien kantoja. Agrobakteerie
luonnossa aiheuttamien kasvitautien oireet sy
vat Ti- tai Ri-plasmidissa olevan T-DNA:n horm
nigeenien eli hormoneja tuottavien geenien toin
nan tuloksena. Liityttyaan kiinteésti isantakas
perimaan hormonigeenit luovat joko uusia kas
hormonien biosynteesireitteja tai herkistavat s
n-kasvin omille hormoneille, jolloin solunjakautun
nsen tuloksena infektiokohtaan muodostuu &kam
- tihedkarvaisia juuria.Tallaisia villityyppisia agr
siibakteerikantoja on kaytetty useissa tutkimuksi
ajoissa on haluttu 16ytaa eri lajeille parhaiten so
nmtuvia geeninsiirtovektoreita. Villityypii. rhizoge-
aneskantoja on kaytetty useiden lehtipuulajien
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Metlassa tutkitaan geeninsiirtoja

Metsantutkimuslaitoksen Punkaharjun tutkimusasemalla eraana tarkeana tutkimusalana
on metsapuiden biotekniikkatutkimus. Tutkimushankkeessa on kehitetty geeninsiirto-
menetelmia metsapuillemme sopiviksi ja menetelmia hyédynnetaan tutkimusgeenien, ku-
ten ligniinisynteesiin vaikuttavien geenien, siirtoon. Koska suurin osa nykymenetelmista
vaatii solukkoviljelyvaihetta, on my6s solukkovilijelymenetelmien tutkimus aktiivista.
Geenivarannon sailyttamiseksi ja tutkimuksen edistamiseksi on kehitetty kryopreservaa-
tioon perustuvia sailytysmenetelmid. Punkaharjulla tehdysta biotekniikan tutkimuksista
on valmistunut yksi vaitoskirja, kolme vaitoskirjaa on tekeilla ja viime vuosien aikana on
julkaistu lukuisia kansainvalisia artikkeleita.

na manty-lajien pistokkaiden juurrutuksessa. Myddeinkin kohteena olevan lajin ja solukon mukaan.
kin mannyn Pinus sylvestrispistokkaiden juurru-| Optimoitavia fysikaalisia tekijoita ovat mm. kaasun-
tuksessa on agrobakteerikantoja testattu (Arong@aine, kultahiukkasten koko, DNAn maara ja etai-
ym. 1996). Villityypin kantaa on myts menestyk-syys kohteena olevan kasvimateriaalin ja siirretta-
sekkaasti kaytetty siirrettdessa geeneja euroopanletin DNAn valilla. Optimoitavista biologisista teki-
tikuuseen (Huang ym. 1991). jOista mainittakoon esim. solukkotyyppi ja kehitys-
Varsinaiset geeninsiirtokokeet tehdaan tavallisimvaihe. Biolistista asetta on kaytetty etenkin siiretta-
min sellaisilla agrobakteerikannoilla, joissa T-essa geeneja havupuihin. Myds kotimaisilla havu-
DNA:sta poistettujen tautigeenien tilalle on pantypuulajeilla kuusella (Newton ym. 1992, Robertson
haluttuja geeneja. Geenien siirto agrobakteerisyem. 1992, Yibrah ym. 1994, Clapham ym. 1995) ja
kasvisoluun tapahtuu bakteerin Ti-plasmidin virumannylla (Aronen ym. 1994, Aronen ym. 1995,
lenssi- elivir-geenien ohjaaman¥ir-geenit alka- Aronen 1996) on saatu lupaavia tuloksia.
vat toimia joko haavoittuneesta kasvisolukosta erit-
tyvien tai keinotekoisesti lisattyjen fenolien ja sok-
erien vaikutuksesta. Ensin bakteerien solukelmusAerkkigeeneista laatuominaisuuksiin
sa oleva virA-proteiini tunnistaa ndma signaali-
molekyylit ja fosforyloi solulimassa olevan virG- Suuressa osassa metsapuilla ja etenkin havupuilla
proteiinin, joka sen jalkeen kiinnittyyir-geenien| tehdyista geeninsiirroista on ollut kysymys geenin-
saatelyalueelle aktivoidewmir-geenit (Zambryski| siirtotekniikan kehittdmisesta ja niinpa siirtokohtee-
1992). Agrobakteeri-vektoreita on kaytetty siirretna olevat geenit ovat olleet 1&hinna reportteri: ja
tdessa geeneja lehtipuihin, etenkin poppeleihimerkkigeeneja. Naiden geenien avulla voidaan var-
(Klopfenstein ym. 1997) ja havupuista lehtikuuseemistaa geenien siirtyminen kasvisoluun ja niiden
(Levée ym. 1997). toiminta siella. Useimmat merkkigeenit on alunperin
Geeninsiirtoon kaytettavid aseita on olemassxistetty bakteereista, koska niiden tehtdvan kannalta
useita erilaisia, joskin kaupallisesti saatavilla on vaion tarkeada, etta niita ei ole luonnostaan kasvi-
muutama malli. Menetelmallisesti siirrettavat geesoluissa.
nit / DNA saostetaan joko kulta- tai wolframihiuk- Reportterigeenien toiminnan tuloksena syntyy
kasten pinnalle ja nama ammutaan kasvisolukkooantsyymiproteiineja, joiden maara siirtogeenisessa
Hiukkasten kiihdyttamisessa kaytetaan tavallisessolussa on helppo maarittaa. Naita geeneja kayte-
joko sahkovarauksen- tai kaasunpaineen purkaugin myos yleisesti tutkittaessa erilaisten saately-
ta. Vaikka menetelma on suhteellisen yksinkertaglueiden tehoa ja toimintaa. Tavallisimmin kaytet-
nen ja nopea, niin se on kuitenkin optimoitava sekj reportterigeeni on b-glukuronidaasi eli GUS
fysikaalisten etta biologisten tekijoiden suhteen KukuidA)-geeni, joka on alunperin eristetscheri-
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Ligniinisynteesiin vaikuttavien gee

Metlan Punkaharjun tutkimusasemalla ollaan aloittamassa Suomen Akatemian Mets&aalan
tutkimusohjelmaan kuuluvaa hanketta, jossa tutkitaan ligniinin biosynteesiin vaikuttavien
geenien toimintaa ja mahdollisuutta vaikuttaa niitd muokkaamalla kotimaisen puuraaka-
aineen laatuun. Ligniini on kasvien soluseinissa esiintyva aromaattinen biopolymeeri. Sen
tehtavana on sitoa kasvisolut toisiinsa ja se luo edellytykset puun mekaaniselle kestavyy-
delle. Puiden ligniinipitoisuuden ja -koostumuksen geeniteknisen muuntamisen uskotaan
tarjoavan mahdollisuuden alentaa selluloosan tuoton kustannuksia ja ymparistdhaittoja.

Tutkimuksen kohdelajeina ovat raud

O-metyylitransferaasi (OMT)-geenista, joka kontrolloi seka ferulihapon etta sinappihapon
muodostusta ligniinin biosynteesireitissd. OMT on tarkoitus siirtdd joko CaMV 35S- tai
UbB1-promoottorin séatelemana ja seurata sen yli/alitoiminnan vaikutuksia ligniinin muo-

dostumiseen. Lisaksi tutkitaan OMT:n
b-glukuronidaasi reportterigeeniin.

cia coli-bakteerista. GUS-geenin ilmeneminen s
lukoissa on helppo havaita. Reportterigeenivaih
ehtoja on kuitenkin nykyisin jo useita. Esimerkik
joko hyonteisista tai bakteereista perdaisin olev

nien muuntelu

uskoivu, kuusi ja manty. Tutkimus aloitetaan

oman promoottorin toimintaa yhdistamalla se

sole ovat tdhan mennessa olleet vaikeasti geeninsiir-
tdojen kautta saavutettavissa, silla useimmat| ko.
siominaisuuksista ovat useiden geenien toiminnan
ietulosta, eiké geeneja edes valttamatta tunneta. Li-

sFaksi kerrallaan siirrettéavida geeneja voi olla vain
harajoitettu maara. Lehtipuihin geeneja siirrettaessa
i-onkin tahan asti viljelykasvien tapaan paljon kay-
stietty kestavyysgeeneja (hyonteis- tai vesakontorjun-
ta-aineelle kestavyyden antavia geenejd). Osittain
isiksi, ettd ndm& ominaisuudet ovat yhden geenin
vildkaansaamia ja ovat siis helposti geeninsiirtotek-
agaiikoiden avulla siirrettavissa. Tulevaisuuden paa-

lusiferaasigeenien ja maneetista eristetyn G
(green fluorescent protein)-geenin toiminnan |
vainnointi perustuu bioluminesenssi-ilmiéén. MU
ta ainakin toistaiseksi vield vahemman kaytetyi
reportterigeeneja ovat esim. antosyaanit.
Geeninsiirroissa kaytettavat valikoitavat merk
geenit ovat yleensa geeneja, jotka antavat kas
kestavyyden joko antibiootteja tai herbisideja v

taan. Vain ne solukot, joissa ko. kestavyysgeeni
voivat kasvaa ko. antibioottia tai herbisidia sisal
valla kasvatusalustalla. Yleisimmin kaytetty va
koitava merkkigeeni oR. coli’sta eristetty neomy
siinifosfotransferaasi-geeni (NPTII), joka inaktiv
selektiossa kaytetyn kanamysiini-antibiootin. My
muita samalla periaattella toimivia antibioottike
tavyyden aikaansaavia geeneja on kaytossa. N
geenia ei kuitenkaan voida pitda optimaalise
merkkigeenind kaikille kasvilajeille ja -solukoille
Esimerkiksi useimmat havupuut sietavat vain v
rattain matalia kanamysiinipitoisuuksia. Lehtipu
la kanamysiinikestavyys on lajikohtaista, joillak
lajeilla kanamysiini estaa erilaistumista, kun t3
toiset lajit kestavat hyvinkin korkeita pitoisuuksi

Metséapuilla perinteisista jalostustavoitteista hy

otgvoitteena voidaan kuitenkin pitaa laatuominai-
tdsuuksiin esimerkiksi ligniinisynteesiin vaikuttavi-
li-en geenien siirtoa, joka tunnettujen geenien

ran kasvaessa tulee entista realistisemmaksi.

D
0s

sGeeninsiirtojen onnistumiseen vaikuttavis-
PTH tekijoista

2na

2. Erés tarkea geeninsiirtojen onnistumiseen vaikut-
ettava tekija on lajin solukkoviljeltéavyys. Esimerki
I-si méntylajeista ensimmaisena on transformoitu ra-
ndiatamanty (Walter ym. 1994), joka on erinomai-
1agen esimerkki kloonatun materiaalin tuotosta soluk-
a.koviljelyn avulla kaytannon viljelyyn. Siirtogeeni-
v&id taimia on myos saatu aikaan valkokuusella ja

kasvu ja laatu seké sopeutuneisuus kasvatuspa

ikalustakuusella (Ellis ym. 1993, Charest ym. 1996),
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joilla somaattinen embryogeneesi toimii. Hyva s
lukkoviljeltavyys ei kuitenkaan automaattisesti €
nakoi menestysta my6s geeninsiirtojen saralla.
merkkind lajista, jolla solukkoviljelymenetelmé
toimivat, ja jolla on myds paljon tehty geeninsiirt
tutkimusta ilman etta ainakaan toistaiseksi olisi j
kaistu tuloksia siirtogeenisista taimista, on loblol
manty.

Vain harvoissa tapauksissa solukkoviljelyvaih
ta ei tarvita. Tallainen tilanne on mm. kaytettée
ns. ko-inokulaatiomenetelm&a. Menetelm&ssa sii
geenisid versoja saadaan muodostumaan kun
tyyppisella Agrobacterium tumefacienkannalla
82.139 ja halutulla muokatulla agrobakteeri-kann
la inokuloidaan yhté& aikaa kohdesolukkoa (Bra
leiro ym. 1991). Taméa menetelma soveltuu kuite
kin vain muutamalle lehtipuulajille. Kayttamall
transformoituja siitepélyhiukkasia kontrolloiduiss
risteytyksissa voidaan myos valttaa solukkovilje
vaihe. Tallaista menetelmaa ollaan parhaillaan
hittAmassa mannyllga kuuselle (Haggman ym
1997, Aronen ym. 1998).

Toimiakseen kasvissa siirrettavissa geeneissé
lee olla saatelyalueet. Vuosien varrella on tutki
paljon sitd miten eri séatelyalueet toimivat eri
jeilla ja eri solukoissa. Parhaita olisivat tietenk
pitkaikaisten metsapuiden kyseessa ollen soluk
tai kehitysvaihespesifiset sdatelyalueet, mutta
laisia tunnetaan toistaiseksi vain muutama. Yleis
min metsdpuiden geeninsiirroissa kaytettavat s
telyalueet ovat jatkuvatoimisia tai eri tavoin indus
tuvia.

Koska geenitoimintaan vaikuttavat myds mu
tekijat, on joihinkin siirrettaviin geeneihin lisétt
lyhyitd DNA-jaksoja, jotka tehostavat proteiinisyr
teesia. Tallaisia geeneja on kaytetty myds metsay
la (esim. Charest ym. 1993, Aronen 1996). Jois
kin, mutta ei kaikissa, tapauksissa nama ovat lis
neet merkittavasti myos siirtogeenien ilimenemis

Yha edelleenkin geeninsiirroille on tyypillista, et
siirrettyjen geenien ilmeneminen vaihtelee siirtog
nisissa kasveissa, jotka ovat perdisin erillisista tra
formaatiotapahtumista. Kaytettiinpa mitéa geenins
tomenetelm&a tahansa ei tiedetéa mik& maaraéa
raiden geenien liittymiskohdan kromosomeih
Joissakin tutkimuksissa on havaittu, etta geenins
rot onnistuvat parhaiten solukoihin joissa tapah

okromosomien aktiivisiin alueisiin solunjakojen
nkana. llmeisesti geeneja siirtyy kuitenkin myos
=siuille kromosomialueille. Viime aikoina onkin
it kiinnitetty huomiota ns. MAR- (matrix attachment
o+egions) ja SAR- (Scaffold attachment regions)
UIBNA-jaksoihin, joiden on havaittu lisdavan siirto-
ygeenien ilmenemisté seka vahentavan siirtogeenis-
ten kasvien vélista vaihtelua. Naitd DNA-jaksoja on
etkuitenkin toistaiseksi kaytetty kasvitutkimuksessa
ssfasta vahan ja metsapuilla ei lainkaan. Nailla jak-
rteoilla lienee huomattavaa merkitysta geeninsiirto-
villikenetelmia edelleen kehitettdessa.

al-
siSiirtogeeniset metsapuut
on-
aYleisesti ottaen geeninsiirtojen avulla on haluttu
saparantaa kasvien herbisidi-, virus- tai hyonteiskes-
ytavyytta siirtamalla ko. kestavyysgeeneja alttiisiin
kéajeihin tai lajikkeisiin. Tdm& on ymmarrettavaa
. etenkin maanviljelyskasveilla, joilla hydnteisten tai
tautien takia menetetdan merkittdvd osa sadpsta.
1 Metsapuihin on t&hdn mennessa siirretty etupaassa
ttueportterigeeneja, agrobakteerin T-DNA:n geeneja
aja kestavyysgeeneja. Kestavyysgeenien siirron tar-
irpeellisuutta pitkaikaisiin metsapuihin on kuitenkin
kbarkittava tarkkaan, silla se on eri asia kuin vastaa-
taken geenien siirto 1-2-vuotisiin viljelykasveihin.
nmMetsapuut poikkeavat monista maatalouskasveista
ageeninsiirtojen kohteena myds sikali, etta niita kas-
oivaa laajoina luonnonpopulaatioina, joihin siirtogee-
nit ilman erityistoimia voivat siitepdlyn valityksel-
uld helposti levita. Tulevaisuudessa, kun geeninsiir-
y tomenetelmat eri lajeille ovat kehittyneempid, myo6s
n-metsépuiden kohdalla painopiste siirtynee laatuomi-
suilaisuuksien muuntamiseen.
sa-Kenttakokeita on siirtogeenisilla metséapuilla koko
amaailmaa ajatellen perustettu vahan. Eniten kentta-
std&okeita on perustettu poppeli-lajeilla, jotka ovat
tdagrobakteeri-valitteisen geeninsiirron mallikasveja.
esiirtogeenisia taimia on kuitenkin tuotettu jo lukui-
ansila muilla lehtipuilla ja havupuista valkokuusella
iir€Ellis ym. 1993), mustakuusella (Charest ym. 1996),
viadiatamannylla (Walter ym. 1994) ja lehtikuusella
n(Huang ym. 1991, Shin ym. 1994, Séguin ym. 1996,
siik-evée ym. 1997).
tuu Merkittéavaksi katsottujen ominaisuuksien siirron

runsaasti solujakoja. Geenien on arveltu liittyv
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Kuva 1. Esimerkki geeninsiirtotekniikan k&ytdsta tutkimustarkoitukseen.
Siirretyt hormonigeenit saavat aikaan rauduskoivulle epatyypillisen pensas-
maisen kasvutavan. Kuva Jouko Lehto.
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