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Alkusanat

Téma raportti pyrkii antamaan kuvan keskeisimmistd geenitekniikalla muunnet-
tujen kasvien ymparistovaikutuksiin vaikuttavista tekijoistd ja niitd koskevista ris-
kinarviointimenetelmista. Kokemusta siirtogeenisten kasvien pitkaaikaisista ym-
paristovaikutuksista ei vield ole ja tima raportti on lahinna kirjallisuuden pohjalta
tehty katsaus aiheeseen. Raportti on tehty Pohjois-Savon ymparistokeskuksen tut-
kimusyksikossd. Tyon ovat rahoittaneet ymparistoministerion ympdristonsuoje-
luosasto ja Pohjois-Savon ympaéristokeskus.

Ajatus tdmén raportin kirjoittamisesta ldhti alunperin Pohjois-Savon ympa-
ristokeskuksesta, mutta suuren kiitoksen ansaitsee myos ylitarkastaja Tiina Huvio
ympaéristoministeriostd, joka on osallistunut ideointiin ja tyon eteenpdin viemi-
seen alusta asti. Haluamme my®os kiittdd ohjausryhmaén jasenid dos. Hely Hagg-
mania Metsdntutkimuslaitoksen Punkaharjun tutkimusasemalta, agr. Reino Aika-
saloa Boreal Suomen kasvinjalostuksesta ja dos. Jussi Tammisolaa maa- ja metsata-
lousministeriosta.

Kiitimme ldmpimasti kaikkia projektiin osallistuneita henkil6ita ja tahoja.
Erityisen kiitoksen haluamme esittda Suomen ympaéristokeskuksen asiantuntija-
ryhmiélle, jonka kanssa raportin tiimoilta on pidetty lukuisia kokouksia ja jonka
avulla asiat ovat jasentyneet ja ty0 on saatu paatdokseen. Kemikaaliyksikon ylitar-
kastaja Marja Ruohonen-Lehto on ehdottomasti ollut yksi projektin liikkeelld pi-
tavistd voimista. Hanen lisikseen haluamme kiittdd ryhméaan kuuluneita kemi-
kaaliyksikon MMM, DI Jyrki Pitkdjarvea ja FT Kirsi Tormékangasta hyvista ja asian-
tuntevista neuvoista ja etenkin kieliasun korjaamisesta, sekéd luonto- ja maankay-
ton yksikon vanhempaa tutkijaa Harry Helmisaarta, joka on tuonut ekologista
ndkemystéd aiheeseen. Tdman ryhméan panos tyon lopputulokseen on ollut erit-
tdin suuri. Kiitimme my0s prof. Jari Valkosta avusta, jota hdn on antanut kasvivi-
ruksia koskevissa kysymyksissa.

Erityiskiitoksen ansaitsee Martti Haikio, joka on kommentoinut ty6td useaan
otteeseen sen eri vaiheissa, esittanyt hyvid korjausehdotuksia ja tuonut esiin ta-
vallisen ihmisen ndkékulmaa aiheeseen. Kiitimme my6s Magnus Nystromia ja
Fred Baubea, jotka auttoivat ruotsin- ja englanninkielisissa kadnnoksissd, seka tut-
kijoita Riitta Nissistd, Timo Turpeista, Mari Valkosta ja Anne Hernesmaata, jotka
ovat auttaneet materiaalin hankkimisessa. Lopuksi kiitdimme lampimaésti Pohjois-
Savon ymparistokeskusta, joka on tarjonnut erinomaiset edellytykset tyon teke-
miselle, sekd erityisesti tutkimusyksikon henkilokuntaa, jonka kannustavassa il-
mapiirissd tdma ty6 on valmistunut.

Kuopiossa elokuussa 1998
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Johdant¢o

Kasvien perimdn muuttaminen geenitekniikan avulla on melko uutta, mutta se
on jo saavuttanut merkittivan aseman kasvinjalostuksessa. Maailmassa oli vuo-
den 1995 loppuun mennessa tehty yli 3500 kenttédkoetta 34 maassa ainakin 56 eri
siirtogeeniselld kasvilajilla. Vuoteen 1997 mennessda USA:ssa on ollut laajassa kau-
pallisessa viljelyssd 22 geenitekniikalla muunnettua kasvilajiketta ja Euroopan
markkinoillekin on jo hyviksytty nelja tillaista lajiketta. Siirtogeeniset kasvit tule-
vat mitd todenndkoéisimmin olemaan ensimmaiset luonnonymparistossa kaytetyt
geenitekniikalla muunnetut organismit (GMO:t) Suomessakin ja niiden kaytto
luonnonymparistdissé tulee olemaan GMO:ista laajinta. Suomessa on siirtogeeni-
silla kasveilla vuoteen 1997 mennessa tehty kahdeksan tutkimus- ja kehittamis-
koetta — ohralla, perunalla, rapsilla, sokerijuurikkaalla, koivulla, kuusella ja mén-
nylla.

Vaikka kenttdkokeita on maailmassa tehty ndinkin paljon, siirtogeenisten kas-
vien ympdristévaikutuksia ei vield juurikaan tunneta. Siirtogeenisia lajikkeita on
ollut laajemmassa kaupallisessa viljelyssa vasta muutamia vuosia ja tdtd ennen
tehdyt kenttdkokeet ovat olleet pienialaisia ja ne on tehty tarkkaan valvotuissa
olosuhteissa, jolloin ympaéristovaikutukset eivét vélttamatta tule ndkyviin.

Téssa raportissa tarkastellaan siirtogeenisten kasvien mahdollisia ymparisto-
vaikutuksia tdhdn mennessd julkaistujen kansainvalisten tutkimusten perusteel-
la. Suomen pohjoiset olosuhteet poikkeavat kuitenkin selvésti esimerkiksi Keski-
Euroopan ja USA:n olosuhteista: ympéaréiva luonto ja kasvilajisto, jotka taytyy
ottaa huomioon siirtogeenien mahdollisen luontoon levidmisen todennékdisyy-
den arvioinnissa, poikkeavat suuresti eteldisemmistd alueista. Myoskddn kéytetta-
vat lajit ja lajikkeet eivit ole samoja ja kasveihin siirrettdvat ominaisuudet poikke-
avat niistd, joita tavoitellaan eteldisemmissa olosuhteissa. Siirtogeeniset puut tule-
vat olemaan Pohjois-Eurooppaa koskeva erityiskysymys. Taméan raportin tarkoi-
tuksena onkin ollut tehda selvitys Suomen kannalta merkityksellisista kasvilajeis-
ta ja geenitekniikalla muunneltavista ominaisuuksista sekd niiden mahdollisista
ympadristovaikutuksista. Raportissa on késitelty ympaéristovaikutusten arviointiin
vaikuttavia tekijoita ja niiden liséksi joitakin riskinarviointimenetelmid ja niiden
soveltamismahdollisuuksia. Raportin alussa on melko laaja teoriaosa, jossa kasi-
tellaidn muun muassa geenitekniikan perusmenetelmid ja geenitekniikalla muun-
nettujen kasvien historiaa ja nykytilannetta. Teoriaosa otettiin mukaan, jotta ym-
péristovaikutusten arviointia koskevassa osassa kasiteltdvien asioiden taustat ja
teoria olisivat helposti 16ydettdvissa samoista kansista, silld vastaavaa suomenkie-
listd raporttia ei tihdn mennessa ole ollut saatavilla.
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Kasvinjalostus ennen ja nyt¢

2.1 Perinteiset kasvinjalostusmenetelmdt

Kasvinjalostuksen voidaan sanoa alkaneen jo 10 000—15 000 vuotta sitten, jolloin
ihminen alkoi suosia tiettyjd kasvilajeja ja kasvattaa niitd omaan kayttoonsa. Tal-
16in otettiin viljelyyn ensimmaiset viljakasvit, ja ihminen alkoi muokata ympéris-
tod edullisten viljelyolojen luomiseksi arvokkaiksi havaituille lajeille. Valikoides-
saan kasvien joukosta omiin tarkoituksiinsa sopivimpia kasviyksiloita ihminen al-
koi ohjata kasvien evoluutiota nykyisten viljelylajikkeiden suuntaan. Valintaan
perustuva jalostus on jatkunut tdimén vuosisadan alkuun asti, jolloin Mendelin
lakeja alettiin soveltaa kdytantoon ja tieteellisen kasvinjalostuksen voidaan sanoa
saaneen alkunsa. Pelkdn ilmiasun perusteella tapahtuvan valinnan sijasta, ja sen
lisdksi, haluttuja ominaisuuksia alettiin risteytyksen avulla yhdistelld, jolloin ih-
minen oppi jarjesteleméén kasvien perintotekijoitd uudella tavalla. Perinteiset kas-
vinjalostusmenetelmat perustuvat siis muuntelevaan materiaaliin ja siitd tehta-
vaan valintaan. Muuntelua yksittdisten ominaisuuksien kohdalla voidaan risteyt-
tamisen lisdksi saada aikaan keinotekoisesti, esimerkiksi mutaatiojalostuksen avulla.

Valinta- ja risteytysjalostus
Niin sanottua puhdasta linjaa perustettaessa valitaan yksiloita suuresta joukosta
fenotyypin eli ilmiasun perusteella ja huonot jalkeldiset poistetaan. Yksilovalin-
nassa valinta kohdistuu tiettyihin yksiloihin, joista kustakin kasvatetaan oma jal-
kelaistd. Kunkin yksilon arvostelu tapahtuu sen jalkeldiston perusteella. Massava-
linnassa tietystd yksil6joukosta valitaan fenotyypin perusteella joukko yksiloita,
joiden sekoitetut siemenet kasitellddn yhtena kokonaisuutena. Lopullinen yksil6-
joukko (linja) on homotsygoottinen eli puhdas halutun ominaisuuden suhteen.
Hankaluutena puhtaan linjan valinnassa ovat mahdollisten haitallisten geenien
ilmentyminen ja toisaalta hyodyllisten geenien peittyminen. Soijapapu on esimerk-
ki kasvista, jonka eri lajikkeita on jalostettu puhtaan linjan valinnan avulla.

Valintajalostusta on viime aikoihin asti kdytetty esimerkiksi metsapuilla. Luon-
nonvaraisten yksiléiden joukosta on valittu niin sanottuja pluspuita, joiden sie-
menistd on perustettu siemenviljelyksid, ja ndistd saatavaa siementd on sitten kay-
tetty metsanuudistukseen. Puhtaassa valintajalostuksessa on kuitenkin tyydytta-
vd jo olemassa olevaan perimdaineistoon, ja jo timéan vuosisadan alkupuolella siir-
ryttiin risteytysjalostukseen, jonka avulla aineiston muuntelua saadaan lisattya.
Risteytysjalostus on kuitenkin aikaa vievéda tyota. Muuntelevasta aineistosta on
saatava riittdvan yhtendinen jalkeldisto, silld lajikkeeseen siirrettyjen ominaisuuk-
sien tulee olla pysyvid. Tahan vaiheeseen voidaan pééasta viisi—kuusi sukupolvea
alkuperdisen risteytyksen jélkeen. Risteytys- ja valintatydhon yhtendisen lajikkeen
tuottamiseksi voi esimerkiksi ohran tapaisella yksivuotisella itsesiittoisella kasvil-
la kulua kahdeksasta kymmeneen vuotta (Kivi 1983).

Risteytysjalostuksessa pyritadn saamaan aikaan uusia ominaisuusyhdistelmia.
Ennestaan hyviksi todettujen ja keskendan risteytyvien lajikkeiden joukosta vali-
taan ne, jotka tdydentavat toisiaan — esimerkiksi pitkélle jalostettu, satoisa lajike
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risteytetddn ilmastoa tai tauteja paremmin kestdvian lajikkeen (usein luonnonva-
raiset tai maatiaislajikkeet) kanssa. Risteytyksen avulla luodaan muuntelevaa ai-
neistoa, josta aluksi karsitaan epéatoivotut jalkeldiset pois ja valintatyon edetessa
siirrytadn positiiviseen valintaan, haluttujen linjojen tallentamiseen.

Heteroosijalostus (hybridisaatio)

Heteroosijalostus perustuu niin sanottuun hybridielinvoimaan eli heteroosiin.
Hybridielinvoiman molekulaarista perustaa ei tiedetd, mutta risteytettdessa ho-
motsygoottisia itsesiittoisia linjoja tuloksena on heterotsygoottisia jélkeldisid, jot-
ka ovat kooltaan suurempia ja yleensa myds satoisampia. Heteroosivaikutus on
voimakkaimmillaan silloin, kun risteytettdavdat vanhemmat poikkeavat toisistaan
mahdollisimman paljon.

Maissi on normaalisti ristipolytteinen kasvi, mutta se voidaan pakottaa itse-
polytykseen, jolloin silld voidaan todeta voimakas itsesiitosheikkeneminen. Kun
6—7 sukupolven itsepolytyksen jdlkeen kaksi homotsygoottista linjaa risteytetdan
keskendan, perinnéllisen erilaisuuden aste kasvaa yhtéakkid voimakkaasti. Tulok-
sena on F -hybridimaissi, joka on elinvoimainen, satoisa ja geneettiseltd koostu-
mukseltaan yhtendinen. Toisaalta F -hybridin siemen ei ole endd yhtendinen, jo-
ten hybridisiemen pitda tuottaa joka vuosi uudestaan. Suuri osa maissin lajikkeis-
ta on niin sanottuja kaksoishybrideja eli F - polven ja sukusiitoslinjan tai kahden
F -linjan risteymid. Maissin lisdksi esimerkiksi useimmat tomaattilajikkeet ovat
hybrideja.

Hybridisiemenen valmistuksessa ristipolytyksen varmistaminen on tarkea-
ta. Tahan asti menetelmédnd on kaytetty hedekukintojen poistoa, miké on kuiten-
kin tyolasta ja useilla pieniheteisilld lajeilla lahes mahdotonta. Maissista 10ydettiin
1950-luvulla Teksasissa linja, joka oli koirassteriili (niin sanottu CMS-T-tyyppi;
CMS = cytoplasmic male sterility) ja jota kdytettiin parikymmenta vuotta hybridi-
siemenen valmistukseen. 1960-luvun lopulla kuitenkin todettiin, ettd CMS-T-tyyppi
on erittdin herkka Bipolaris maydis -sienipatogeenille. Tama sieni aiheutti laajoja
epidemioita maissiviljelmilld USA:ssa, minka jalkeen CMS-T-maissin kdytto lope-
tettiin. Nykyaan voidaan geenitekniikan avulla tuottaa koirassteriileja kasveja, jotka
eivét tuota siitepolya.

Somaattiset hybridit

My6s lajien- ja sukujenvalisid hybridejd voidaan tuottaa. Hankaluutena on kui-
tenkin usein yhteensopimattomuus (inkompatibiliteetti) lajien valill&, jolloin nii-
den risteyttdiminen keskendédn ei onnistu. Tatd ongelmaa on yritetty ratkaista niin
sanottujen somaattisten hybridien eli protoplastifuusion avulla. Protoplastit ovat
kasvisoluja, joilta on poistettu soluseind. Solujen fuusio onkin mahdollista, mutta
lisdantymiskykyisten kasvien kasvattaminen néistd yhdistyneistd soluista ei yleensa
onnistu. Onnistuneita lajien vélisid somaattisia hybrideja on kuitenkin saatu ai-
kaan muun muassa tupakalla ja petunialla seka joillakin ristikukkaisilla kasveilla
(Brassicaceae).

Mutaatiojalostus

Keinotekoisia mutaatioita voidaan saada aikaan erilaisten kemikaalien tai ionisoi-
van séteilyn avulla. Siemenaineistoa késittelemélla saadaan melko helposti aikaan
mutaatioita. Useimmat niistd ovat haitallisia luonnonoloissa, mutta eivat valtta-
matta viljelyssa (esimerkiksi kasvihuonetomaatilla). Somaattiset mutaatiot synty-
vat yksilonkehityksen aikana tietyissa solukoissa; niitd voidaan kayttaa hyvéaksi
kasvullisesti lisddntyvilld lajeilla. Tallaisia mutaatioita ovat esimerkiksi Dahlian
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valkokukkainen muoto ja erddt omenan hedelmén varimutaatiot. Mutaatiojalos-
tuksen etuna on se, ettd toisin kuin risteytysjalostuksessa, valintaa ei tarvitse teh-
dd muuntelevan aineiston joukosta useiden sukupolvien ajan vaan mutaatiojalos-
tukseen kéytettdva lahtdaineisto on jo valmiiksi yhtenaista.

Polyploidia

Normaalisti kasvit ovat diploideja eli ne sisaltavat kaksinkertaisen kromosomis-
ton. Kasvit, joilla kromosomistoja on kolme tai enemman, ovat polyploideja. Po-
lyploidit kasvit ovat yleensd suurempia kuin diploidit. Ne ovat kuitenkin usein
myos lisddntymiskyvyttomid. Tama ei toisaalta haittaa esimerkiksi koristekasveil-
la, joita lisataan kasvullisesti.

Polyploidia saadaan keinotekoisesti aikaan kolkisiinin avulla, joka estda tu-
masukkulan muodostumisen ja kromosomien jakautumisen solunjakautumisen
aikana. Tytdrkromosomistot jddvét samaan soluun ja kromosomisto kaksinkertais-
tuu. Tata lajin sisdistd polyploidiaa sanotaan autopolyploidiaksi. Viljakasveista tar-
kein autopolyploidi on tetraploidiruis, jonka etuna on jyvan suurempi koko. Hait-
tana on risteytyminen diploidin rukiin kanssa, jolloin syntyvat jélkeldiset ovat trip-
loideja ja steriilejd. Sokerijuurikkaan lajikkeista suuri osa on triploideja, joita tuo-
tetaan risteyttamalld tetraploideja ja diploideja lajikkeita. Tallainen lajike ei kui-
tenkaan tuota tervettd siementd, joten kylvosiemen pitdd ostaa joka vuosi uudel-
leen.

Lajien valistd polyploidiaa sanotaan allopolyploidiaksi. Koska allopolyploi-
diassa yhdistyvat kahden eri lajin geenistot, se lisdd geneettista muuntelua. Tun-
netuin esimerkki allopolyploidiasta lienee ruisvehna (Triticale).

2.2 Geeniteknologian lapimurto

Kun perinteinen kasvinjalostus perustuu lahinnd kromosomitason manipulaati-
oon, geenitekniikalla pddstddn vaikuttamaan yksittdisten geenien ilmentymiseen
eli ekspressioon. Perinteinen risteytyksen ja valinnan avulla tapahtunut kasvinja-
lostus on perustunut geenien eri alleelien valikointiin. Alleelit ovat saman geenin
erilaisia muotoja. Evoluution aikana luonnonkasveihin ovat valikoituneet alleelit,
jotka ovat sopeuttaneet kasvit elaméén tietyssa ymparistossd. Risteytysjalostuk-
sessa villityypin alleeleja on korvattu ihmisen tarpeisiin paremmin soveltuvilla
alleeleilla, jolloin kasvin kilpailukyky luonnossa on yleensd vihentynyt. Taméan
vuoksi jalostetut lajit eivét usein endé tule toimeen luonnonoloissa. Risteytysja-
lostuksessa ongelmana on usein geenien kytkeytyminen eli geenien sijaitseminen
niin ldhekkain, ettd niité ei saada risteytyksessd eroamaan toisistaan. Tall6in halu-
tun ominaisuuden liséksi jalkeldisiin saattaa siirtyd ei-toivottuja ominaisuuksia.
Geenitekniikan avulla kasveihin voidaan siirtdd yliméaraisia geeneja niissa jo ole-
vien ominaisuuksien liséksi. Talloin jalostuksessa jo saavutettuja ominaisuuksia ei
menetetd kuten saattaa tapahtua risteytysjalostuksessa, jossa geeneillda kdydaan
ikdan kuin vaihtokauppaa.

Yhdistelma-DNA-tekniikan avulla geenejda kyetddn nykyddn siirtdimadn
bakteeri-, hiiva-, kasvi- ja eldinsolujen vililld. Restriktioentsyymien eli rajaavien
endonukleaasien avulla DNA:ta voidaan pilkkoa spesifisistd kohdista, ja ligaasient-
syymin avulla DNA-paloja voidaan liittda toisiinsa. Bakteereissa olevia itsestaan
lisadantyvia DNA-molekyyleja eli plasmideja voidaan kayttda kuljettajina eli vek-
toreina siirrettdessa DNA:ta solusta toiseen.

Lapimurto kasvinjalostuksessa tapahtui vuonna 1983, kun kolme tutkijaryh-
mad onnistui siirtdiméddn antibioottikestivyysgeenin kasvisoluun Agrobacterium
tumefaciensin avulla (Bevan ym. 1983, Fraley ym. 1983, Herrera-Estrella ym. 1983).
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Agrobakteerista oli poistettu kasvaimen aiheuttavat geenit ja niiden tilalle oli siir-
retty neomysiinifosfotransferaasigeeni, joka saa aikaan kestavyyden kanamysiini-
antibioottia vastaan. Kasvisolut, joihin tdma geeni oli onnistuneesti siirretty, voi-
tiin valita kasvattamalla niitd kanamysiinia sisaltdvalla alustalla. Kasvisolut, jotka
olivat saaneet kestavyysgeenin, kasvoivat alustalla, kun taas siirtogeenittomat so-
lut kuolivat. Tallaisia geenejd, joiden avulla siirtogeenisid soluja voidaan valikoi-
da, sanotaan merkkigeeneiksi. Tima menetelma loi perustan tuleville geenisiir-
roille.

Vuonna 1986 tupakkaan siirrettiin agrobakteerimenetelman avulla tupakan
mosaiikkiviruksen kuoriproteiinia koodittava geeni, joka sai aikaan ainakin osit-
taisen viruskestiavyyden siirtogeenisistd soluista kasvatetuissa tupakantaimissa
(Abel ym. 1986). Agrobakteerimenetelmén avulla siirrettiin myos herbisidikesta-
vyys kasviin, esimerkiksi petuniaan siirrettiin glyfosaattikestavyys (Shah ym. 1986).
Samana vuonna tehtiin myos ensimmadiset tutkimus- ja kehittimiskokeet (kent-
takokeet) siirtogeenisilld kasveilla Euroopassa ja USA:ssa (Leemans 1993).

Vuonna 1987 tupakkaan siirrettiin agrobakteerimenetelméan avulla Bacillus
thuringiensis -bakteerin erdstd Bt-toksiinia koodittava geeni (Vaeck ym. 1987). To-
maattiin siirrettiin vastaavasti toisen B. thuringiensis -kannan toksiinigeeni (Fischhoff
ym. 1987). Kukin toksiini on myrkyllinen vain tietyille hyonteisille. Ilmentyessdan
kasvin lehdissa Bt-toksiini tappaa niitd syovat hyonteiset ja saa siten aikaan hyon-
teiskestivyyden kasvissa. Klein ym. (1987) kehittivat menetelmén, jolla DNA:ta
saatiin suoraan siirrettyd kasvisoluun. Tassd niin sanotussa mikroammus- eli par-
tikkelipommitusmenetelmassa pienid volframikuulia, joiden pinnalla on DNA:ta
tai RNA:ta, ammutaan suoraan soluun. Klein ym. (1987) ampuivat tupakan mosa-
iikkiviruksen RNA:ta sipulin pintasolukkoon ja saivat aikaan viruspartikkeleiden
muodostumisen soluissa. Tdama menetelma tekee mahdolliseksi DNA:n tai RNA:n
suoran siirron kasvisoluun silloin, kun agrobakteeria ei voida kayttaa (esimerkiksi
yksisirkkaisilla kasveilla). Christou ym. (1988) kehittivdt menetelméstd muunnel-
man, jossa DNA:lla paallystettyja kultahiukkasia ammuttiin voimakkaan sahko-
purkauksen avulla soijapavun alkioista tehtyihin protoplasteihin. Umbeck ym.
(1987) siirsivat agrobakteerimenetelmén avulla puuvillaan kanamysiinikestavyy-
den. Samana vuonna onnistuttiin ensimmaéisen puuvartisen kasvin geeninsiirros-
sa. Fillatti ym. (1987) siirsivdt agrobakteerimenetelmélla poppeliin geenin, joka sai
aikaan glyfosaattikestavyyden.

Vuonna 1988 soijapapuun siirrettiin sekd kanamysiini- ettd herbisidikesta-
vyys infektoimalla sirkkalehtid agrobakteerilla (Hinchee ym. 1988). Uudet versot
saatiin syntymdan suoraan infektoiduista sirkkalehdista. Riisiin siirrettiin kana-
mysiinikestdvyys protoplastien elektroporaation avulla (Toriyama ym. 1988). To-
maatin hedelmédn kypsymisen sddtelemiseksi tomaattiin siirrettiin agrobakteeri-
menetelman avulla polygalakturonaasientsyymin antisense-RNA (Sheehy ym.
1988). Antisense-RNA on komplementaarinen geenin ldhetti-RNA:n kanssa ja es-
tdd geenin ilmentymisen pariutumalla sen ldhetti-RNA:n kanssa. Koska polyga-
lakturonaasi edistdd kypsymisvaiheessa hedelmén soluseinien hajoamista ja siten
hedelmédn pehmenemistd, tilld antisense-tekniikalla saatiin kypsa tomaatti saily-
maan pitempéan kiintedna ja kayttokelpoisena. Maissiin saatiin siirrettya herbisi-
dikestdvyysgeeni mikroammusmenetelmén avulla; kohdesoluina kaytettiin em-
bryogeenista solususpensiota (Gordon-Kamm ym. 1990).

Koirassteriliteettid on kiytetty hyvéksi hybridisiemenen tuotannossa, koska
sen avulla voidaan varmistaa kahden linjan ristipolytys. Mariani ym. (1990) siirsi-
vat tupakkaan ja rapsiin ribonukleaasigeenin, joka saatiin ilmentymaan spesifi-
sesti siitepolyn muodostumisvaiheessa. Tama ribonukleaasi (barnaasi) tuhoaa he-
teen ponnen lokeron seindimén niin sanotun tapetum-solukon, joka toimii nor-
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maalisti siitepolyhiukkasten ravintosolukkona. Télloin siitepolya ei muodostu, ja
nama koirassteriilit kasvit voidaan polyttaa toisen kannan siitepolylld, eika vaaraa
itsepolytyksestd ole.

Vuonna 1992 sama ryhma (Mariani ym. 1992) onnistui palauttamaan siitep6-
lyn tuottamiskyvyn kasveille, jotka oli aikaisemmin tehty koirassteriileiksi. Rap-
siin siirrettiin ribonukleaasi-inhibiittorigeeni, joka esti aikaisemmin siirretyn ribo-
nukleaasin toiminnan, jolloin lisddntymiskyky palautui. Tdma on térkedd etenkin
lajeilla, jotka kasvatetaan hybridisiemenestd, mutta joiden hedelmat tai siemenet
keratddn satona (esimerkiksi tomaatti, vehnd ja riisi). Samana vuonna Vasil ym.
(1992) siirsivét herbisidikestdvyysgeenin vehnaan. Vehna on luonnostaan vastus-
tuskykyinen kanamysiinille, joten merkkigeeniksi valittiin fosfinotrisiinikestavyys
(fosfinotrisiini eli glufosinaattiammonium on vaikuttavana aineena muun muassa
Basta®-herbisidissd). Geeni siirrettiin vehnén kallussolukkoon mikroammusme-
netelmédn avulla. Vehnilld, kuten muillakin yksisirkkaisilla ongelmana ei ole niin-
kdan geenien siirtdiminen kasvisoluun, vaan uusien kasvien kasvattaminen siirto-
geenisistd soluista. Vasilin ym. (1992) menetelméssda DNA:ta ei siirretd protoplas-
teihin vaan embryogeeniseen kallussolukkoon, josta kasveja voidaan kasvattaa
suoraan ilman pitkid soluviljelyvaiheita.

2.3 Siirtogeeniset kasvit tanddn

Vuosien 1986 ja 1995 viililla oli 34 maassa tehty yli 3500 kenttdkoetta ainakin 56 eri
siirtogeenisella kasvilajilla (taulukko 1(s. 15); James ja Krattiger 1996). Eniten kent-
takokeita on tehty Pohjois-Amerikassa (67 %) ja EU:n alueella (22 %). Eri lahteista
keratyt tiedot tehdyistd kenttdkokeista vaihtelevat, koska ‘kenttikoe’” voidaan
madritelld usealla eri tavalla. Jamesin ja Krattigerin (1996) raportissa kenttdkokeel-
la tarkoitetaan tietylle lajille ja siihen siirretylle tietylle ominaisuudelle tiettyna
vuonna haettua lupaa. Luvan perusteella kenttdkokeita voidaan tehdd useassa
paikassa, mutta ne lasketaan yhdeksi kenttdkokeeksi. USA:sa on lisdksi vuodesta
1993 lahtien ollut kidytossa niin sanottu ilmoitusmenettely kuudelle eniten testa-
tulle kasvilajille (maissi, tomaatti, soijapapu, peruna, puuvilla ja tupakka). Naita
kasveja varten ei tarvitse erikseen anoa lupaa kenttakokeiden suorittamiseksi, vaan
koska naista lajeista katsotaan olevan jo tarpeeksi taustatietoa, pelkka ilmoitus
asianomaiselle viranomaiselle riittdd. Taulukkoon 1 on listattu maittain vuoden
1995 loppuun mennessa tehdyt kenttidkokeet Jamesin ja Krattigerin (1996) mu-
kaan. USA:n kohdalle on merkitty sekd varsinaisen lupamenettelyn (628 kpl) etta
ilmoitusmenettelyn (1324 kpl) kautta hyvéksytyt kenttdkokeet.

Geeninsiirto onnistuu nykydan kaikilla tdarkeimmilld viljelykasveilla. Kuvas-
sa 1A (s. 16) nakyvét kenttakokeissa yleisimmin kaytetyt lajit koko maailmassa
(James ja Krattiger 1996), ja koska USA:ssa tehdédén yli puolet kaikista kenttdko-
keista, kuvassa 1B esitetddn vertailun vuoksi yleisimmin kaytetyt lajit USA:ssa
(USDA—APHIS 1997). Kenttakokeita on tehty eniten maissilla, tomaatilla, perun-
alla, soijapavulla, 6ljyrapsilla, puuvillalla, tupakalla, eri melonilajeilla ja sokerijuu-
rikkaalla. Tamén lisdksi kenttdkokeita on tehty ainakin seuraavilla lajeilla: sini-
mailanen, vehnd, riisi, kurkku, auringonkukka, pellava, lehtisalaatti, lituruoho,
maapahkind, mansikka, omena, paprika, petunia, Brassica sp. (kaalit), ohra, poppeli,
porkkana, saksanpahkind, munakoiso, belladonna, luumu, papaija, tuomipihlaja,
bataatti, Chrysanthemum, Gladiolus, Pelargonium, herne, karpalo, kastanja, kuusi,
manty, sikuri, sipuli, sokeriruoko, vadelma, viinirypéle, eukalyptus, sddelatva, kii-
vi, koivu, parsa, pihlaja, apila, Agrostis palustris, lupiini, neilikka ja ambrapuu.
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Taulukko 1. Kenttikokeet maailmassa vuosina 1986—1995

1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 yht.
POH)OIS-AMERIKKA

Yhdysvallat 3 5 16 30 51 90 160 306 574 707 1952
Kanada 0 0 10 28 40 39 40 89 13 121 486
yht. 3 5 26 58 9 129 200 395 697 834 2438
EUROOPPA

Ranska 1 5 9 14 26 3 1 19 53 62 253
Belgia 0 I 4 9 14 14 12 19 5 9 97
Iso-Britannia 0 I I 4 [l 13 13 Il 29 50 133
Alankomaat 0 0 I I I 13 16 20 1 34 113
Suomi 0 0 I I 1 0 3 [ 1 0 10
Unkari 0 0 0 0 0 0 0 1 0 10 2
Espanja 0 0 1 4 5 0 0 3 I 5 30
Ruotsi 0 0 0 I I I 1 3 3 1 18
Tanska 0 0 0 0 2 I 3 4 5 I 16
Saksa 0 0 0 0 I I I 3 32 49
Italia 0 0 0 [ [ 0 I 1 20 39 69
Portugali 0 0 0 0 0 0 0 1 1 I 5
Sveitsi 0 0 0 0 0 I I 0 0 0 2
Norja 0 0 0 0 0 0 I 0 0 0 /
yht. 2 7 18 35 64 75 75 104 188 250 8I8

KESKI- JA ETELA-AMERIKKA

Argentiina 0 0 0 0 0 4 9 13 8 34 78
Belize 0 0 0 0 0 0 4 I 0 0 b
Bolivia 0 0 0 0 0 3 I 0 I I 6
Chile 0 I 0 0 0 0 4 1 6 2l 39
Costa Rica 0 0 0 0 0 I 4 0 1 10 17
Kuuba 0 0 0 0 I I 1 4 5 5 18
Guatemala 0 0 0 I 0 0 0 0 I I 3
Meksiko 0 0 1 0 0 0 4 I 8 13 38
yht. 0 [ 2 [ [ 9 28 36 4 85 204
AASIA

Australia 0 0 0 0 0 I 6 1 7 15 46
Japani 0 0 0 0 0 1 0 4 8 [l 25
Uusi-Seelanti 0 0 4 4 3 I I I I 0 15
Kiina 0 0 0 1 1 1 5 9 0 30 60
Thaimaa 0 0 0 0 0 0 0 0 I I 2
Veniji 0 0 0 0 0 0 0 0 1 9 1l
yht. 0 0 4 6 5 6 12 21 39 66 159
AFRIKKA

Egypti 0 0 0 0 0 I 0 0 0 I 2
Etela-Afrikka 0 0 0 0 I I I 6 5 8 22
Timbabwe 0 0 0 0 0 0 0 0 [ 0 /
yht. 0 0 0 0 [ 2 I 6 6 9 25

koko maailma 5 13 50 100 162 221 316 562 971 1247 3647
teollisuusmaat 5 12 48 97 158 208 282 509 901 1100 3320
kehitysmaat ja 0 I 1 3 4 13 34 53 0 141 377
Ita-Eurooppa
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Kuva I. Kenttdkokeissa
yleisimmin kdytetyt lajit
koko madilmassa (1A) ja
USA:ssa (I1B). (Huom!
Kuvaan IA on merkitty
vain kahdeksan yleisimmin
kdytettyd lajia. Muita
kenttdkokeissa kdytettyjd
lajeja ei ollut erikseen lis-
tattu Jamesin ja Krattige-
rin (1996) raportissa, jos-
ta tiedot on otettu.)

Kuva 2. Kasveihin yleisim-
min siirretyt ominaisuudet
koko madailmassa (2A) ja
USA:ssa (2B).

| A | Kenttikokeet maailmassa 1986 - 1995
- eniten kaytetyt lajit

meloni
3%

tupakka
5%

maissi

3%

puuvilla
1%

soijapapu
9%

tomaatti
1%

peruna o
1% oljyrapsi
2%

| B Kenttakokeet USA:ssa 1987 - 1995
- eniten kaytetyt lajit

oljyrapsi muut

tupakka 2 % 4%
melonija 4%
kesakurpitsa
5%
puuvilla
9%

maissi

38%

peruna
I1%

soijapapu
12% tomaatti
15%

Yleisimmin siirrettyjd ominaisuuksia ovat olleet herbisidikestdvyys seka vi-
rus- ja hyonteiskestavyys. Tulevaisuudessa keskityttineen entistd enemmaén niin
sanottuihin laatuominaisuuksiin (esimerkiksi satona kerattavien kasvinosien hii-
lihydraatti-, aminohappo- tai rasvahappokoostumuksen parantamiseen) seka
muun muassa lddkeaineiden ja erilaisten teollisuudessa kéytettdvien entsyymien
tuottamiseen kasveissa. Kuvaan 2A on merkitty yleisimmin siirretyt ominaisuu-
det koko maailmassa (James ja Krattiger 1996) ja kuvaan 2B erikseen USA:ssa

(USDA—APHIS 1997).

Ensimmaiset siirtogeeniset kasvit (viruksia kestdva tupakka ja myohemmin
viruksia kestdvéa tomaatti) hyvaksyttiin kaupalliseen tuotantoon Kiinassa 1990-1u-
vun alussa. USA:ssa tuli vuonna 1994 markkinoille hitaasti kypsyva Flavr Savr™-
tomaatti. Taulukkoon 2 on listattu USA:ssa markkinoilla olevat siirtogeeniset kas-

2 A | Kenttikokeet maailmassa 1986 - 1995
- siirretyt ominaisuudet

muut
13%

herbisidi-
kestavyys
35%

taudinkestavyys
(sienet) 3 %

virus-
kestavyys
1%

hydnteis-
kestavyys

0,
18% laatu-

ominaisuudet
20 %

1B Kenttakokeet USA:ssa 1987 - 1995
- siirretyt ominaisuudet

muut

1% herbisidi-
kestavyys
2%

taudinkestavyys
(sienet) 4 %

virus-
kestavyys
1%
hydnteis-
kestavyys
4%
laatu-
ominaisuudet
26%
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vit. Euroopan Unionin alueella on kaupalliseen kdyttoon tdhdn mennessa hyvak-
sytty bromoksiniilia kestdva tupakka (SEITA), glufosinaattia kestdva oljyrapsi
(Plant Genetic Systems), glyfosaattia kestdva soijapapu (Monsanto), glufosinaat-
tia kestava koirassteriili sikuri (Bejo-Zaden BV) sekd hyonteis- ja glufosinaatti-
kestdva maissi (Ciba-Geigy).

Taulukko 2. Kaupalliseen tuotantoon hyviksytyt siirtogeeniset kasvit USA:ssa.

tuote tuotenimi tuottaja siirretty ominaisuus hyvaksy-
misvuosi

tomaati Flavr Savr ™ (algene hidas kypsyminen 1994
puuvilla Bollgard ™ Monsanto hydnteiskestavyys (Bt-toksiini; Lepidoptera) 1995
puuvilla Roundup Ready ™ Monsanto herbisidikestavyys (glyfosaatti) 1995
puuvilla BXN Cotton ™ (algene herbisidikestavyys (bromoksiniili) 1995
soijapapu Roundup Ready ™ Monsanto herbisidikestavyys (glyfosaatti) 1995
maissi Maximizer ™ Ciba-Geigy hydnteiskestavyys (Bt-toksiini) 1995
oljyrapsi Laurical ™ (algene muutettu 6ljykoostumus

(korkea lauriinihappopitoisuus) 1995
peruna New Leaf ™ Monsanto hydnteiskestavyys (Bt-toksiini) 1995
kesakurpitsa Freedom II™ Asgrow viruskestavyys 1995
tomaatti Endless Summer ™ DNA Plant hidas kypsyminen 1995

Technology
tomaatti Monsanto hidas kypsyminen 1995
tomaatti Teneca/ paksumpi kuori, muutettu pektiinikoostumus 1995
Peto Seed

maissi DeKalb herbisidikestavyys (glufosinaatti) 1996
maissi Liberty Link ™ AgrEvo herbisidikestavyys (glufosinaatti) 1996
maissi PGS koirassteriliteetti + herbisidikestayys 1996
maissi Monsanto hydnteiskestavyys (Bt-toksiini; Lepidoptera) 1996
maissi Northrup King  hydnteiskestavyys (Bt-toksiini; maissikoisa) 1996
puuvilla Dupont herbisidikestavyys (sulfonyyliurea) 1996
tomaatti Agritope kypsymisen saately 1996
peruna Monsanto hydnteiskestavyys (Bt-toksiini, koloradok.) 1996
papaija Cornell Univ. viruskestavyys (PRSV) 1997
soijapapu AgrEvo herbisidikestavyys (glufosinaatti) 1997

Maailmalla tehtavistd kenttdkokeista on mahdollista saada ajankohtaista tie-
toa internetistd muun muassa APHIS:n (Animal and Plant Health Inspection Service,
USA) ja OECD:n (Organisation for Economic Co-operation and Development) Kotisi-
vuilta. APHIS:n sivuilta 16ytyy paivitettdva tietokanta USA:ssa tehtadvistd kentta-
kokeista ja lisdksi tietoa muun muassa ilmoituksista, lupamenettelystd ja saannok-
sista (http://www.aphis.usda.gov:80/bbep/bp/). OEDC pitda ylld vastaavaa tieto-
kantaa jdsenmaissaan tehtdvistd kenttdkokeista (http:/www.olis.oecd.org/
biotrack.nsf).
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Geenien siir<o kasviin

Geenien siirtdmiseksi kasviin on kehitetty useita tehokkaita menetelmid. Vierai-
den geenien toimimista kasvisolussa voidaan tutkia siirtdimalld soluun merkkigee-
ni ja tarkastelemalla geenin niin sanottua lyhytaikaista ilmentymista (transient
expression).Vieras geeni saattaa ilmentya kasvisolussa, vaikka se ei olisikaan pysy-
vasti kiinnittynyt kasvigenomiin. Esimerkiksi kromogeenista merkkigeenid, joka
kasvisolussa ekspressoituessaan saa aikaan varin muodostumisen ja on nédin 0soi-
tuksena geenin toimimisesta, sanotaan reportterigeeniksi. 3-glukuronidaasia (GUS)
koodittava geeni on yksi yleisimmin kéytetyistd reportterigeeneista. Testiliuok-
sessa solut, joihin on siirretty B-glukuronidaasigeeni, varjaytyvat sinisiksi. Lyhyt-
aikaisen ilmentymisen avulla voidaan siten todeta geenin siirtyminen kasviso-
luun. Reportterigeenien avulla voidaan myos tarkastella geenien ja niiden saately-
alueiden (esimerkiksi promoottoreiden) toimintaa kasvisolussa.

Varsinaisesta geneettisestéd transformaatiosta puhutaan silloin, kun vieras geeni
saadaan siirrettyd pysyviksi osaksi kasvisolun genomia ja ndista soluista saadaan
kasvatettua (regeneroitua) uusia kasveja, jotka sisdltdvat siirretyn geenin kaikissa
soluissaan. Geeninsiirrossa kédytetddn yleensd niin sanottuja selektiomarkkereita
eli merkkigeeneja, jotka antavat siirtogeenisille soluille kyvyn kasvaa tietylld alus-
talla. Téllaisia merkkigeeneja ovat esimerkiksi erilaiset antibioottiresistenssi- eli
antibioottikestdvyysgeenit. Solut, joihin on siirretty kestdvyysgeeni, kasvavat an-
tibioottia sisaltavalld alustalla. Vastaavasti solut, joilla kestdvyysgeenia ei ole, kuo-
levat. Naistd antibioottia kestdvista ja siten siirtogeenisista soluista kasvatetaan
uusia kasveja. Geenin kiinnittyminen kasvigenomiin varmistetaan DNA-tasolla.

Perustana siirtogeenisten kasvien tuottamiselle on tiettyjen kasvisolujen toti-
potenttisuus eli jo erilaistuneiden solujen kyky muuttua erilaistumattomiksi, ja-
kaantua ja uudelleen erilaistua mihin tahansa suuntaan ja jopa muodostaa koko-
naisia uusia kasveja. In vitro -kasvatusmenetelméat mahdollistavat kasvisolujen
geeniteknisen muuntamisen ja siirtogeenisten kasvien tuotannon. Kasvisoluja voi-
daan eristdd, ja naihin yksittdisiin, eristettyihin soluihin voidaan siirtdd DNA:ta.
Siirtogeenisista soluista ja solukoista voidaan edelleen kasvattaa kokonaisia kas-
veja, jotka sisdltavat uuden geneettisen informaation. Joillakin lajeilla (esimerkik-
si tupakka ja porkkana) in vitro -kasvatus voidaan aloittaa lahes mistd tahansa kas-
vinosasta. Yleensd kuitenkin kdytetaan nuoria ja kasvuvaiheessa olevia osia. Yksi-
sirkkaisilla kdytto rajoittuu lahinna kasvusolukoihin (meristeemeihin) ja muihin
erilaistumattomiin kasvinosiin.

Kun kasvia haavoitetaan, vaurioitusalueelle syntyy kallussolukkoa. Kallus-
solut ovat erilaistumattomia, nopeasti jakaantuvia soluja, jotka erilaistuvat myo-
hemmin ja korvaavat haavoitusaluella tuhoutuneet solut. Tata haavakallusta kdy-
tetddn hyviksi perustettaessa in vitro -solukasvatuksia. Yksisirkkaisilla kasveilla
vaurioittaminen ei saa aikaan kalluksen muodostumista, minkd vuoksi in vitro
-kasvatus niilla on hankalaa.

Kasvien in vitro -kasvatuksessa uudet versot kasvavat joko suoraan vanhasta
solukosta (suora organogeneesi) tai solukosta muodostuneesta kalluksesta (epa-
suora organogeneesi). Sddtelemalld kasvihormonien eli kasvunsaateiden (auksii-
nien ja sytokiniinien) méaarid kasvatusalustassa solukko saadaan muodostamaan
versoja tai juuria. Jos auksiinin maard sytokiniiniin verrattuna on pieni, syntyy
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versoja. Jos taas auksiinin suhde sytokiniiniin on suuri, muodostuu juuria. Pitimal-
1a hormonien méaarat keskenddn yhta suurina saadaan aikaan kalluksen muodos-
tuminen. Suora organogeneesi on menetelmand parempi kuin epésuora, koska kal-
lussolukossa saattaa solujen jakaantuessa ja kasvatusaikojen pidentyessd tapah-
tua niin sanottua somaklonaalista muuntelua esimerkiksi kallussolukon soluissa
tapahtuvien mutaatioiden vuoksi. Télloin samasta kalluksesta kasvaneet versot
eivat olekaan geneettisesti identtisia.

Joskus somaattisista (kasvullisista) kasvisoluista voidaan saada muodostumaan
alkioita, ja ndista saadaan kasvatettua kokonaisia kasveja. Tatd sanotaan somaatti-
seksi embryogeneesiksi. Embryogeneesi tapahtuu yleensa kalluksen kautta, mutta
se voi tapahtua my0s suoraan somaattisesta kasvisolukosta. Auksiinin avulla saa-
daan aikaan alkioiden eli embryoidien muodostuminen ja pidetaan ylla solujen
jakaantumista. Kun auksiini poistetaan kasvatusalustasta, alkiot alkavat kehittya
ja lopulta itavat. Esimerkiksi riisilld uusia kasveja saadaan kasvatettua somaatti-
sen embryogeneesin kautta (Abdullah ym. 1986). Vehna (Vasil ym. 1992) ja maissi
(Fromm ym. 1990) on saatu pysyvasti transformoitua siirtamélla DNA:ta suoraan
embryogeeniseen kallussolukkoon. Somaattista embryogeneesia kdytetidn myos
hyviksi kloonattaessa havupuita (Gupta ym. 1993). Niitd embryoviljelmid voi-
daan sdilyttaa pakastettuna nestemadisessa typessd, jolloin saadaan talteen erilaisia
genotyyppeja. Kenttikokeiden jdlkeen sopivat genotyypit voidaan valikoida.

Kallusviljelmé&a voidaan pitéa ylla sellaisenaan puolikiintealld alustalla, tai siita
voidaan perustaa liuoskasvatuksia. Liuoskasvatukset ja niiden kautta eristetyt pro-
toplastit ovat tarkeitd etenkin siirrettdessa geenejé yksisirkkaisiin kasveihin, koska
kaksisirkkaisilla kédytetty agrobakteerimenetelma ei niilld yleensa toimi. Solusei-
ndn puuttuminen protoplasteilta helpottaa aineiden (esimerkiksi vieraan DNA:n)
pédédsemistd kasvisolun sisdédn.

3.1 Geeninsiirto agrobakteerin avulla

Agrobacterium tumefaciens on maassa eldva gram-negatiivinen bakteeri, joka aihe-
uttaa aitosyopétautia (crown gall disease) kaksisirkkaisilla kasveilla. Se saa aikaan
kasvisolujen muuttumisen kasvainsoluiksi ja dkdman muodostumisen haavoitus-
alueelle. A. rhizogenes aiheuttaa vastaavasti karvajuuritaudin (hairy root disease) in-
fektoimalla kasvin juuren, joka alkaa haaroittua voimakkaasti.

Bakteerit sisdltivat kromosomaalisen DNA:n lisdksi itsendisesti lisdaantyvia
rengasmaisia DNA-molekyyleja, plasmideja. A. tumefaciensin Ti-plasmidi (tumor
inducing) saa aikaan kasvaimen muodostumisen infektiokohdassa. Infektiossa pieni
pala Ti-plasmidin DNA:ta (T-DNA; transferred DNA) siirtyy osaksi kasvigenomia.
T-DNA:ta rajoittavat niin sanotut reuna-alueet, joita tarvitaan T-DNA:n siirrossa
kasvisoluun. Periaatteessa kaikki reuna-alueiden viélilla oleva DNA siirtyy kasvi-
soluun — agrobakteeri on siis luonnon oma geeninsiirtdja. Tata ominaisuutta voi-
daan kayttda hyvaksi siirrettdessd vieraita geenejd kasviin eli transformoitaessa
kasveja (kuva 3.).

T-DNA sisdltaa geenejd, jotka koodittavat kasvihormonien (auksiini ja syto-
kiniini) synteesid. Kun T-DNA siirtyy osaksi kasvigenomia, kasvisolu alkaa tuottaa
ylimédérin nditd hormoneja ja muuttuu kasvainsoluksi. T-DNA koodittaa myos
entsyymejd, jotka saavat kasvisolussa aikaan eradnlaisten aminohappojohdannais-
ten, opiinien, synteesin. Kasvisolut eivat voi kdyttaa opiineja aineenvaihduntaan-
sa, mutta bakteerit voivat. Agrobakteeri valjastaa taten kasvisolun aineenvaihdun-
takoneiston tuottamaan aineita, joita vain se itse voi kdyttdad aineenvaihduntaan-
sa.
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Kuva 3. Geenin siirtdmi-
nen kasvisoluun agrobak-
teerin avulla. A. tumefa-
ciensin T-DNA-alueelta on
poistettu kasvaingeenit ja
niiden tilalle on siirretty
kanamysiinikestdvyyden ai-
kaansaava npt Il -geeni.
Ti-plasmidissa sijaitsevat
vir-geenit auttavat T-
DNA:ta irtoamaan plasmi-
dista ja siirtymddn kasviso-
luun. T-DNA kiinnittyy
osaksi kasvigenomia ja al-
kaa ilmentdd npt Il -gee-
nid eli tuottaa neomysiini-
fosfo- transferaasia (NPT
ll), joka saa aikaan kasvi-
solun kanamysiinikestdvyy-
den. Siirtogeeniset solut
I6ydetddn kanamysiinid si-
sdltdvdlld alustalla ja vali-
taan jatkokasvatuksiin.

Kasvisolukon tdytyy olla vaurioitunut, jotta agrobakteeri voi aiheuttaa in-
fektion. Vaurioituneet solut erittavat fenoliyhdisteitd, jotka saavat aikaan Ti-plas-
midissa sijaitsevien vir-geenien induktion. Vir-geenit saavat aikaan T-DNA:n irto-
amisen Ti-plasmidista ja sen siirtymisen kasvisoluun.

Geenien siirtoon agrobakteerista kasviin tarvitaan siis kaksi Ti-plasmidin
aluetta: vir-alue, jossa sijaitsevat geenit T-DNA:n siirtoa varten, seka itse T-DNA ja
sen reuna-alueet. T-DNA ei sisdlld geeninsiirtoon tarvittavia geenejd, joten télld
alueella sijaitsevia geenejd voidaan poistaa ilman, ettd se vaikuttaa T-DNA:n siir-
tymiseen. Kasittelematontd, luonnonvaraista Ti-plasmidia ei voida kayttaa vierai-
den geenien siirtdmiseksi kasviin, koska normaalien kasvien kasvattaminen siir-
togeenisista soluista ei onnistu T-DNA:n siséltaimien kasvaingeenien vuoksi. Nama
geenit (onkogeenit) voidaan kuitenkin poistaa, jolloin siirtogeenisistd soluista saa-

T-DNA:

)

4 npt Il (" proteiini (NPT I1)

(e
@é

poly-A

AGROBAKTEERI

KASVISOLU

kallussoluja

alusta, jolla kanamysiinia

siirtogeeniset solut, joissa on
kanamysiiniresistenssi, pystyvat
kasvamaan alustalla

siirtogeenisesta kallussolukosta
kasvatetaan uusi, siirtogeeninen
kasvi
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daan kasvamaan normaaleja kasveja. Kaikki T-DNA:ssa sijaitsevat geenit voidaan
haluttaessa poistaa ja niiden tilalle voidaan lisata vierasta DNA:ta, joka siten saa-
daan siirrettyd kasvisoluun ja osaksi kasvin omaa genomia.

Agrobacterium rhizogenes siirtda kasvisoluun osan Ri-plasmidiaan (root indu-
cing) ja saa aikaan juurten voimakkaan haaroittumisen. Niistd juurista voidaan
suoraan kasvattaa uusia kokonaisia kasveja, eikd kallusvaihetta tarvita. A. rhizoge-
nesin transformoima kasvimateriaali on helppo tunnistaa versoistakin: lehdet ovat
ryppyisid, nivelvalit lyhyitd ja kukat normaalista poikkeavia. Siirtogeenisten kas-
vien juuret kasvavat nopeasti ja niistd voidaan perustaa juurikasvatuksia, joita
voidaan kédyttda esimerkiksi sekundaaristen aineenvaihduntatuotteiden tuotan-
toon.

Geeneja on agrobakteerin avulla siirretty sekéd protoplasteihin ettd kasviso-
lukkoon ja onpa agrobakteerilla infektoitu suoraan lituruohon (Arabidopsis thalia-
na) siemenidkin (Feldmann ja Marks 1987). Kaksisirkkaisilla kdytetddn yleisesti niin
sanottua lehtikiekkomenetelmdd tai sen muunnoksia, jossa kasvin lehdestd tai
muusta solukosta leikattua palaa inkuboidaan agrobakteerin kanssa muutaman
paivén ajan, minka jalkeen agrobakteerin kasvu pysédytetaan esimerkiksi karbeni-
silliinilld. Lehtikiekot siirretddn alustalle, jossa on tiettyd antibioottia ja joka saa
aikaan kalluksen tai suoraan verson muodostumisen soluista, joihin on siirretty
kestavyys kyseistd antibioottia vastaan. Antibioottia kestdvistd ja siten siirtogee-
nin siséltavistd soluista kasvatetaan sitten kokonaisia siirtogeenisid kasveja.

Geeninsiirto agrobakteerin avulla on tehokasta niilla lajeilla, joilla se toimii.
Moniin lajeihin, varsinkaan yksisirkkaisiin, ei kuitenkaan voida siirtdd geeneja
agrobakteerin avulla. Transformaatio tapahtuu vain haavoittuneessa kasvisolukossa
ja sen taytyy tapahtua silloin kun vauriokohdan solut alkavat jakaantua. Yksisirk-
kaiset kasvit eivdt yleensd muodosta vauriokohtaan kallussolukkoa, vaan solut
vauriokohdan ymparilta kuolevat, jolloin geeninsiirrolle sopivia soluja ei ole. My0s
kaksisirkkaisilla on huomattavia eroja transformaatioherkkyydessé lajien vililld ja
lajien sisallakin.

3.2 Suora geeninsiirto

3.2.1 DNA:n siirto protoplasteihin

Koska agrobakteerimenetelma ei toimi kaikilla kasveilla, on kehitetty erilaisia me-
netelmid DNA:n siirtamiseksi suoraan kasvisoluihin. Protoplastit ovat kasvisolu-
ja, joiden soluseind on poistettu. DNA:n siirtymistd protoplasteihin voidaan hel-
pottaa esimerkiksi kdyttdmalla erilaisia kemikaaleja, elektroporaatiota tai sonikaa-
tiota. Protoplasteihin on siirretty geeneja myos agrobakteerimenetelmén sekd muun
muassa mikroinjektion avulla. DNA siirretddn yleensd osana plasmidivektoria.
Protoplasteja on kdytetty ldhinnd geenien lyhytaikaisen ilmentymisen tutkimiseen,
mutta lajeilla, joilla uusien kasvien kasvattaminen protoplasteista onnistuu, on
saatu aikaan pysyvasti siirtogeenisid kasveja.

PEG

Aikaisemmin protoplasteja transformoitaessa kaytettiin poly-L-ornitiinia. Nykyi-
sin yleisimmin kédytetty kemikaali on polyetyleeniglykoli (PEG), jota usein kéyte-
tddan Mg?*:n tai Ca**:n kanssa. PEG lisda solukalvon ldpaisevyytta ja helpottaa si-
ten DNA:n ottoa soluun. PEG:ia on kdytetty myos somaattisten hybridien tuotan-
nossa. PEG-menetelman avulla on muun muassa onnistuttu siirtiméan geeneja
tupakan kloroplasteihin (Golds ym. 1993).
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Elektroporaatio

Elektroporaatiossa protoplasteille annetaan lyhytaikainen voimakas sahkoshok-
ki, joka hetkeksi avaa huokosia protoplastien solukalvossa helpottaen pienten mo-
lekyylien paasya solun sisaidn. DNA:ta voidaan elektroporaation avulla siirtdd myos
suoraan kasvisoluihin, joissa soluseina on jéljelld, mutta siirtyminen on protoplas-
teilla 20—50 kertaa tehokkaampaa (Lindsey ja Jones 1990). Soluseinén osittainen-
kin hajottaminen pektinaasin avulla helpottaa geeninsiirtoa huomattavasti.

Fromm ym. (1986) siirsivat elektroporaation avulla kanamysiinikestavyyden
maissin protoplasteihin, ja Toriyama ym. (1988) onnistuivat samoin siirtdméaan ka-
namysiinikestdvyyden riisin protoplasteihin ja kasvattamaan néistad soluista siir-
togeenisia kasveja.

Sonikaatio (ultraddnimenetelma)

DNA:ta voidaan siirtdd protoplasteihin sonikaation avulla eli antamalla protop-
lasteille lyhyt ultraddnikasittely. Geeninsiirtoa voidaan tehostaa kayttamalla lisak-
si esimerkiksi dimetyylisulfoksidia (DMSO).

Mikroinjektio

Mikroinjektiota on aikaisemmin kédytetty lahinné eldinsoluilla, mutta nykyédéan tek-
niikkaa kdytetddn myos kasvisoluilla ja etenkin protoplasteilla (Neuhaus ja Span-
genberg 1990). Tassda menetelmdssda DNA:ta siirretdan mikroskooppia kéyttden
mikrokapillaarilla suoraan soluun. Protoplastit pitdd ensin saada liikkkumattomik-
si upottamalla ne esimerkiksi agaroosiin tai natriumalginaattiin, tai niitd voidaan
pitaa paikallaan toisen kapillaarin avulla. Tdmén jalkeen DNA siirretadn mikroka-
pillaarilla yhteen protoplastiin kerrallaan. Soluihin voidaan samalla ruiskuttaa esi-
merkiksi fluoresoivaa varid, jonka avulla siirtogeeniset protoplastit voidaan tun-
nistaa.

Mikroinjektio on menetelmand hyvin tarkka, koska geeninsiirtoa voidaan koko
ajan tarkkailla mikroskoopin avulla. Se ei my6skaan vahingoita soluja. Geenit voi-
daan ohjata tiettyihin soluihin, ja jos kustakin protoplastista perustetaan oma lin-
ja, soluihin ei valttamatta tarvitse siirtdd merkkigeenejd, jolloin voidaan hypata
valikoivan kasvatusvaiheen yli. Menetelmad ei rajoitu tiettyihin lajeihin kuten ag-
robakteerimenetelma. Mikroinjektion kayttd geeninsiirrossa on kuitenkin tyolas-
td ja aikaa vievéd, koska jokainen protoplasti taytyy kasitelld erikseen. Eldinsoluil-
la mikroinjektiota kdytetdan rutiininomaisesti, mutta kasvisoluilla menetelmaéa ol-
laan vasta kehittelemassa. Mikroinjektion avulla on jo kuitenkin siirretty geeneja
esimerkiksi rapsiin (Neuhaus ym. 1987).

Liposomit

Liposomit ovat keinotekoisia yksinkertaisesta fosfolipidikalvosta muodostuneita
rakkuloita. Niiden sisddn voidaan sulkea DNA:ta tai RNA:ta (Caboche 1990). Sa-
malla ne suojaavat nukleiinihappoja nukleaasien hajotukselta. Yhtyessddn pro-
toplastin solukalvoon ne vapauttavat sisdltonsa soluun. Liposomien avulla pro-
toplasteihin voidaan tehokkaasti siirtaa esimerkiksi virus-RNA:ta. Menetelma so-
pii hyvin lyhytaikaisen ilmentymisen tutkimiseen ja on tehokkuudeltaan verrat-
tavissa PEG-menetelmé&édn, mutta ei ole yhté tehokas kuin elektroporaatio DNA:n
siirrossa. Tupakka on saatu pysyvasti transformoitua liposomien avulla, mutta me-
netelmd ei sovellu tdhdn tarkoitukseen kovin hyvin. Geenin sitoutumista kasvi-
genomiin ei voida kontrolloida ja usein genomissa tapahtuukin uudelleenjarjes-
taytymista. Siirrettdvan DNA:n koko on my®s rajallinen (5—10 kb).
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Piikarbidikuidut

Kaeppler ym. (1990) siirsivat GUS-reportterigeenin maissin ja tupakan soluihin
ravistelemalla niitd voimakkaasti liuoksessa, joka sisdlsi plasmidi-DNA:ta ja pii-
karbidikuituja. Piikarbidikuidut toimivat erdanlaisina injektioneuloina, joitka 1a-
vistdvat soluseindn ja joita pitkin DNA saadaan kulkeutumaan solun sisdan. GUS-
aktiivisuus saatiin ilmentymaan soluissa, ja késiteltyjd soluja mikroskoopilla tar-
kasteltaessa ndhtiin, ettd késittely ei ollut vahingoittanut niita.

Transposonit

Transposonit ovat DNA-jaksoja, jotka voivat irrota ja siirtyd genomissa paikasta
toiseen. Niitd on kdytetty my0s geeninsiirron apuna (Lebel ym. 1995). Maissin Ac/
Ds -systeemiin kuuluu kaksi elementtia. Naista Ac (activator) koodittaa transposaa-
sientsyymid, joka saa aikaan DNA:n irtoamisen ja siirtymisen paikasta toiseen. Se
voi siirtyd itse tai auttaa muiden jaksojen (Ds, dissociation) siirtymista. Kun siirret-
tava geeni liitetadn plasmidissa olevan Ds-elementin péissa olevien toistuvien jak-
sojen vdliin ja aktivaattori (Ac) lisatddn toisessa plasmidissa, geeni saadaan siirty-
maan osaksi kasvigenomia. Lebel ym. (1995) tutkivat maissin Ac/Ds -systeemin
sopivuutta geeninsiirtoihin siirtdmallda merkkigeenejé tupakan ja lituruohon pro-
toplasteihin. Useimmat geenit siirtyivit kasvigenomiin yhtend kopiona. Monissa
menetelmissd huonona puolena on siirrettivdan geenin koon rajallisuus, mutta
transposonien avulla voidaan siirtaa pitkidkin DNA-jaksoja.

Agrobakteeri

Geeneja voidaan siirtdd protoplasteihin myos agrobakteerimenetelmén avulla.
Protoplasteja kdytetaan lahinnd vain silloin, kun geeneja ei voida siirtdd suoraan
kasvisolukkoon (lehtikiekkoihin tai muihin kasvinosiin).

3.2.2 DNA:n siirto suoraan kasvisolukkoon

Protoplastien eristiminen on hankalaa, silld eristimisolosuhteet on optimoitava
jokaiselle kasvilajille ja jopa kasvinosalle erikseen. Proroplastien elinkyky myos
usein heikkenee jatkokasvatuksien aikana, ja kalluksen ja uusien kokonaisten kas-
vien kasvatus on hankalaa. Suorien DNA-siirtomenetelmien tavoitteena onkin ol-
lut péddstéd eroon protoplastien eristys- ja kasvatusvaiheesta.

Partikkelipommitus

Klein ym. (1987) seké Christou ym. (1988) kehittivit niin sanotun mikroammus- eli
partikkelipommitusmenetelmdn, jossa DNA:lla tai RNA:1lla paillystettyjd pienid
(yleensd lapimitaltaan 0.4—2.0 pm) volframi- tai kultapartikkeleita ammutaan suo-
raan kasvisolukkoon. Kleinin ym. (1987) alkuperdisessd tutkimuksessa tupakan
mosaiikkiviruksen RNA:ta ammuttiin sipulin epidermisolukkoon ja mikroskoo-
pilla tarkasteltaessa havaittiin viruspartikkeleiden muodostuminen soluissa. Sit-
temmin partikkelipommituksen avulla on geenejd siirretty muun muassa maissiin,
riisiin, vehndén ja soijapapuun. Geeninsiirron kohteena voidaan kédyttaa lahes mita
kasvisolukkoa tahansa, esimerkiksi embryogeenista solususpensiota (maissi;
Fromm ym. 1990) tai meristeemisolukkoa (soijapapu; McCabe ym. 1988), joista on
sitten mahdollista kasvattaa kokonaisia kasveja. Partikkelipommitus ndyttda myos
olevan ainoa keino siirrettidessa geenejé kloroplasteihin ja mitokondrioihin. Vuon-
na 1988 onnistuttiin geeninsiirrossa Chlamydomonas reinhardtii -viherlevan klorop-
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lastiin (Boynton ym. 1988) sekd hiivasolun mitokondrioon (Johnston ym. 1988).
Myo6hemmin Svab ym. (1990) siirsivét tupakan kloroplastiin antibioottikestavyys-
merkkigeenin.

Partikkelipommitus on menetelména melko yksinkertainen ja nopea, DNA:ta
tarvitaan vdhén eiké erityisid vektorisysteemeja tarvita. DNA:ta voidaan siirtaa
lahes mihin tahansa solukkoon ja mikroammukset tunkeutuvat alempiinkin solu-
kerroksiin. Etenkin havupuiden kohdalla partikkelipommitus on osoittautunut
toimivaksi menetelméksi (Ellis ym. 1993, Walter ym. 1994). Ongelmana voi olla
siirtogeenisten kasvien mosaiikkimainen luonne, jolloin osa kasveista siséltda siir-
retyn geenin ja osa ei, koska DNA-ammukset osuvat satunnaisesti kasvisolukon
yksittdisiin soluihin. Kayttimalld sopivia merkkigeeneja siirtogeeniset solut voi-
daan kuitenkin 16ytd4 ja niistd voidaan kasvattaa pysyvasti siirtogeenisia jalkeldi-
sid. Geeni kiinnittyy myos usein kromosomiin useana kopiona ja geenien uudel-
leenjérjestdytymistd voi tapahtua.

Mikroinjektio

Mikroinjektion avulla DNA:ta voidaan siirtdd kasvisoluun myos soluseinén lapi.
Téllda menetelmalld on siirretty muun muassa kanamysiinikestavyys rapsin siite-
pOlyn emosoluista muodostuneisiin proembryoihin (Neuhaus ym. 1987). My0s
eri viljakasvien tsygoottisia proembryoita on yritetty transformoida (Potrykus 1990).
Gaillard ym. (1992) kokeilivat keltaisen vériaineen avulla mikroinjektiota maissin
siitepolyhiukkasiin. Véri saatiinkin levidmaan tasaisesti siitepdlyhiukkasen sisal-
14, jos sen uloin seindkerros ei ollut vield ehtinyt kokonaan muodostua.

Makroinjektio

De la Pena ym. (1987) siirsivat kanamysiinikestdvyyden rukiiseen niin sanotun
makroinjektion avulla. Kestdvyysgeenin sisédltdava plasmidi ruiskutettiin injektio-
neulalla rukiin varteen nuoren kukinnon alapuolelle. Tutkimusryhma oli toden-
nut, ettd tietyssd kehitysvaiheessa siitepdlyn emosolut ovat herkkia kolkisiini- ja
kofeiinikésittelyille. He olettivat, etta tassa vaiheessa solut voisivat ottaa sisddnsa
my0s muita aineita, esimerkiksi DNA:ta. Plasmidiliuoksen oletettiin kulkeutuvan
johtojédnteitd pitkin kukintoon ja siirtyvan siitepdlyn emosoluihin ja solusta toi-
seen soluseindssa olevien huokosten, plasmodesmien kautta.

Kaésitellyt kasvit kasvatettiin tdysikokoisiksi ja polytettiin keskendédn. Sieme-
net keréttiin ja idatettiin kanamysiinid sisdltavalla alustalla. Muutamia siirtogeeni-
sid yksiloita saatiin kasvatettua. Tatad koetta ei kuitenkaan ole saatu toistettua, jo-
ten sen soveltuvuus geeninsiirtoon on kyseenalainen.

Elektroporaatio

Elektroporaatiota kdytetddn rutiinimenetelmana geeninsiirrossa protoplasteihin.
Kokonaisia soluja kdytettdessdkin se helpottaa DNA:n siirtymistd jonkin verran,
mutta on huomattavasti tehottomampaa kuin protoplasteilla. Soluseind rajoittaa
myos siirrettdavan DNA:n kokoa. Saatamalla olosuhteet tarkasti Lindsey ja Jones
(1990) saivat kuitenkin CAT-reportterigeenin ilmentymaéan sokerijuurikkaan solu-
viljelméassa. He arvelivat soluseindn pektiinin estivan DNA:n siirtoa, ja solusei-
nén késitteleminen pektinaasilla lisdsikin CAT:n lyhytaikaista ilmentymisté soluis-
sa. Dekeyser ym. (1990) siirsivét elektroporaation avulla GUS-reportterigeenin rii-
sin lehtikannan solukkoon ja myds muihin yksisirkkaisiin (vehnd, maissi ja ohra).
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Liposomit

Liposomeja on kidytetty siirrettdessdé DNA:ta protoplasteihin, jolloin ne yhtyvét
suoraan protoplastin solukalvoon ja vapauttavat sisdltonsa (DNA:n) sytoplasmaan.
Soluseind estdd suoran kontaktin solukalvon kanssa. Soluseindssa on kuitenkin
huokosia, plasmodesmeja, joiden kautta vierekkdisten solujen solukalvot ovat yh-
teydessd toisiinsa. On ajateltu, ettd liposomit voisivat kulkeutua naiden plasmo-
desmien ldpi. My®0s siitepolyn soluseinédssd on huokosia, ja liposomien onkin ha-
vaittu kulkeutuvan siitep6lyyn ja yhtyvén sen solukalvon kanssa. Liposomien avul-
la on DNA:ta siirretty myos kallussolukkoon.

Lucas ym. (1990) siirsivét tulikdrpasen lusiferaasigeenin tupakan, maissin,
porkkanan ja riisin soluihin injektoimalla liposomeja kasvisolun vakuoliin. Yhty-
essddn vakuolin kalvoon, tonoplastiin, liposomi vapauttaa sisélténsa sytoplasmaan.
Mikroinjektion onnistumista seurattiin vériaineen avulla, joka vapautuikin syto-
plasmaan, mutta lusiferaasigeenin ilmentymista ei ndissa kokeissa havaittu.

Muita menetelmia

DNA:n siirtymistd kasvisoluun on yritetty helpottaa tekemalld mikrolasersiteelld
valiaikaisia aukkoja kasvisolun seinddn ja solukalvoon (Weber ym. 1990). DNA on
paineen avulla siirretty soluun naiden aukkojen kautta pitaimalla soluja hyperto-
nisessa puskuriliuoksessa. DNA:n siirtyminen soluihin voidaan varmistaa leimaa-
malla sitéd fluoresoivalla variaineella tai tarkastelemalla reportterigeenin lyhytai-
kaista ilmentymistd. Lasersdde voidaan myods kohdistaa esimerkiksi pelkastdan
kloroplastiin kasvisolun sisalla.

Kypsymattomia siitepolyhiukkasia voidaan eristda heteistd ja niitd voidaan
kasvattaa in vitro. Siitepdlyyn on kypsymisen aikana muun muassa siirretty GUS-
reportterigeeni kasvattamalla sitd agrobakteerin kanssa (Alwen ym. 1990). Geeni-
en siirtdiminen siitepdlyyn agrobakteerimenetelméan avulla ei kuitenkaan usein-
kaan onnistu, silld siitepolyhiukkasen seindmissa on nukleaaseja, joiden tehtava-
né on luultavasti muun muassa estdd vieraan DNA:n péasy soluun. Partikkeli-
pommitus toimii tdssd paremmin, ja sen avulla on geeneja siirretty muun muassa
kuusen ja mannyn siitepdlyyn (Haggman ym. 1997).

Siitepolyhiukkasen itdessa emin luotilla siitd kasvaa siiteputki alkiorakkoon.
Luo ja Wu (1989) siirsivat DNA:ta suoraan riisin emin vartaloon katkaistuaan en-
sin luotin ja olettivat DNA:n siirtyvén alkiorakkoon siiteputken kautta. Transfor-
maation onnistumista ei kuitenkaan ole luotettavasti todistettu.

DNA:ta on my®0s yritetty siirtdd vilja- ja hernekasvien eristettyihin alkioihin
imeyttamalld niihin kanamysiinikestavyyden sisaltdvaa plasmidiliuosta (Topfer ym.
1989). Menetelman arvellaan soveltuvan lyhytaikaisen ilmentymisen tutkimiseen.

3.3 Geeninsiirto muunnettujen kasvivirusten avulla
Useimpien kasvivirusten genomi koostuu RNA:sta, mika tekee niiden kdyton gee-
ninsiirrossa hankalaksi. Kaulimovirusten ryhméén kuuluvan kukkakaalin mosa-
iikkiviruksen (CaMV) genomi on kuitenkin DNA:ta. CaMV:n genomissa on kah-
deksan geenid. Kaksi ndistd voidaan korvata vieraallaDNA:lla, joka saadaan siten
siirrettyd kasvisoluun ja viruksen lisdédntymiskoneiston avulla my®ds ilmentymaan
sielld. Toisaalta RNA-virusten genomistakin voidaan tuottaa cDNA-kopio, joka on
infektiokykyinen, ainakin kiytettdessi CaMV:n 35S-promoottoria.
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Virusinfektio voi levita systeemisesti koko kasviin, mutta siirtogeeni ei periy-
dy, koska se ei kiinnity osaksi kasvigenomia. Timéan vuoksi viruksia ei voida kayt-
taa siirtogeenisten kasvien tuotantoon. Niiden avulla voidaan kuitenkin tuottaa
suuria mddrid (vieraita) proteiineja kasvisoluissa. Tupakan mosaiikkivirus (TMV)
infektoi kasveja tehokkaasti ja tuottaa suuria méaarid viruspartikkeleita infektion
jalkeen. Turpen ym. (1995) lisdsivat TMV:n kuoriproteiinigeeniin lyhyen, kuutta
aminohappoa koodittavan DNA-jakson, joka toimii malariainfektiossa niin sanot-
tuna epitooppina eli antigeenijaksona, jonka vasta-aine tunnistaa. Kun tupakka
infektoidaan talla viruksella, infektio levida systeemisesti koko kasviin ja muun-
nettuja viruspartikkeleita, jotka sisdltdvat taiman rokotteenomaisen DNA-jakson,
tuotetaan suuria maarid. Virusten avulla voitaisiin siis tuottaa helposti ja verrat-
tain halvalla rokotteita. TMV:n kuoriproteiiniin liitettiva DNA-jakso ei kuitenkaan
voi olla kovin pitka, mikd rajoittaa mahdollisuuksia tuottaa proteiineja kasvisoluissa.
Santa Cruz ym. (1996) liittivdt perunan X-viruksen (PVX) kuoriproteiiniin GFP-
merkkigeenin (green fluorescent protein), jolloin infektion levidmista kasvissa voi-
tiin seurata fluoresenssin avulla. Liitetty GFP oli kooltaan yhté suuri kuin itse kuo-
riproteiini. Infektio levisi systeemisesti koko kasviin, joskin tavallista hitaammin.
Tamaén kokeen perusteella voidaan kuitenkin olettaa, ettd suurempiakin proteii-
neja voidaan tuottaa virusten avulla kasvisoluissa. My6s muita merkkigeeneja on
onnistuneesti liitetty PVX:n kuoriproteiiniin (Santa Cruz ym. 1996).
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Geeninsiirc<ovekeorit

4.1 Agrobakteerin Ti-plasmidivektorit

Agrobakteerin Ti-plasmidin geeninsiirtomekanismia on kaytetty hyvéksi raken-
nettaessa vektoreita, joiden avulla vierasta DNA:ta voidaan siirtda kasviin.

Infektoidessaan kasvin agrobakteeri siirtdd kasvisoluun osan Ti (tai Ri) -plas-
midiaan, T-DNA:n. T-DNA:n reuna-alueet ovat valttaméattomat geeninsiirrolle, T-
DNA-alueella sijaitsevat geenit sen sijaan eivit. Siirtoon tarvitaan lisdksi muualla
plasmidissa sijaitsevia vir-geenejd. Ndiden ei kuitenkaan tarvitse olla samassa plas-
midissa siirrettdvan T-DNA:n kanssa. T-DNA-alueella normaalisti sijaitsevien gee-
nien tilalle voidaan siirtad haluttuja vieraita geenejd, jotka sitten siirtyvét kasviso-
luun.

Vektoreiden suunnittelussa taytyy ottaa huomioon kolme asiaa. Ensinnédkin
T-DNA-aluella taytyy olla katkaisupaikkoja sopiville restriktioentsyymeille. Tama
mahdollistaa vieraiden geenien liittdmisen T-DNA-alueelle. Toiseksi T-DNA:han
taytyy sijoittaa kasvissa ilmentyva merkkigeeni, jotta siirtogeeniset kasvisolut voi-
daan myohemmin valikoida. Kolmanneksi plasmidissa on oltava bakteerissa il-
mentyva merkkigeeni, jotta bakteerit (seka E. coli etta Agrobacterium), joissa on siir-
rettdvan geenin sisaltdvd plasmidivektori, voidaan valita. Agrobakteerin Ti-plas-
midiin pohjautuvia geeninsiirtovektoreita on kahta tyyppia: (1) integroituva véli-
muotoinen vektori sekd (2) binaarinen vektori. Nykyaan geeninsiirroissa kayte-
tadn lahes yksinomaan binaarisia vektoreita.

4.1.1 Integroituvat vdlimuotoiset vektorit

Tassa menetelméssd rakennetaan ensin valimuotoinen vektori, johon liitetdan siir-
rettdvd geeni sekd muut tarvittavat alueet (kuva 4.). Vektoria monistetaan Esche-
richia coli -bakteerissa, minka jalkeen se siirretddn agrobakteeriin, jossa se kiinnit-
tyy osaksi Ti-plasmidia, plasmidin T-DNA-alueelle. Ti-plasmidin siirtomekanismi-
en avulla geeni saadaan siirrettya kasvisoluun.

Siirrettdvaa geenid kloonataan eli monistetaan vélimuotoisen vektorin avulla
E. coli -bakteerissa. Vieras geeni liitetddn plasmidiin paikalle, jossa on katkaisu-
kohdat sopiville restriktioentsyymeille. Plasmidissa on replikaation aloituskohta,
jonka avulla se voi lisdantya E. colissa mutta ei agrobakteerissa. Talloin plasmidi
lisddntyessadn monistaa samalla vierasta geenia.

Vélimuotoinen vektori siirretddn agrobakteeriin usein niin sanotun triparen-
taalisen konjugaation kautta, jolloin siirtymiseen tarvittavat geenit sijaitsevat toi-
sessa E. coli -kannassa niin sanotussa auttajaplasmidissa. Agrobakteerisolut, joihin
vektori on siirtynyt, valitaan antibioottikestdvyyden avulla. Valimuotoisessa vek-
torissa on jokin antibioottikestavyysgeeni (esimerkiksi spektinomysiini- tai tetra-
sykliinikestavyys), joka ilmentyy vain bakteereissa. Vain agrobakteerit, joihin vek-
tori on siirtynyt, pystyvat kasvamaan antibioottia sisaltavalld alustalla.

Kun plasmidi on siirtynyt agrobakteeriin, se kiinnittyy osaksi bakteerin Ti-
plasmidia homologisen rekombinaation avulla. Valimuotoisessa vektorissa on
DNA-jakso, joka vastaa jaksoa agrobakteerin Ti-plasmidin T-DNA:ssa, eli on ho-
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Kuva 4. Integroituva viili-
muotoinen vektori. Vdili-
muotoista vektoria, joka si-
sdltdd merkkigeenit sekd
bakteerissa ettd kasviso-
lussa tapahtuvaa valikoin-
tia varten (ja tdmdn lisdksi
mahdollisesti varsinaisen

siirrettdvdn geenin), monis-

tetaan E. colissa. Vdlimuo-
toinen vektori siirretddn
agrobakteeriin, missd se
rekombinoituu agrobaktee-
rin Ti-plasmidin kanssa, ja
halutut geenit siirtyvat T-
DNA-alueelle. Ti-plasmi-
dissa ovat myds T-DNA:n
siirtymiseen tarvittavat vir-
geenit. Syntyy
(ko)integroituva vektori,
joka siirretddn edelleen
kasvisoluun, ja T-DNA-alu-
eella sijaitsevat geenit siir-
tyvdt osaksi kasvigenomia.

agrobakteerin Ti-plasmidin T-DNA:n
kanssa homologinen alue (rekombinaatio
vektorin ja Ti-plasmidin valilla)

npt Il = kanamysiinikestavyys

(kasvisolujen valikointi) T-DNA

i vir -
VALIMUOTOINEN geenit AGROBAKTEERIN
VEKTORI Ti-PLASMIDI
ColEl
;C’ o= replikaation
N~ aloituskohta E. colissa

(vektorin monistaminen)

spektinomysiinikestavyys
(bakteerisolujen valikointi)

valimuotoisen vektorin ja Ti-plasmidin
rekombinaatio

npt Il

(KO)INTEGROITUVA
VEKTORI

r

Sc

siirto kasvisoluun

P = T-DNA:n reuna-alueet

mologinen sen kanssa. Védlimuotoinen vektori kiinnittyy Ti-plasmidiin tdmén jak-
son kohdalle. Ndin vieras geeni saadaan liitettyéd osaksi agrobakteerin Ti-plasmi-
dia, jolloin se on valmis siirrettavéksi kasvisoluun. Alkuperaiseen vektoriin on (vie-
raan geenin lisdksi) kloonattu kasvissa ilmentyvéd merkkigeeni (esimerkiksi anti-
biootti- tai herbisidikestavyys), joka siirtyy kasvisoluun Ti-plasmidin T-DNA:n
mukana ja jonka avulla siirtogeeniset kasvisolut voidaan valita.

4.1.2 Binaariset vektorit

Binaariset vektorit eroavat vialimuotoisista vektoreista siind, ettd niiden ei tarvitse
kiinnittyd Ti-plasmidiin siirtydkseen kasvisoluun.

Binaarinen vektori pystyy lisddntymaan seka E. colissa ettd agrobakteerissa.
Siind ovat merkkigeenit seka bakteeri- ettd kasvisolujen valikointia varten. Binaa-
risessa vektorissa ovat valmiina T-DNA:n reuna-alueet, ja niiden valissd ovat kat-
kaisupaikat restriktioentsyymeille, jotta siirrettivd geeni voidaan kloonata T-
DNA-alueelle (kuva 5.). Binaarinen vektori ei missddn vaiheessa kiinnity agrobak-
teerin Ti-plasmidiin, vaan sisaltaa itse siirtyvan T-DNA-alueen. T-DNA:n siirtymi-
seen tarvitaan lisdksi vir-geeneja, mutta ne saavat aikaan siirtymisen, vaikka sijait-
sisivat eri plasmidissa — tdssd tapauksessa agrobakteerin alkuperaisessa Ti-plas-
midissa.
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katkaisukohta endonukleaaseille

RS

npt Il = kanamysiinikestavyys
(kasvisolujen valikointi)

E
Ori = replikaation
aloituskohta E. Colissa

BINAARINEN
A VEKTORI
oi =
replikaation
aloituskohta

agrobakteerissa

tetrasykliinikestavyys

Kuva 5. Binaarinen vektori.
Binaarinen vektori sisdltdd
sekd kasvi- ettd bakteeriso-
lujen valikointiin tarvittavat
geenit, itse siirrettdvdn gee-
nin sekd geenien siirtymi-
seen tarvittavat T-DNA:n
reuna-alueet. Se pystyy li-
sddntymddn sekd E. colissa
ettd agrobakteerissa eikd
sen tarvitse kiinnittyd Ti-
plasmidiin voidakseen siirtyd
kasvisoluun. T-DNA:n irtoa-
miseen tarvittavat vir-geenit
voivat sijaita erillisessd plas-
midissa.

(bakteerisolujen valikointi)

4.2 Suorassa geeninsiirrossa kdytettdvat vektorit

My®s suorassa geeninsiirrossa kadytetddn yleensa plasmidivektoreita. Plasmidiin
on liitetty merkkigeeni saatelyalueineen. Naiden vektoreiden rakentaminen on
yksinkertaisempaa kuin agrobakteerivektoreiden, koska Ti-plasmidin geeninsiir-
tomekanismeja ei tarvita.

4.3 Geenien ilmentymiseen tarvittavat sddtelyalueet

Jotta vieras geeni ilmentyisi solussa, sithen taytyy liittdd mukaan tarvittavat sééte-
lyalueet (kuva 6.). RNA-polymeraasi on entsyymi, joka transkriptiovaiheessa val-
mistaa geenistd ldhetti-RNA:n alkuperdisen DNA-mallin mukaan. RNA-polyme-
raasi vaatii transkription aloitusta varten tunnistuskohdan, jota sanotaan promoot-
toriksi. Promoottori sijaitsee yleensd ennen geenid samassa DNA-juosteessa sen
kanssa. Kiinnityttyaan promoottorialueelle RNA-polymeraasi liikkkuu pitkin DNA-
juostetta, kunnes kohtaa lopetussignaalin. Lahetti-RNA:n loppupadhdn geenin
perddn lisdtaan yleensa niin sanottu poly(A)-héanta eli jakso perdkkadisia adenosii-
niemdksid, joiden oletetaan osallistuvan ldahetti-RNA:n kuljetukseen tumasta sy-
toplasmaan, missa lopullinen proteiinisynteesi tapahtuu. Jotta vieras geeni saatai-
siin ilmentymaéén kasvisolussa, geenin perdan taytyy siis liittaa toinen DNA-jakso,
terminaattori, joka sisaltaa lopetuskodonin lisdksi poly(A)-signaalin. Geenien il-
mentymiseen vaikuttaa lisdksi joukko DNA:han sitoutuvia proteiineja, jotka koo-
ditetaan muualla genomissa ja jotka tehostavat transkriptiota. Nditd proteiineja ja
niiden toimintaa ei vield paljonkaan tunneta, mutta on havaittu, ettd joidenkin
geenien intronit (alueet geenin sisélld, jotka eivét koodita osaa proteiinista ja joita
ei siten transloida) toimivat tallaisina transkription tehostajina, ja niitd on liitetty
siirrettdviin geeneihin osana promoottoria (Somers ym. 1992, Kyozuka ym. 1993).
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Kuva 6. Geenin ilmenty-
miseen tarvittavat sdd-
telyalueet. Promoottori
(P) on ennen geenid sa-
massa DNA-juosteessa
sijaitseva kohta, jonka
RNA-polymeraasi tun-
nistaa aloittaessaan
transkription. Transkrip-
tio jatkuu terminaatto-
riin (T) saakka, joka si-
sdltdd lopetuskodonin li-
sdksi poly(A)-signaalin.

RNA-polymeraasi kiinnittyy promoottoriin
ja aloittaa transkription

DNA

P T

(promoottori)

(terminaattori = lopetuskodoni
+ poly-A-signaali)

VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAY
RNA AAAMA

(poly-A-hanta)

4.3.1 Promoottorit

Vieraan geenin oma promoottori ei valttdmattd toimi toiseen soluun siirrettdessa.
Prokaryoottien promoottorit eroavat eukaryoottipromoottoreista, jolloin siirret-
tdessd bakteerigeeni (esimerkiksi bakteerin koodittama neomysiinifosfotransferaa-
sigeeni, joka saa aikaan kanamysiinikestdvyyden) kasvisoluun bakteerigeenin oma
promoottori ei saa aikaan geenien ilmentymista. Télloin taytyy 1oytdad promootto-
ri, joka toimii kasvisolussa.

Konstitutiiviset eli jatkuvatoimiset promoottorit

Geeninsiirroissa kdytetddn yleisimmin kukkakaalin mosaiikkiviruksen (CaMV) 355-
promoottoria, joka ohjaa CaMV:n koko genomin pituisen RNA:n ilmentymista.
Téama virus infektoi normaalisti Brassicaceae-heimon kasveja. Promoottorin on ha-
vaittu toimivan my®&s monissa muissa kaksisirkkaisissa kasveissa ja kasviin siirret-
tynd se saa aikaan voimakkaan ilmentymisen ldhes kaikissa soluissa (Benfey ja
Chua 1990). Toinen kaksisirkkaisilla usein kaytetty promoottori on agrobakteerin
Ti-plasmidin nopaliinisyntetaasigeenin (rn0s) promoottori, joka myos saa aikaan
geenien ilmentymisen kaikissa soluissa. Se ei kuitenkaan ole yhtd tehokas kuin
CaMV:n 355-promoottori.

CaMV:n 355-promoottori ei toimi kovinkaan hyvin yksisirkkaisilla kasveilla.
Sen on havaittu aiheuttavan solukkospesifisyytta eli siirrettavat geenit ilmentyvat
vain tietyissd solukoissa (esimerkiksi johtojanteiden ymparilld riisilld; Terada ja
Shimamoto 1990). My6s maissin alkoholidehydrogenaasigeenin (Adhl) promoot-
toria on kokeiltu riisilla (Kyozuka ym. 1991), mutta se toimii ldhinna vain hapetto-
missa oloissa. Somers ym. (1992) kéyttivat kuitenkin Adhl-promoottoria yksin tai
yhdessd CaMV:n 355-promoottorin kanssa siirtdessddn geeneja kauraan ja saivat
aikaan tehokkaan ilmentymisen. Riisin aktiinigeenin (Act1) promoottorin on to-
dettu toimivan tehokkaasti kaikissa soluissa ainakin siirtogeeniselld riisilla (Zhang
ym. 1991). Aktiini on proteiini, joka muodostaa osan kasvisolun sisdistd tukiran-
kaa, sytoskeletonia. Tdmén vuoksi sen voisi ajatella toimivan kaikissa soluissa ja
solukoissa. Ohran (Wan ja Lemaux 1994) ja vehndn (Weeks ym. 1993) geeninsiir-
roissa on kdytetty maissin ubikitiinigeenin (Ubi1) promoottoria, joka my®6s saa ai-
kaan geenien konstitutiivisen ilmentymisen.
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Indusoituvat promoottorit

CaMV:n 35S-promoottori saa aikaan konstitutiivisen ekspression eli vieras geeni
ilmentyy jatkuvasti kaikissa soluissa ja solukoissa. Tdmén lisdksi on olemassa niin
sanottuja indusoituvia promoottoreita, jotka toimivat vain tietyssa solukossa tai
kehitysvaiheessa. Promoottorin toiminnan voivat myos saada aikaan eli indusoi-
da kasvihormonit tai kemikaalit tai jopa ympéréivit fysikaaliset olosuhteet.

Esimerkkind solukko- ja kehitysvaihespesifisestd ilmentymisestd voidaan
mainita Marianin ym. (1990, 1992) kidyttdmad TA29-promoottori, joka saa aikaan
geenin ilmentymisen siitepolyn muodostumisvaiheessa ponnen lokeron seindiman
niin sanotussa tapetum-kerroksessa. Kun tdiman promoottorin alaisuudessa kas-
viin siirretddn ribonukleaasigeeni, se tuhoaa tapetum-solukon ja estda siitepolyn
muodostumisen ja saa siten aikaan koirassteriliteetin. Promoottori on samalla seka
solukko- ettd kehitysvaihespesifinen, koska tapetum-solukkoa tarvitaan vain tie-
tyssd siitepolyn kehitysvaiheessa. Naarasteriliteetti on vastaavasti saatu aikaan
kayttamalla ribonukleaasigeenin kanssa promoottoria, joka toimii vain emin luo-
tin solukossa (Goldman ym. 1994). Téll6in luotille joutuva siitepoly kylld itad, mutta
ei padse tunkeutumaan emin vartaloon ja sitd kautta sikidimeen, jolloin hedelm&i-
tysta ei tapahdu. Oakes ym. (1991) kdyttivat patatiinigeenin promoottoria saadak-
seen siirtogeenin ilmentymaan perunan mukulassa. Tomaatin E8-promoottori ak-
tivoituu tomaatin hedelman kypsymisen alkaessa (Pefiarrubia ym. 1992). Vicia fa-
ban legumiini B4 -promoottori saa puolestaan aikaan geenin ilmentymisen sieme-
nessd (Saalbach ym. 1995).

Rubisco-entsyymin pientd alayksikkod koodittava RbcS-geeni aktivoituu va-
lossa. RbcS-geenin promoottori saa aikaan geenien ilmentymisen lehden mesofyl-
lisolukossa, mutta ei lehden epidermissd, johtojanteissa tai juurissa (Lam ja Chua
1990). Promoottori on siis sekd valoindusoituva ettd solukkospesifinen. Kyozuka
ym. (1993) testasivat tomaatin (kaksisirkkainen) ja riisin (yksisirkkainen) RbcS-pro-
moottorin toimintaa riisillé ja totesivat, ettd riisin oma promoottori toimii sillé te-
hokkaammin. Yksi- ja kaksisirkkaisten RbcS-promoottorit eroavat toisistaan jon-
kin verran ja onkin arveltu, ettd yksi- ja kaksisirkkaiset kasvit sddtelevit geenien
ilmentymista eri tavalla. Taméankin vuoksi oikean promoottorin valinta on tarkeaa
geeninsiirron onnistumisen kannalta.

Siirtdessaan hyonteiskestavyyden aiheuttavan geenin tupakkaan Williams ym.
(1992) kayttivat promoottoria, joka aktivoituu kemiallisen induktion avulla. Kas-
veihin siirretyn Bacillus thuringiensis -toksiinin peldtdan saavan aikaan resistentte-
ja hyonteiskantoja silloin, kun siirretty geeni ilmentyy jatkuvasti kasveissa ja aihe-
uttaa suuren valintapaineen hyonteispopulaatioissa. PR-1 (pathogenesis related) on
geeni, joka aktivoituu erilaisten taudinaiheuttajien ja kemikaalien (esimerkiksi
salisyyli- tai polyakryylihappo) vaikutuksesta. PR-1-promoottorin avulla toksiini-
geenin aktivoituminen saatiin aikaan halutulla hetkella altistamalla kasvit tietylle
kemikaalille.

Ueda ym. (1996) kayttivéat lituruohon HSP81-1-geenin (heat shock protein) pro-
moottoria, joka aktivoituu lampéshokin vaikutuksesta ja toimii kaikissa solukois-
sa. ABA ja etyleeni ovat niin sanottuja stressihormoneja, joiden avulla indusoitu-
via promoottereita on myos kdytetty.

4.3.2 Terminaattorit

Terminaattoriksi kutsutaan geenin jéljessd sijaitsevaa DNA-jaksoa, joka sisaltad
lopetuskodonin ja poly(A)-signaalin. Terminaattorina voitaneen periaatteessa kayt-
tdd minka tahansa geenin poly(A)-signaalia, mutta yleisimmin on kéytetty agro-
bakteerin nopaliinisyntetaasigeenin (n0s) terminaattorialuetta.
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4.4 Merkkigeenit

Merkkigeenejd tarvitaan, kun halutaan varmistaa geenin siirtyminen soluun ja sen
ilmentyminen sielld. Aikaisemmin merkkigeeneina kdytettiin luonnollisia mutaa-
tioita, jotka saivat aikaan esimerkiksi morfologisia muutoksia kasvissa tai muu-
toksia entsyymien toiminnassa ja biokemiallisissa reaktioissa. Kun kasvisoluun opit-
tiin siirtdimddn kokonaisia geenejd, merkkigeeneind on voitu kéyttda eri organis-
meista perdisin olevia valmiita geenejd. Jotta siirtogeeniset solut voidaan valikoi-
da, merkkigeenin tdytyy olla sellainen, ettd sitd ei esiinny luonnostaan solussa,
johon se siirretadn. Taman vuoksi useat merkkigeenit ovatkin perdisin bakteereil-
ta. Toisaalta geeni ei myoskddn saa ilmentyéa bakteerissa, jotta voidaan olla varmo-
ja, ettd ilmentyminen tapahtuu kasvisolussa eika esimerkiksi soluun jadneessa gee-
ninsiirtoon kaytetyssa agrobakteerissa. Taman vuoksi geenien edelld kaytetdan
yleensé eukaryoottisia promoottereita. Varmistaakseen merkkigeenin ilmentymi-
sen ainoastaan kasvisolussa Vancanneyt ym. (1990) siirsivit geenin keskelle intro-
nin. Bakteerisolut eivit pysty poistamaan introneita, jolloin toimivaa geenituotet-
ta syntyi ainoastaan kasvisoluissa.

4.4.1 Reportterigeenit

Reportterigeeneja kdytetaan yleensa silloin, kun halutaan tarkastella geenin siir-
tymistd soluun ja sen ilmentymistd sielld. Reportterigeenit koodittavat yleensa ent-
syymeja ja proteiineja, joiden toimiminen solussa voidaan havaita helposti esi-
merkiksi varireaktion avulla tai joiden maara solussa voidaan tarkasti maarittaa.
Reportterigeenien avulla voidaan my®6s tutkia erilaisten promoottereiden ja saa-
telysekvenssien toimintaa. Koska varsinaisen siirrettdvan geenin toimimista koh-
desolussa voi olla vaikea havaita, siihen liitetddn usein saman promoottorin alai-
suudessa toimiva reportterigeeni, joka on helpommin maaritettavissa. Talloin re-
portterigeenin ilmentyminen solussa on samalla merkkind varsinaisen siirrettd-
van geenin ilmentymisesta.

Yleisimmin kdytetty reportterigeeni on E. coli -bakteerista eristetty B-glukuro-
nidaasia (GUS) koodittava uidA-geeni (Jefferson 1989). Normaalisti timé entsyy-
mi toimii suolistossa hajottaen glukuronideja, joita syntyy maksassa ja muissa sel-
kédrankaisten elimissa. B-glukuronidaasin substraatteja ovat my6s monet kromo-
geeniset eli varid muodostavat glukuronidit, kuten X-GLUC (5-bromo-4-kloro-3-
indolyyli-y-D-glukuronidi). Kun kasvisolua, joka sisédltdéa GUS-reportterigeenin, ka-
sitellddn edelld mainitulla aineella, solun sytoplasmaan syntyy sinistd varid. Va-
rinmuodostuksen avulla voidaan todeta (fuusio)geenin siirtyminen soluihin ja sen
ilmentyminen sielld. My®s E. colista eristettya B-galaktosidaasia koodittavaa lacZ-
geenid on kédytetty reportterigeenind. [-galaktosidaasi toimii samalla periaattella
kuin GUS, mutta tdtd entsyymid tuotetaan my0s kasvisoluissa itsessddn, jolloin
siirrettyd [-galaktosidaasiaktiivisuutta on hankala erottaa kasvin omasta entsyy-
miaktiivisuudesta (Teeri ym. 1989). Myo6s B-glukuronidaasiaktiivisuutta on huo-
mattu esiintyvan kasvisoluissa jonkin verran, etenkin hedelmien ja siementen kyp-
symisen aikana (Hu ym. 1990), mika tulee huomioida GUS-merkkigeenia kaytet-
tdessd. Ongelmana on my®ds vélituotteen levidminen viereisiin, mahdollisesti ei-
siirtogeenisiin soluihin. Kolmas E. colista eristetty reportterigeeni on kloramfeni-
koliasetyylitransferaasia (CAT) koodittava cat-geeni. CAT:n aktiivisuus voidaan
madrittdd kasvisolusta melko tarkasti, mutta ongelmana tdssdkin menetelméssa
on joillakin lajeilla esiintyvéa sisdsyntyinen entsyymiaktiivisuus.

Spektinomysiini ja spektromysiini ovat antibiootteja, jotka estdviat kloro-
plastien normaalin kehittymisen. Soluja, jotka eivét pysty yhteyttiméén, voidaan
kuitenkin kasvattaa alustalla, jossa on sakkaroosia. Toimivien kloroplastien puut-
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tuessa ne eivit kuitenkaan muutu vihreiksi. Geenejg, jotka saavat aikaan kesta-
vyyden nditd antibiootteja vastaan, voidaan kdyttda reportterigeeneing, jolloin
kestavyysgeenin sisaltavat solut voidaan erottaa vihredn varinsa avulla. Kloro-
plasteja transformoitaessa on kdytetty kloroplastin 16S rRNA:ta koodittavaa gee-
nid, jossa tapahtuneet pistemutaatiot ovat saaneet aikaan kestdvyyden naita kah-
ta antibioottia vastaan (Svab ym. 1990).

Bakteerista (Vibrio harveyi, Koncz ym. 1987) tai hyonteisesta (Photinus pyralis,
Ow ym. 1986; Pyrophorus plagiophthalamus, Wood ym. 1989) perdisin olevia lusife-
raaseja koodittavia geeneja voidaan myos kadyttaa reportterigeeneina. Reagoides-
saan ulkoisesti lisdtyn substraattinsa, lusiferiinin, kanssa lusiferaasi tuottaa valoa
ja tdma bioluminesenssi voidaan havaita kasvisolukossa, johon lusiferaasi on siir-
retty. Bioluminesenssia voidaan mitata eristetyistéd kasvisoluista tai kasvin paloista
luminometrilla tai kokonaista kasveista ja kasvin paloista valottamalla rontgenfil-
mid. My®0s erityisid kamerajarjestelmid voidaan kayttad. Esimerkiksi Ow ym. (1986)
siirsivat tupakkaan tulikdrpasen lusiferaasin ja mittasivat bioluminesenssia ront-
genfilmilta kasteltuaan kasveja lusiferiinia siséltavalla liuoksella. Wood ym. (1989)
eristivat Pyrophorus plagiophthalamukselta useita eri lusiferaasigeeneja, jotka kaikki
lusiferiinin kanssa reagoidessaan tuottivat eri varista valoa. Tédssd tutkimuksessa
geenejd siirrettiin E. coliin, mutta niita voitaisiin tulevaisuudessa ajatella kiytetta-
véan myos kasveilla ja erityisesti silloin, kun halutaan yhtd aikaa siirtdd monta re-
portterigeenid, jolloin kunkin geenin ilmentyminen voidaan havaita erikseen eri
varisend valona.

Bioluminesenssiin perustuu myos erddstd meduusalajista (Aequorea victoria)
eristetyn niin sanotun vihredn fluoresoivan proteiinin (GFP; green fluorescent pro-
tein) kdytto reportterina (Chalfie ym. 1994). Sinisessa tai ultraviolettivalossa tima
proteiini fluoresoi vihrednd, eikd valon tuotantoon tarvita lisattyd substraattia tai
entsyymid. Geenin ilmentyminen voidaan havaita suoraan kasvista uv-valon alla
ilman monimutkaisia biokemiallisia analyysejé, jolloin siirtogeenisia kasveja voi-
taisiin tarkastella kenttdolosuhteissa ja jopa valvoa geenin mahdollista levidmista
luonnossa (Stewart 1996). Siirrettdessa gfp-geeni kasviin yhdessd muiden geenien
kanssa siirtogeeniset kasvit 10ydetadn helposti ilman valikoivia kasvatusvaiheita.
GFP ei my0Oskéddn vaikuta siirtogeenisen kasvin kasvuun tai lisdédntymiskykyyn.
Yksittdisten aminohappojen muutoksilla saadaan GFP:sta muotoja, jotka fluoresoi-
vat eri aallonpituuksilla, jolloin niitd voitaisiin kdyttaa useiden geenien yhtédaikai-
seen siirtdmiseen (Prasher 1995).

Antosyaanit ovat kasvien yleisimpid pigmenttiaineita. Geenejd, jotka koodit-
tavat antosyaanien synteesiin osallistuvia entsyymeja tai joitakin geenien ilmen-
tymiseen vaikuttavia saatelytekijoitd, voidaan kdyttdda merkkigeeneinad (Ludwig
ym. 1990).

4.4.2 Vadlikoinnissa kdytettdvdt merkkigeenit (selektiomarkkerit)

Selektiomarkkereiksi sanotaan merkkigeenejd, joiden avulla siirtogeeniset
kasvi(solu)t voidaan erotella kasveista (kasvisoluista), joissa geenié ei ole. Tavalli-
simmin kédytetddan antibiootti- tai herbisidikestavyysgeenejd, jolloin ainoastaan
kasvit, joihin merkkigeeni on siirretty, voivat kasvaa kyseistd antibioottia tai her-
bisidia sisaltavalla alustalla.

Yleisimmin kéytetty antibioottikestivyysgeeni on E. colista eristetty kana-
mysiinikestdvyyden aiheuttava neomysiinifosfotransferaasigeeni (npt II). Baktee-
rit, jotka tuottavat antibiootteja, sisdltdvat myos geenejd, joiden avulla ne voivat
itse suojautua antibiooteilta. Normaalisti kanamysiini tappaa solut estamélla pro-
teiinisynteesin. Kun siirtogeenisia kasvisoluja kasvatetaan kanamysiinia tai neo-
mysiinia sisaltavalla alustalla, NPTII inaktivoi antibiootin fosforyloimalla sen, jol-
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loin geenin sisdltdvét kasvisolut pystyvét kasvamaan alustalla. Muita E.colista eris-
tettyjd merkkigeenejd ovat muun muassa bleomysiini-, hygromysiini-, gentami-
siini- ja metotreksaattikestdvyysgeenit. Kaikki toimivat samalla periaatteella teh-
den valikoivalla alustalla olevan antibiootin siirtogeenisille kasveille vaarattomak-
si.

Monet yksisirkkaiset kasvit ovat luonnostaan vastustuskykyisia kanamysii-
nille, jolloin niilla kdytetddn valikoinnin merkkigeenina herbisidikestavyytta. Tal-
laisia merkkigeenejd ovat muun muassa glyfosaatti-, fosfinotrisiini- ja klorosul-
furonikestavyysgeenit. Esimerkiksi kaura on luonnostaan vastustuskykyinen ka-
namysiinille ja klorosulfuronille, joten merkkigeenina on kédytetty fosfinotrisiini-
kestdvyyden aikaan saavaa geenid (Somers ym. 1992).

4.4.3 Merkkigeenin poisto

Antibiootti- ja herbisidikestdvyysgeeneja merkkigeeneind kiytettdessd on herdn-
nyt kysymys siitd, voivatko namé geenit olla haitallisia ihmisille ja ymparistolle.
Merkkigeeneja tarvitaan vain siirtogeenisten kasvien valikoivassa kasvatusvaihees-
sa, ja niitd siirretddn kasviin yhdessa varsinaisen halutun ominaisuuden kanssa.
Kanamysiinikestdvyys on yleisimmin valikoinnissa kadytetty merkkigeeni, ja sen
mahdollisia riskeja ihmiselle ja ympaéristolle on selvitetty (esimerkiksi Flavell ym.
1992, Fuchs ym. 1993). Tutkimuksissa on todettu, ettd kanamysiinikestavyys ei vaa-
ranna ihmisten terveyttd, ei voi siirtyd siirtogeenisesté kasvista ihmiseen eikd my0s-
kdan aiheuta haittaa mahdollisesti siirtyessdadn luonnossa kasvilajista toiseen. Toi-
saalta esimerkiksi herbisidikestavyyden kaytto merkkigeenind voi muodostua on-
gelmaksi, jos geenilla on mahdollisuus siirtya lahisukuiseen rikkakasvilajiin. Sa-
maa merkkigeenid ei myOskadan voida kayttaa siirrettdessd useita ominaisuuksia
perdkkdin samaan lajiin. Taméan vuoksi onkin kehitelty menetelmid, joiden avulla
merkkigeeni voidaan poistaa kasvista alkuperdisen valinnan jilkeen (Yoder ja
Goldsbrough 1994).

Kotransformaatiossa merkkigeeni ja haluttu geeni siirretddn kasviin kahdes-
sa eri vektorissa. Jos geenit kiinnittyvét kasvigenomiin tarpeeksi kauas toisistaan,
ne eroavat toisistaan solujakautumisessa, jolloin seuraavasta sukupolvesta voidaan
valita kannat, joista merkkigeeni on havinnyt ja joissa on vain haluttu geeni.

Merkkigeeneja voidaan poistaa my0s paikkaspesifisen rekombinaation, esi-
merkiksi bakteriofagi P1:std perdisin olevan Cre-lox-systeemin avulla (Dale ja Ow
1990, Russell ym. 1992). Merkkigeenin molemmin puolin tarvitaan tietyt DNA-
jaksot (lox), jotka rekombinaasientsyymi (Cre) tunnistaa. Kun nima DNA-jaksot
rekombinoituvat keskendan, niiden vélissa oleva DNA irtoaa tai kddntyy toisin
pain, jolloin merkkigeeni ei ekspressoidu. Kasvigenomissa lox-alueiden vilissd oleva
geeni voidaan siis poistaa tai inaktivoida seuraavassa sukupolvessa (tai missa ta-
hansa sukupolvessa alkuperdisen geeninsiirron jdlkeen) siirtimélld samaan kas-
viin erikseen Cre-rekombinaasi tai risteyttamalla toisen linjan kanssa, joka sisdltaa
rekombinaasientsyymin.

Transposonit ovat DNA-jaksoja, jotka voivat irrota ja siirtyd genomissa pai-
kasta toiseen. DNA:n siirtymiseen tarvitaan kddnteiset toistoalueet geenin mo-
lemmin puolin, sekd yleensa erillinen translokaasientsyymi, jota koodittava geeni
voi olla toisessa kromosomissa. Jos merkkigeeni sijoitetaan toistoalueiden valiin,
se voi siirtyd genomissa paikasta toiseen ja tarpeeksi kauas itse siirrettdvastagee-
nistd, jotta ndmaé geenit solunjakautumisessa eroavat toisistaan ja merkkigeeni saa-
daan poistettua (Goldsbrough ym. 1993). Ebinuma ym. (1997) kayttivat merkki-
geenind agrobakteerin ipt-geenid, joka koodittaa isopentenyylitransferaasia. Tama
entsyymi osallistuu sytokiniinien esiasteiden synteesiin ja saa siirtogeenisissa kas-
veissa aikaan apikaalidominanssin hdvidmisen, jolloin geenin sisaltavat kasvit voi-
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daan tunnistaa fenotyypin perusteella. Kun geeni liitettiin maissin Ac-transposo-
nin yhteyteen, osa siirtogeenisistd kasveista menetti ipt-geenin valikoinnin jélkeen,
minka jalkeen kasvit kasvoivat normaalisti. Ndin saadaan siis aikaan normaalisti
kasvavia siirtogeenisid kasveja, joista merkkigeeni on havinnyt. Transposonien
avulla voidaan myos tutkia, miten geenin sijoittuminen tiettyyn paikkaan geno-
missa vaikuttaa sen ilmentymiseen.

Geeni voidaan my0s sijoittaa solukko- tai kehitysvaihespesifisen promoot-
torin alaisuuteen. Ozcan ym. (1993) kiyttivat promoottoria, joka aktivoituu vain
haavoitusalueella. Talldin geenin ilmentyminen havaitaan geeninsiirron alkuvai-
heessa (ilmentyminen oli voimakasta neljan ensimmaisen vuorokauden ajan), jol-
loin alustava valinta voidaan tehda. Taysi-ikdisissa kasveissa geeni ei endd ilmen-

ny.
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Geneetctinen ja fenotyyppinen
stabiilisuus

Siirrettyjen geenien ilmentyminen ei aina ole pysyvaa siirtogeenisissa kasveissa
(mm. Finnegan ja McElroy 1994; Matzke ja Matzke 1995). Ilmentymisen tehok-
kuus riippuu usein kasviin siirtyneiden geenikopioiden méarasta tai paikasta, jo-
hon ne ovat kromosomissa kiinnittyneet. Geenien ilmentyminen voi myos muut-
tua ymparoivien olosuhteiden muuttuessa, esimerkiksi siirrettdessa kasvit kasvi-
huoneista ulos kenttidkokeisiin.

In vitro -kasvatuksessa somaklonaalinen muuntelu saa aikaan vaihtelua gee-
nien ilmentymisessd yksiléiden vililld. Geenid heikosti ilmentévat yksilot pysty-
taan kuitenkin helposti poistamaan valitsemalla kasvatuksen alkuvaiheessa siirto-
geenisten kasvien joukosta sopivat yksilot. Geenien ilmentymisessé voi kuitenkin
esiintyd vaihtelua my0s valikoinnin jilkeen jo ensimmadisen kasvisukupolven ai-
kana. Ilmentymisen havidminen ei johdu itse geenin hdvidmisesta vaan geenin
“hiljenemisesta” (gene silencing). Vaikka siirtogeeni olisi kiinnittynyt pysyvasti kas-
vigenomiin ja ndyttdisi ilmentyvén sielld, ilmentyminen saattaa kuitenkin loppua,
jolloin siirtogeeninen kasvi ei olekaan ilmiasultaan halutunlainen. Téllainen gee-
nin hiljeneminen johtuu geenin inaktivaatiosta. Inaktivaatio voi tapahtua usealla
eri tavalla geenien transkription aikana tai sen jalkeen. Geenien hiljeneminen saat-
taa olla puolustuskeino, jolla kasvit estavét vieraan, esimerkiksi haitallisen virus-
tai patogeeni-DNA:n ilmentymisen soluissa (Finnegan ja McElroy 1994).

Geenien hiljeneminen vaatii yleensa jonkinasteisen homologian siirtogeenin
ja alkuperdisen geenin viélilla (Matzke ja Matzke 1995). Homologinen alue saattaa
sijaita promoottorissa tai geenin koodittavalla alueella. Homologiset alueet voivat
vaikuttaa toisiinsa sijaitessaan samassa kromosomissa (cis-inaktivaatio) tai eri kro-
mosomissa (trans-inaktivaatio). Niin sanotussa kosuppressiossa sekd siirtogeeni
ettd kasvin alkuperdinen, homologinen geeni inaktivoituvat. Inaktivaatio voi ta-
pahtua myo6s vain jommassa kummassa geenissa.

5.1 Transkription aikana tapahtuva inaktivaatio

(promoottorin metylaatio)

Esimerkkind siirtogeenin inaktivaatiosta voidaan mainita petunian valkokukkai-
seen muotoon siirretty maissin AI-geeni, joka saa aikaan tiilenpunaisen virin, jota
ei normaalisti esiinny petunialla (Meyer ym. 1987). Geeni ei kuitenkaan ilmenty-
nyt tasaisesti kasveissa vaan kenttédkokeissa kukkien véri vaihteli valkoisesta erisé-
vyiseen tiilenpunaiseen (Meyer ym. 1992). Kukan véri saattoi myos vaihdella sa-
massa kasvissa kasvukauden aikana. Kun valkokukkaisia yksiloita tutkittiin tar-
kemmin, havaittiin siirtogeenilld kdytetyn 355-promoottorin metyloituneen. DNA-
juosteen sytosiinitdhteiden metylaatio johtaa geenin inaktivoitumiseen, ja mety-
laatio sddteleekin useiden geenien promoottoreiden toimintaa sekéa kasveilla etta
eldimilld. Kasvatusolosuhteet ja sdédolot vaikuttivat metylaatioon ja Al-geenin il-
mentymiseen petunialla (Meyer ym. 1992). Metylaatiota tapahtui vain siirretylla
geenilld, mika osoittaa, ettd kasvi tunnisti spesifisesti siirretyn DNA:n eika kasvin
oma DNA inaktivoitunut. Téssé tapauksessa kasviin oli kiinnittynyt vain yksi ko-
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pio geenistd, mika osoittaa, ettéd yksittdisetkin geenit voivat inaktivoitua. Geenien
hiljenemisen on kuitenkin todettu olevan yleisempaa silloin, kun kasvigenomiin
on kiinnittynyt useita kopioita samasta geenistd (Finnegan ja McElroy 1994).

Siirrettdessd samaan kasviin useita geeneja saman promoottorin kayttami-
nen voi saada aikaan siirtogeenien inaktivaation. Matzke ym. (1989) siirsivét tu-
pakkaan perdkkain kaksi merkkigeenid saman promoottorin alaisuudessa ja huo-
masivat, ettd jalkimmadinen geeni inaktivoi ensimmadisend siirretyn geenin. Inakti-
vaatio johtui promoottorin metylaatiosta ja sen sai aikaan nimenomaan toinen
siirtogeeni. Kasveissa, joissa oli vain ensiksi siirretty geeni, metylaatiota ei tapah-
tunut ja geeni ilmentyi normaalisti.

5.2 Transkription jdlkeen tapahtuva inaktivaatio
(kosuppressio)

Kasviin voidaan siirtaa kopioita sen omista geeneista silloin, kun halutaan voimis-
taa ndiden geenien ilmentymistd soluissa. Usein kuitenkin geenituotteen ylituo-
tannon sijasta sekd siirretty geeni ettd kasvin alkuperdinen geeni inaktivoituvat.
T&ta sanotaan kosuppressioksi.

Hart ym. (1992) tutkivat tupakan kitinaasin ilmentymista Nicotiana sylvestrik-
selli. Suurimmalla osalla siirtogeenisistd kasveista kitinaasia keraantyi lehtiin jopa
120 kertaa enemmaén kuin verrokkikasveilla. Osalla siirtogeenisistd kasveista kiti-
naasia kuitenkin keraantyi lehtiin jopa vahemman kuin ei-siirtogeenisilld kasveil-
la. Tama johtui kitinaasigeenien kosuppressiosta. Kosuppressio on periaatteessa
satunnainen tapahtuma, mutta ymparoivat olosuhteet vaikuttivat tdssd tapauk-
sessa selvdsti geenien inaktivaatioon. Siirtogeenisilld kasveilla, jotka kasvatettiin
siemenistd asti suoraan kasvihuoneessa, ei tapahtunut inaktivaatiota. Sen sijaan
kasveilla, jotka kasvatettiin taimivaiheeseen asti suljetuissa kasvatusastioissa, ha-
vaittiin kitinaasigeenin inaktivaatiota. Inaktivaatio ei kuitenkaan ollut pysyvaa,
vaan “hiljentyneiden” kasvien jalkeldiset saattoivat tuottaa taas suuria maaria kiti-
naasia. Inaktivaatio ndytti myos riippuvan kasvin kehitysvaiheesta. Samassa kas-
vissa saattoi olla lehtid, joissa tuotettiin paljon kitinaasia ja toisaalta lehtid, joissa
geenit olivat inaktivoituneet. Vastaavanlaista kasvatusolosuhteista johtuvaa gee-
nien inaktivaatiota on havaittu tapahtuvan myos tupakalla, johon oli siirretty sul-
fonyyliureakestavyys (Brandle ym. 1995). Aikaisemmissa kasvihuonekokeissa her-
bisidikestdavyys ndytti olevan pysyvaa, mutta kun kasvit siirrettiin kenttdkokeisiin
pelloille, kaikki kasvit eivdt endé olleetkaan kestdvid. Suoraan pelloille kylvetyista
siemenistd kasvaneet kasvit olivat vastustuskykyisid, mutta kasveilla, jotka oli kas-
vatettu taimiksi kasvatusastioissa havaittiin geenien kosuppressiota.

Transkription jélkeista inaktivaatiota tutkittaessa on huomattu, etta siirtogee-
nin ja alkuperdisen geenin transkriptio tapahtuu normaalisti, mutta RNA:ta ei kui-
tenkaan kerddanny soluihin. Smith ym. (1994) esittivét teorian inaktivaation syysta
tutkiessaan viruskestavyyden syntymista tupakalla, johon oli siirretty perunan Y-
viruksen (PVY) kuoriproteiini. Heiddn mukaansa RINA:ta alettaisiin hajottaa, kun
sen madrd solussa ylittdd tietyn rajan. Siirtogeenin ja alkuperdisen geenin RNA
kerdantyisi soluun tiettyyn maéraan asti, minka jélkeen sitéd alettaisiin hajottaa.
Tama johtaisi molempien geenien kosuppressioon ja siten viruskestdvyyteen.
Goodwinin ym. (1996) mukaan myos genomiin kiinnittyneiden geenikopioiden
maédrd vaikuttaa geenien inaktivaatioon. Jos kasvissa oli vain yksi kopio geenistd,
viruskestdavyys eli RNA:n hajoaminen ilmeni hitaasti. Kaksi geenikopiota kasvissa
sai aikaan viruskestavyyden nopean induktion. Kolme kopiota tai enemman sai
heti aikaan taydellisen viruskestdvyyden. Tédssa tapauksessa siirtogeenisistéd kas-
veista siis kannattaa valita yksilot, joissa on useita geenikopioita, jotta viruskesta-
vyys ilmentyisi heti ja olisi pysyvaa.
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5.3 Siirtogeenien pysyvyyden parantaminen

Koska geenit, joista on genomissa useita kopioita, inaktivoituvat helposti, kannat-
taa heti alkuvaiheessa valita solut, joissa siirretystd geenistd on vain yksi kopio.
Tama on ongelmallista etenkin yksisirkkaisilla kasveilla, joilla tdytyy yleensa kayt-
taa suoria geeninsiirtomenetelmid, jolloin kasvigenomiin usein kiinnittyy monta
kopiota geenista.

Kun kasviin siirretdédn perdkkéin useita geenejd, ei pitdisi kdyttdd samoja pro-
moottoreita ja merkkigeenejd, jotta homologisia alueita olisi mahdollisimman va-
hén.

Kun kasvissa halutaan ilmentdd ylimaarin jotakin kasvin omaa proteiinia,
kosuppressiolta on vaikea valttya. Yksi mahdollisuus olisi paikkaspesifisen rekom-
binaation kdyttaminen. Talloin kasvin oma geeni korvataan vahvan promoottorin
alaisuudessa olevalla siirtogeenilla.

Siirtogeenien ilmentymisen vaihtelua voidaan mahdollisesti vdhentda kayt-
tamalla niin sanottuja SAR- (scaffold attachment region; Breyne ym. 1992, Allen ym.
1993) tai MAR- (matrix attachment region; Mlynarova ym. 1996) alueita siirrettavien
geenien kummallakin puolen. Néiden alueiden ajatellaan suojaavan geeneja ym-
paroivan kromatiinin vaikutuksilta ja/tai estdvan geenien kiinnittymisen inaktii-
viselle heterokromatiinialuelle (Mlyndrova ym. 1996).

Kasvien geenit koostuvat DNA-jaksoista, jotka ovat koostumukseltaan tasa-
laatuisia ja sisaltdvat tietyn madran C- ja G-emaéksia. Jos siirretyn geenin eméaskoos-
tumus poikkeaa paljon ympéaréivin DNA:n emédskoostumuksesta, geeni tunniste-
taan vieraaksi DNA:ksi ja inaktivoidaan. Esimerkiksi Bt-toksiinien ilmentyminen
kasvissa on saatu tehokkaammaksi ja pysyvdmmadéksi muuttamalla geenin
emdskoostumusta muistuttamaan enemmén kasvi-DNA:n koostumusta (Perlak ym.
1990).
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Siirrety¢ ominaisuudet

6.1 Herbisidikestdvyys

Rikkakasvit kilpailevat viljelykasvien kanssa vedestd, valosta ja ravinteista, ja voi-
vat vdhentda sadon rahallista arvoa 10—20 prosentilla. Rikkakasveja vastaan on
kehitetty monenlaisia kemiallisia torjunta-aineita eli herbisidejd, joiden tarkoituk-
sena on tappaa rikkakasvit ja sddstdd itse viljelykasvit, ja jotka toisaalta eivdt va-
hingoita ymparistod, ihmisid ja elaimia. Viljelykasveilla voidaan kdyttda vain tiet-
tyjd torjunta-aineita, joita ne kestavat luonnostaan. Téllaiset valikoivat torjunta-
aineet tappavat kuitenkin valikoiden my®6s rikkakasveja. Tehokkaammat, valikoi-
mattomat torjunta-aineet taas vahingoittavat rikkakasvien lisdksi my®os viljelykas-
veja. Jos viljelykasvit saataisiin kestimaan naita herbisidejd, kaytettavien herbisi-
dien valikoimaa voitaisiin laajentaa ja voitaisiin siirtyd kdyttiméaan pienind maari-
na tehoavia aineita, jolloin torjunta-aineiden kayttomaaréatkin ehkd pienenisivét.
Aikaisemmin herbisidejd kestdvid kasveja on saatu ldhinna valitsemalla viljely-
kasvien tai niiden ldhisukulaisten joukosta kestdvid yksiloita ja risteyttamalld niita
keskendan. Nykyaan kasveihin voidaan geenitekniikan avulla siirtdd geenejd, jot-
ka saavat aikaan kestdvyyden rikkakasvihévitteitd vastaan. Namé geenit voivat
vaikuttaa kolmella tavalla: (1) muuttamalla herbisidin kohdeproteiinia, (2) tuotta-
malla kohdeproteiinia ylimééarin tai (3) muuttamalla herbisidin myrkyttomaéksi.

6.1.1 Glyfosaatti (N-(fosfonometyyli)glysiini)

Glyfosaatti on tehoaineena mm. Roundup-torjunta-aineessa. Se on valikoimaton
lehtiherbisidi ja kulkeutuu tehokkaasti johtojédnteitéd pitkin lehdistéd juurakoihin.
Valikoimattomana herbisidinéd se vahingoittaa rikkakasvien lisdksi myos viljely-
kasveja. Se on verraten viahan haitallinen herbisidi, koska maahan jouduttuaan se
inaktivoituu nopeasti kiinnittyen maahiukkasiin, eiké siten esimerkiksi huuhtou-
du helposti pohjavesiin tai ole vaaraksi maaperan mikrobeille. Glyfosaattia on kay-
tetty muun muassa rikkakasvien torjuntaan viljelysmailla ja (ohjattuna ruisku-
tuksena) hedelmétarhoissa sadonkorjuun jalkeen seka tienvarsilla, pientareilla ja
metsdnuudistusaloilla puuvartisten kasvien hévittamiseen (Mukula ja Salonen
1990). Glyfosaatti estdd aromaattisten aminohappojen (fenyylialaniini, tyrosiini ja
tryptofaani) synteesin estamélla kloroplastin 5-enolipyruvaattishikimaatti-3-fos-
faattisyntaasin (EPSPS) toiminnan. Tdmd entsyymi puuttuu eldimiltd kokonaan,
minka vuoksi glyfosaatti ei ole myrkyllista eldimille. Tosin epailyksia glyfosaatin,
ja etenkin kaupallisen Roundup-valmisteen, genotoksisista (DNA:ta vaurioitta-
vista) vaikutuksista on esitetty (Bolognesi ym. 1997).

Jonkinasteinen kestdvyys voidaan saada aikaan tuottamalla EPSPS-entsyy-
mid kasvissa ylimdarin. Parempi kestdvyys saadaan kuitenkin aikaan mutatoitu-
neella entsyymilla. Muun muassa Salmonella typhimurium -bakteerista ja E. colista
on 16ydetty EPSPS-mutantteja, joissa yhden aminohapon muutos saa aikaan kes-
tavyyden glyfosaattia vastaan. Kestavyyttd voidaan viela parantaa liittdmalld gee-
ni kloroplastin genomiin. Koska kloroplasti sisdltdd jopa tuhansia kopioita ge-
nomistaan, geenin ilmentyminen kloroplastissa on hyvin tehokasta. Daniell ym.
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(1998) saivat aikaan tehokkaan glyfosaattikestdvyyden siirtamalld tupakan kloro-
plastiin petunian EPSP-syntaasia koodittavan geenin, vaikka tdma petuniasta eris-
tetty geeni ei olekaan erityisen kestava glyfosaattia kohtaan. Prokaryooteista pe-
raisin olevien mutatoituneiden aroA-geenien siirtdiminen prokaryoottista alkupe-
raa oleviin kloroplasteihin voisi tehostaa ilmentymista edelleen. Erdiltda maaperan
bakteereilta on my0s eristetty glyfosaattia hajottavan entsyymin, glyfosaattioksi-
doreduktaasin (GOX), geeni. Glyfosaattikestavyys on siirretty ainakin maissiin,
soijapapuun, sokerijuurikkaaseen, rapsiin ja poppeliin.

6.1.2 Glufosinaattiammonium (fosfinotrisiini, bialafos)

Glufosinaattiammonium on valikoimaton lehtiherbisidi ja se on vaikuttavana ai-
neena muun muassa Basta®-herbisidissd. Se on synteettinen versio Streptomyces
hygroscopicus -sddebakteerista eristetysta bialafos-tripeptidistd. Glufosinaattiammo-
nium hajoaa maassa mikrobien toimesta nopeasti, eika silld siten ole myrkkyvai-
kutuksia maaperdssa. Nopean hajoamisensa ansiosta se ei myoskaan todennakoi-
sesti ehdi huuhtoutua pohjavesiin. Suomessa glufosinaattia kdytetaan rikkakasvi-
en torjuntaan lahinnd perunan ja porkkanan viljelyssé sekd ohjattuina ruiskutuk-
sina mansikan ja vadelman rivivéleisséd ja hedelmédpuiden ja herukkapensaiden
alustoilla (Mukula ja Salonen 1990).

Glufosinaattiammonium estdd glutamiinisyntetaasientsyymin (GS) toiminnan,
jolloin soluihin kertyy myrkyllisid maaria ammoniakkia. Glufosinaattia kestavia
kasveja on saatu aikaan tuottamalla soluissa ylimddrin glutamiinisyntetaasia tai
siirtamalla kasviin Streptomyces hygroscopicus -bakteerista eristetty asetyylitransfe-
raasigeeni (bar) tai S. viridochromogenesista eristetty vastaava geeni (pat), jotka saa-
vat aikaan glufosinaatin inaktivaation (De Block ym. 1987; Wehrmann ym. 1996).
Glufosinaattikestavyyttd on myos kdytetty paljon merkkigeeninéd geeninsiirrois-
sa. Lisaksi Uchimiya ym. (1993) huomasivat, ettd késiteltdessa glufosinaattia kesta-
vaa riisia talla torjunta-aineella se esti samalla Rhizoctonia solani -sienen aiheutta-
man infektion. Glufosinaattikestdavyys on siirretty muun muassa sokerijuurikkaa-
seen, maissiin ja rapsiin.

6.1.3 Triatsiinit

Triatsiinit (esimerkiksi atratsiini ja simatsiini) ovat tehokkaita ja melko valikoimat-
tomia rikkaruohomyrkkyjé, jotka estavit kasvien fotosynteettisen elektroninsiir-
ron valoreaktio II:ssa olevalle plastokinonille kilpailemalla sen kanssa samasta si-
toutumiskohdasta. Triatsiineja on kaytetty etenkin maissin viljelyssd, ja Suomessa
ne on hyvaksytty kaytettdaviksi hedelmdpuiden ja marjapensaiden alustoilla, pe-
rennojen viljelyssd ja metsapuiden taimitarhoissa seka viljelemattomilld alueilla
(Mukula ja Salonen 1990).

Triatsiinikestavyyden voi saada aikaan yhden aminohapon muutos kasvin
D1-proteiinin kohdassa, johon plastokinoni normaalisti sitoutuu elektroninsiir-
ron aikana. Mutaatio D1-proteiinissa voi toisaalta myos haitata fotosynteesid ja
hidastaa kasvua. Kestavyyttd on yritetty saada aikaan siirtamalla kasviin mutatoi-
tu D1-proteiini, mutta ainakaan tupakalla se ei saanut aikaan kunnollista kesta-
vyyttd. D1-proteiinia koodittava psbA-geeni on kloroplastigeeni ja sen vuoksi siir-
rettdvaan geeniin taytyy liittad kuljetussekvenssi, jotta geeni saadaan ilmentymaan
kloroplastissa. Tdhdn mennessé atratsiinikestdvyys on siirretty ainakin kaaliin.
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6. 1.4 Sulfonyyliureat ja imidatsolinonit

Sulfonyyliureat ja imidatsolinonit ovat valikoivia ja tehokkaita torjunta-aineita,
joiden kdytettavat maarat ovat pienid (vain muutama gramma hehtaaria kohti).
Ne eivit ole myrkyllisid nisédkkaille mutta toisaalta ne ovat erittdin myrkyllisid ve-
sikasveille ja leville. Ne ovat my0s hitaasti hajoavia ja helposti kulkeutuvia. Suo-
messa sulfonyyliureoita kdytetdan ldhinnd viljamailla ja pellavaviljelyksilld ennen
viljelykasvien pituuskasvun alkamista (Mukula ja Salonen 1990).

Sulfonyyliureaherbisidit estavét kasvisolun asetolaktaattisyntetaasin (ALS) toi-
minnan. TAméa entsyymi toimii haaroittuneiden aminohappojen (valiini, leusiini
ja isoleusiini) synteesissd. My0s imidatsolinoni- ja triatsolopyrimidiiniherbisidien
vaikutus kohdistuu tahdn entsyymiin. Monet viljelykasvit ovat kuitenkin herkkia
ndille torjunta-aineille. Bakteereista, leivinhiivasta ja kasveista on 10ydetty ALS-
entsyymin mutanttimuotoja, jotka saavat aikaan kestavyyden sulfonyyliureaher-
bisidejd vastaan. Tupakasta on eristetty kestdvyyden aikaan saava als-geeni ja litu-
ruoholta csr1-1-geeni, joita on siirretty muun muassa tupakkaan, perunaan ja rap-
siin.

Ott ym. (1996) tekivat ALS-entsyymiin paikkaspesifisid mutaatioita ja tutki-
vat niiden vaikutusta sulfonyyliurea- ja imidatsolinonikestavyyteen. He etsivat
entsyymista kohdan, johon torjunta-aineet vaikuttavat ja muuttivat yksittdisid ami-
nohappoja talta alueelta. Mutatoitavat aminohapot etsittiin tietokonemallin avul-
la. Yhden aminohapon muutos entsyymissa sai aikaan melkein taydellisen kesta-
vyyden tiettyd imidatsolinonia vastaan, mutta entsyymin aktiivisuus vaheni huo-
mattavasti. Taman perusteella 10ydettiin kuitenkin torjunta-aineen vaikutuskoh-
ta ja kun seuraavalla kerralla aminohappo vaihdettiin toiseen, entsyymiaktiivi-
suuskin saatiin sdilymédan. Mutatoitu entsyymi kesti imidatsolinoneja mutta oli
samalla herkkad sulfonyyliureaherbisideille, eli tdlld menetelmalld saatiin aikaan
hyvin spesifinen herbisidikestavyys.

Sulfonyyliureakestavyyttd voidaan kédyttaa myos merkkigeenind yksisirkkai-
silla kasveilla. Kaksisirkkaisille se ei sovellu yhtd hyvin (Hinchee ym. 1993).

Sulfonyyliureakestdavyys on siirretty muun muassa rapsiin, kaaliin, puuvil-
laan, tomaattiin, tupakkaan ja maissiin. Imidatsolinonikestavyytta on siirretty rap-
siin, puuvillaan, tupakkaan, perunaan ja maissiin.

6.1.5 Bromoksiniili

Bromoksiniili on valikoiva herbisidi, jota kdytetddn usein seoksena muiden herbi-
sidien kanssa syys- ja kevatviljamailla sekd heindn siemenviljelyksillda (Mukula ja
Salonen 1990). Se on kosketusvaikutteinen lehtiherbisidi ja tehoaa yrttimaisiin ker-
tarikkakasveihin. Se toimii estaimalld fotosynteettisen elektroninsiirron. Bromok-
siniili hajoaa maaperdssa nopeasti bakteerien toimesta. Maaperassa yleisesti esiin-
tyvén Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae -bakteerin nitrilaasi muuttaa bromok-
siniilin myrkyttdméksi yhdisteeksi. Stalker ym. (1988) siirsivét nitrilaasia kooditta-
van bxn-geenin tupakkaan ja saivat aikaan bromoksiniilikestdvyyden. Tama geeni
on sen jdlkeen siirretty ainakin puuvillaan, rapsiin ja perunaan.

6.1.6 2,4-D

Fenoksihappoherbisideihin kuuluva 2,4-D on yleisimmin kéytettyja herbisideja
maailmassa ja se vaikuttaa kasvihormoni auksiinin tavoin, mutta paljon voimak-
kaammin, ja aiheuttaa kasveissa epdimuodostumia ja muun muassa johtojdntei-
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den tukkeutumista. 2,4-D on valikoiva ja erittdin tehokas rikkaruohomyrkky, mut-
ta se vahingoittaa helposti myos viljelykasveja. Suomessa 2,4-D:td kdytetddn yrt-
timéisten rikkakasvien torjuntaan nurmikentiltd, pientareilta ja tienvarsilta sekd
lepdn ja koivun versojen hdvittamiseen pientareilta ja tienvarsilta (Mukula ja Salo-
nen 1990). Monet maaperédn bakteerit pystyvit hajottamaan 2,4-D:td, ja erdalta
tallaiselta bakteerilta (Alcaligenes eutrophus) eristetty geeni (tfdA) on siirretty muun
muassa tupakkaan, jossa se sai aikaan kestavyyden 2,4-D:té seka erditd muita fe-
noksihappoherbisideja vastaan (Hinchee ym. 1993). Taman jalkeen 2,4-D-kesta-
vyys on siirretty muun muassa puuvillaan ja perunaan.

6.2 Hyonteiskestdvyys

Maailmassa on taloudellisesti merkittédvid vahinkoja aiheuttavia hyonteislajeja usei-
ta tuhansia ja ne aiheuttavat vuosittain yli 15 prosentin satotappiot. Suurin osa
naista hyonteisista on perhosten ryhmaan (Lepidoptera) kuuluvia. Tuhohyonteisia
vastaan voidaan fysikaalisen ja biologisen torjunnan lisdksi kayttaa erilaisia kemi-
kaaleja. Ndistd osa on keinotekoisia. Loput ovat kasveissa, bakteereissa ja sienissa
luonnostaan esiintyvid aineita.

Monet keinotekoiset hyonteismyrkyt ovatlaajavaikutteisia ja ne tehoavat usei-
siin haitallisiin lajeihin. Haittana on, ettd ne voivat samalla vahingoittaa myds hyo-
dyllisia hyonteislajeja, kuten mehildisid, sekd maahan joutuessaan myos maape-
ran eliostéd. Kun hyonteismyrkkyja levitetadn istutuksille suuria méaaria, syntyy
valintapaineita myrkkyja kestavien hyonteiskantojen kehittymiseen. Geenitekno-
logian avulla on nykyddn mahdollista siirtdd kasveihin geenejd, jotka saavat ai-
kaan kestdavyyden tiettyja tuhohyonteislajeja vastaan.

Bacillus thuringiensis on maassa vapaana eldvad gram-positiivinen bakteeri,
jonka soluihin kerdéntyy itionmuodostuksen aikana hyonteisille myrkyllisid pro-
teiineja, niin sanottuja 8-endotoksiineja (Bt-toksiinit). Niita toksiineja on kiytet-
ty hyonteismyrkkyina jo vuosikymmenien ajan, mutta niiden tuottaminen bak-
teereja fermentoimalla on kallista ja ne hajoavat luonnossa nopeasti, minka vuok-
si myrkkya pitda levittda istutuksille useita kertoja kasvukauden aikana. Nopea
hajoaminen toisaalta vahentda tuotteen haitallisia ymparistovaikutuksia. Spesifi-
syytensa takia nama toksiinit ovat vaarattomia polyttajina toimiville hyonteisille
ja selkdrankaisille.

Bt-toksiinit ovat kidemaisid proteiineja. Proteiini syntetoidaan bakteerisolus-
sa niin sanottuna protoksiinina, jonka hyonteisen suolen proteaasientsyymi ha-
jottaa aktiiviseksi toksiiniksi, joka puolestaan kiinnittyy suolen seindmaéssé oleviin
reseptorimolekyyliin. Tdma saa aikaan suolen seindimédn hajoamisen ja lopulta
hyonteisen kuoleman.

Bt-toksiineja on 1oydetty useita erilaisia ja niitd koodittavat geenit voidaan
DNA-jaksojen homologian mukaan jakaa neljadn ryhméén (cryl—IV), jotka kukin
vaikuttavat eri hyonteisryhmiin (cryl: perhoset, cryll: perhoset ja kaksisiipiset, crylll:
kovakuoriaiset, crylV: kaksisiipiset). Myohemmin tdhédn jaotteluun on lisétty vield
kaksi ryhmaa (cryVja cryVI), kun loydettiin toksiineja, jotka ovat myrkyllisid maassa
elaville sukkulamadoille. Ryhmén cryl endotoksiinit tunnetaan parhaiten ja nii-
den avulla on saatu aikaan kestdvyys useita perhoslajeja vastaan. Ryhmén crylll
toksiinit tehoavat muun muassa pahaan perunan tuholaiseen koloradonkuoriai-
seen.

Vuonna 1987 kaksi tutkijaryhmaa (Fischhoff ym. 1987, Vaeck ym. 1987) siirsi-
vit ensimmadisind Bt-toksiinigeenin kasviin. Bt-toksiinin varsinainen vaikuttava
osa kasittdd vain ensimmaiset 600 aminohappoa kokonaisesta protoksiinimolekyy-
listd. Taman vuoksi kokonainen geeni ei saakaan aikaan myrkkyvaikutusta kasvi-
solussa, vaan geeni pitaa katkaista. Katkaistu geeni ilmentyikin solussa, mutta ei
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kovin tehokkaasti ja sai aikaan vain osittaisen kestavyyden. Ndiden niin sanottu-
jen ensimmadisen sukupolven geeninsiirtojen jalkeen kasveihin on siirretty “syn-
teettisid” Bt-toksiinigeenejd, joiden DNA on muunnettu muistuttamaan enemman
kasvigeenien rakennetta (Perlak ym. 1990, Barton ja Miller 1993, Strizhov ym. 1996),
jolloin geenien ilmentyminen on saatu huomattavasti tehokkaammaksi ja kesta-
vyys taydelliseksi. Eri Bt-toksiinit vaikuttavat eri hyonteislajeihin ja néita toksiine-
jaloydetaan koko ajan lisaa. Siirtdmalla kasviin kahden Bt-geenin yhdistelma voi-
daan saada aikaan kestdvyys useita lajeja vastaan (Van der Salm ym. 1994). Asiaa
on ldhestytty myos toiselta kannalta siirtamalld Bt-toksiinigeeni kasvin johtosolu-
kossa eldavaan Clavibacter xyli subsp. cynodontis -bakteeriin, mika sai aikaan “systee-
misen” hyonteiskestdvyyden maissilla (Lampel ym. 1994).

Kasveissa on proteiineja, jotka toimivat kasvien luonnollisissa puolustusre-
aktioissa. Téllaisia ovat muun muassa erilaiset proteinaasi-inhibiittorit, jotka es-
tavét hyonteisten ruoansulatusentsyymien toiminnan. Duan ym. (1996) eristivat
perunan proteinaasi-inhibiittori II -geenin (pin2) ja siirsivit sen riisiin haavoitus-
alueella indusoituvan promoottorin kanssa ja saivat siten aikaan kestdvyyden rii-
sin tuholaista Sesamia inferensia vastaan. Narvaez-Vasquez ym. (1993) saivat pro-
teinaasi-inhibiittorin ilmentyméén juurihuntusolukossa, jolloin se voisi suojata
myo6s maaperan hyonteisiltd ja mikrobeilta. MyOs muita proteinaasi-inhibiittorei-
ta (esimerkiksi ihmisen kystatiini) on siirretty kasveihin.

Useat hernekasvit sisdltavat lektiineja, hiilihydraatteja sitovia proteiineja. Ne
toimivat kasvien puolustusreaktioissa sitoutumalla kasveja syovien hyonteisten
tai eldinten suolen seindmadn estden siten ravinteiden imeytymisen. Tarhapavun
siemenet sisaltdvit a-amylaasi-inhibiittoria, joka on lektiinin sukuinen aine ja myr-
kyllinen siemenia syoville hyonteisille. Schroeder ym. (1995) siirsivat tarhapavun
a-amylaasi-inhibiittorigeenin (aal) siemenessd indusoituvan promoottorin alai-
suudessa herneeseen, joka muuttui ndin myrkylliseksi tietylle siemenid syovalle
karsakaslajille.

Sukkulamadot aiheuttavat suuria sadonmenetyksia monilla savikkakasveil-
la, kuten sokerijuurikkaalla, seka ristikukkaisilla, kuten rapsilla. Niiden torjumi-
seksi kdytetyt kemikaalit ovat erittdin myrkyllisié ja torjumiskeinona onkin tdhén
asti voitu kayttaa lahinna viljelykiertoa. Kestavien lajikkeiden kehittaminen yk-
sinkertaistaisi sukkulamatojen torjuntaa huomattavasti. Viljellyiltd juurikkailta suk-
kulamadonkestdvyysgeenit puuttuvat, mutta niitad on 1dydetty luonnonvaraisilta
juurikaslajeilta. Sokerijuurikkaaseen siirretty Hs17!-geeni esti Heterodera schachtii
-sukkulamadon infektion estimaélld sen lisdéantymisen kasvin juuressa (Cai ym.
1997). Tatd geenid voitaisiin kdyttda siirrettdessd kestavyyttd muihinkin sukkula-
matojen kohdekasveihin.

6.3 Viruskestdvyys

Virustaudit ovat erityisen haitallisia monivuotisille ja suvuttomasti lisattaville kas-
veille, joilla virustartunta usein runsastuu viljelyn jatkuessa vuodesta toiseen (Val-
konen ym. 1996). Kasviviruksia vastaan ei ole olemassa kemiallisia torjunta-ainei-
ta. Virusten siirtdjiin voidaan torjunta-aineilla jonkin verran vaikuttaa, mutta tér-
kein virusten torjuntatapa on kestdvien lajikkeiden tuottaminen.

Kasviviruksia vastaan on taisteltu “rokottamalla” kasveja eli tartuttamalla
kasvit miedommilla virusroduilla, jolloin miedompi taudinaiheuttaja estda tai vii-
véastyttdd ankaramman rodun aiheuttamia tautioireita. Tdlld niin sanotulla risti-
suojamenetelmalld on kuitenkin varjopuolensa. Miedommassa rodussa saattaa
tapahtua mutaatioita, jotka saavat aikaan rodun muuttumisen vaarallisemmaksi
ja tdiman rodun valikoitumisen viruksen monistumisen aikana. Miedompi ja an-
karampi rotu saattavat yhdessa saada aikaan vakavampia tautioireita kuin kumpi-

SUOMEN yMPANiSt® 185 4 4 4 4 4 o o o o o o o o o o o o o s o o o 6 s o o s 6 s 6 s s s s 6 s s s s e s s s e e e s s



kaan yksindan. Mieto virusrotu, joka toimii suojaajana yhdessa kasvilajissa, saat-
taa olla vaarallinen taudinaiheuttaja toiselle lajille. Miedompi rotu voi myos itses-
sddn aiheuttaa pienid mutta merkittdvia sadonmenetyksia (Abel ym. 1986). Kaikel-
ta talta voitaisiin vélttyd, jos ristisuoja saataisiin kokonaisen virusgenomin sijasta
aikaan yksittdisten virusgeenien avulla.

Vuonna 1986 Abel ym. siirsiviat agrobakteerimenetelman avulla tupakkaan
tupakan mosaiikkiviruksen (TMV) kuoriproteiinigeenin ja saivat aikaan tautioi-
reiden viivastymisen ja joissakin tapauksissa estymisen kokonaan. Taman jalkeen
kuoriproteiinin aikaansaamaa kestdvyyttd on kidytetty monia muita viruksia vas-
taan useilla kasvilajeilla. My06s kuoriproteiinin antisense-RNA saa aikaan virus-
kestdvyyden, mutta esimerkiksi Cuozzon ym. (1988) kokeissa kurkun mosaiikkivi-
ruksen (CMV) kuoriproteiinin antisense-RNA ei ollut yhtd tehokas kuin oikein
péin liitetty geeni. Toisaalta perunaan siirretty perunan kierrelehtiviruksen (PLRV)
kuoriproteiinin antisense-RNA esti virusinfektion yhta tehokkaasti kuin oikein pain
oleva geenikin (Kawchuck ym. 1991). Kasviin siirretyn kuoriproteiinigeenin aja-
tellaan ilmentyessdédn estavan infektoivaa virusta vapautumasta proteiinikuores-
taan replikaatiota varten solussa (Baulcombe 1996).

Viruskestdvyys voidaan saada aikaan myos geenilld, joka ei koodita toimivaa
geenituotetta. Smith ym. (1994) siirsivit tupakkaan perunan Y-viruksen (PVY) kuo-
riproteiinigeenin, johon oli heti aloituskodonin peraan liitetty lopetuskodoni. Tal-
16in lahetti-RNA:ta ei voida “kddntaa” proteiiniksi. Toimimaton geeni sai viruskes-
tavyyden aikaan niin sanotun kosuppression avulla, jolloin kasvin sisaltiméa kuo-
riproteiinigeeni ilmeisesti tekee infektoivan viruksen kuoriproteiinigeenin toimi-
mattomaksi.

Kuoriproteiinin lisaksi my6s muiden virusgeenien ilmentyminen kasvissa voi
saada aikaan kestavyyden. Golemboski ym. (1990) siirsivat tupakkaan osan TMV:n
replikaasientsyymia koodittavasta geenista ja saivat aikaan taydellisen kestavyy-
den virusta vastaan. Samassa laboratoriossa (Anderson ym. 1992) siirrettiin tupak-
kaan CMV:n replikaasigeeni, josta osa oli poistettu ja joka my0s sai aikaan kesta-
vyyden kyseistd virusta vastaan.

Osa viruksen genomista koodittaa proteiinia, joka saa aikaan viruksen liik-
kumisen solusta toiseen ja levidmisen kasvissa. Joillakin viruksilla tét4 liikeprote-
iinia koodittaa kolmen osittain paallekkdisen geenin ryhmad, joista kukin koodit-
taa omaa proteiiniaan. Yhteen néistd valkoapilan mosaiikkiviruksen (WCIMV) gee-
neista tehtiin mutaatio ja geeni siirrettiin tupakkaan. Mutaatio esti liikkeproteiinin
toiminnan ja sai aikaan kestdvyyden useita viruslajeja vastaan (Beck ym. 1994).
Cooper ym. (1995) kayttivit tupakalla sekd toimivaa ettd epatdydellista TMV:n lii-
keproteiinigeenid. Epatdydellinen geeni sai aikaan kestdvyyden useita eri viruksia
vastaan, kun taas toimiva geeni aiheutti tautioireiden voimistumisen. Virukset liik-
kuvat kasvisolusta toiseen soluseindssd olevien plasmodesmien kautta. Toimima-
ton liikeproteiini todennédkoisesti kilpailee infektoivan viruksen liikeproteiinin kans-
sa plasmodesmien sitoutumispaikoista ja estda siten viruksen levidmisen kasvissa
(Lapidot ym. 1993). Eri virusten liikeproteiinit kiinnittyvét luultavasti samoihin
kohtiin plasmodesmeissd, mistd johtuu liikeproteiinin aikaansaama kestavyys useita
eri viruksia vastaan.

Satelliitti-RNA on yksisdikeinen RNA-molekyyli, joka monistuu auttajavi-
ruksen avulla ja pakkautuu taméan kanssa samaan kuoreen. Yleensa satelliitti-RNA
viahentdd auttajaviruksensa lisddntymista kasvisolussa ja lieventdd sen aiheutta-
mia taudinoireita. Tamén vuoksi satelliitti-RNA:n mahdollisuuksia kasvien virus-
kestavyyden kehittamiseksi onkin tutkittu paljon. Harrison ym. (1987) siirsivat ag-
robakteerimenetelmédn avulla tupakkaan CMV:n satelliitti-RNA:n DNA-kopion ja
saivat aikaan kestdvyyden sekéd kyseistd virusta ettd sen laheistd sukulaisvirusta
vastaan. Toisaalta jotkin satelliitti-RNA:t saattavat pahentaa tautioireita tietyilla
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isdntdlajeilla, ja pienetkin mutaatiot saattavat muuttaa satelliitti-RNA:n taudinai-
heuttajaksi, jolloin mahdolliset riskit voivat olla suuremmat kuin toivottu hyoty
(Palukaitis ja Roossinck 1996).

Ribotsyymit ovat pienid RNA-molekyylejd, jotka pystyvét katkomaan RNA:ta
spesifisistd kohdista ja estdvit siten geenien ilmentymisen. Onkin ajateltu, ettd
ribotsyymeja voitaisiin kdyttad estiméan etenkin RNA-virusten ja viroidien infek-
tioita. Yang ym. (1997) siirsivdt perunaan ribotsyymin, joka estikin tehokkaasti pe-
runan sukkulamukulaviroidin (PSTVd) replikaation kasvisoluissa. Myo6s kasveista
perdisin olevia geeneja voidaan kayttaa viruskestdvyyden aikaansaamiseksi. Mo-
nista kasvilajeista on 16ydetty ribosomin toiminnan estdvid proteiineja (RIP; ribo-
some-inhibiting protein). Kermesmarjasta (Phytolacca americana) eristetty proteiini
perunaan ja tupakkaan siirrettyna sai aikaan kestavyyden useita eri viruksia vas-
taan (Lodge ym. 1993). SAHH (S-adenosyylihomokysteiinihydrolaasi) on kasvi-
entsyymi, joka metyloi DNA:ta ja proteiineja. Metylaatiota tarvitaan myds viruk-
sen lisddntymiseen. Tupakkaan siirretty SAHH:n antisense-RNA esti viruksen l&-
hetti-RNA:n metylaation ja sai siten aikaan kestdvyyden useita viruksia vastaan
(Masuta ym. 1995). Myos eldimisté perdisin olevilla geeneilld voidaan taistella kas-
viviruksia vastaan. Truve ym. (1993) eristivét rotalta geenin, joka indusoituu vi-
rusinfektion aikana interferonien vaikutuksesta ja estdd viruksen lisddntymisen
solussa. Tdma geeni sai perunaan siirrettyna aikaan kestdvyyden perunan X-vi-
rusta (PVX) vastaan. Myo6s ihmisestd perdisin olevia interferonisysteemin geeneja
on siirretty kasveihin (Mitra ym. 1996). Tupakkaan siirrettynd ihmisen 2-5A-synte-
taasi ja RNAasi L saivat aikaan kestdvyyden monia kasviviruksia vastaan. Taman
menetelman etuna on se, ettd 2-5A-systeemi toimii kaikilla RNA-viruksilla, joihin
suurin osa kasviviruksista kuuluu. Kestdvyys ei siten rajoitu vain tiettyihin virus-
lajeihin.

6.4 Taudinkestdvyys (bakteerit ja sienet)

Sieni- ja bakteeritaudit aiheuttavat suuria sadonmenetyksia vuosittain. Kasveilla
on joukko luonnollisia puolustusmekanismeja, joiden avulla ne saavat pidettya
patogeenihydkkédyksen kurissa. Ndmé& puolustusmekanismit eivét kuitenkaan aina
toimi tehokkaasti, jolloin joudutaan kayttaméén kalliita torjunta-aineita.
Esimerkkind kasvien puolustusreaktioista on niin sanottu hypersensitiivi-
nen reaktio, jossa infektioalueen vélittomassa laheisyydessd olevat solut kuolevat
ja syntyy kuoliolaikku, joka estdd patogeenin levidmisen. Hypersensitiiviseen
reaktioon liittyy my6s monia biokemiallisia ja fysikaalisia muutoksia, joita ovat
(1) muutokset soluseindn koostumuksessa (ligniinin, hydroksiproliinipitoisten gly-
koproteiinien ja kalloosin kerddntyminen), (2) sienille ja bakteereille myrkyllisten
fytoaleksiinien synteesi, (3) hydrolyyttisten, sienien ja bakteerien soluseindd ha-
jottavien, entsyymien (kitinaasi, B-1,3-glukanaasi) synteesi ja (4) muiden niin sa-
nottujen PR-proteiinien (pathogenesis-related), esimerkiksi proteinaasi-inhibiittorei-
den, synteesi. Joskus mikrobit, jotka eivét aiheuta tautia, voivat saada aikaan hy-
persensitiivisen reaktion, jolloin kasviin kehittyy niin sanottu systeemisesti han-
kittu kestavyys (SAR, systemic acquired resistance) ja se tulee joksikin aikaa immuu-
niksi monille erilaisille taudinaiheuttajille. Nitd puolustusreaktioihin osallistuvia
geenejd onkin paljon tutkittu yritettdessa kehittdd paremmin sieni- ja bakteeri-
infektioita kestdvia kasveja. Strittmatter ym. (1995) saivat perunalla aikaan keino-
tekoisen hypersensitiivisen reaktion siirtdimalla sithen bakteerista eristetyn ribo-
nukleaasin, barnaasin, seka spesifisesti sieni-infektiossa indusoituvan promootto-
rin. Beffa ym. (1995) siirsivét tupakkaan koleratoksiinigeenin, joka saa eldimissa,
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sienissd ja kasveissa aikaan PR-proteiinien tuotannon. Koleratoksiini sai aikaan
keinotekoisen hypersensitiivisen reaktion ja lisidntyneen kestdvyyden Pseudomo-
nas tabaci -bakteeria vastaan.

Kitinaasit ovat sienissd, bakteereissa ja kasveissa esiintyvid entsyymeja, jot-
ka hydrolysoivat sienten soluseinén kitiinid ja estavét siten sienen kasvun. Kiti-
naaseja esiintyy kasveissa normaalisti pienid maaria ja niiden maara kasvaa nope-
asti patogeenihyodkkédyksen aikana. Kitinaaseja on kiytetty kasvinsuojelussa li-
sddmalld entsyymid kasteluveteen tai suojaavaksi kerrokseksi siemenen ymparil-
le. Kitinaasigeeni voidaan siirtdd myos maassa eldvaan bakteeriin, jolloin se erittaa
entsyymid maaperaan ja estdd sienten kasvua. Geeni voidaan my®ds siirtdd suoraan
kasviin ja tuottaa entsyymia sielld ylimédarin. Broglie ym. (1991) siirsivét tupak-
kaan pavun kitinaasigeenin, jolloin tupakka muuttui kestavaksi Rhizoctonia solani
-sienipatogeenia vastaan. Kestavyys voidaan saada paranemaan ja koskemaan myos
muita lajeja siirrettdessa kitinaasigeeni kasviin yhdessa esimerkiksi B-1,3-gluka-
naasin kanssa (Zhu ym. 1994). Logemann ym. (1992) siirsivét tupakkaan haavoi-
tusalueella indusoituvan promoottorin kanssa ohran siemenesta eristetyn riboso-
mien toiminnan estdvan proteiinin (RIP, ribosome-inactivating protein) ja saivat ai-
kaan kestavyyden R. solania vastaan. My0s taméan proteiinin on havaittu vaikutta-
van tehokkaammin yhdessa kitinaasientsyymin kanssa. My6s muut kasveilta eris-
tetyt PR-proteiinit ovat hyvid ehdokkaita kasveihin siirrettdviksi. Liu ym. (1994)
siirsivdt perunaan ja tupakkaan tupakan osmotiinigeenin, joka on PR-5-luokkaan
kuuluva proteiini. Osmotiinin ylituotanto sai aikaan kestavyyden Phytophthora in-
festans -sienipatogeenia vastaan perunalla, mutta ei tupakalla. PR-proteiinien li-
saksi kasveista on 16ydetty pienid kysteiinipitoisia proteiineja, niin sanottuja de-
fensiineja, jotka estdvit sienten kasvua. Retiisin siemenesta eristetty Rs-AFP2-pro-
teiini sai tupakkaan siirrettynd aikaan kestavyyden Alternaria longipes -sienipato-
geenia vastaan (Terras ym. 1995). Mikrobien kasvua estdvid yksittdisid proteiineja
on l0ydetty my0s bakteereilta ja eldimilta (esimerkiksi silkkiperhosen kekropiini).

Kasvien puolustusreaktioihin osallistuu yleensd useita geenejd, ja vaikutta-
malla yhden geenin toimintaan voidaan vaikuttaa koko reaktiosarjaan. Esimer-
kiksi fenyylialaniiniammonialyaasi (PAL) on avainentsyymi monien kasvien puo-
lustukseen liittyvien aineiden synteesissd ja sen toimintaa muuttamalla voidaan
vaikuttaa koko kasvin stressimetaboliaan.

Fytoaleksiinit ovat kasvien tuottamia sienille ja bakteereille myrkyllisia iso-
flavonoidiyhdisteitd, joita aletaan syntetoida valittomasti patogeenihyokkdyksen
jalkeen. Stilbeenit ovat fytoaleksiineja, joita vain tietyt lajit tuottavat. Synteesiin
tarvittavia prekursoreita 10ytyy kuitenkin kaikilta kasveilta. Kun tupakkaan siir-
rettiin viinirypéleen stilbeenisyntaasigeeni, se saatiin kestivimmaksi Botrytis
cinerea -patogeenia vastaan (Hain ym. 1993).

Jotkin kasvipatogeenit tuottavat myrkyllisid aineita, jotka saavat aikaan tau-
din infektoidussa kasvissa. Erés téllainen bakteeri on Pseudomonas syringae. Taudin
levidminen voidaan saada estettyd, jos kasviin siirretadn entsyymi, joka saa aikaan
myrkyn muuttamisen vaarattomaksi (Anzai ym. 1989). Kasviin voidaan my®s siir-
taa toksiinia kestdava kohdeproteiini (de la Fuente-Martinez ym. 1992).

Kasvit reagoivat patogeenien hyokkaykseen myos tuottamalla happiradikaa-
leja (AOS, active oxygen species), esimerkiksi vetyperoksidia. Vetyperoksidi muun
muassa aktivoi fytoaleksiinien tuotantoa. Wu ym. (1995) siirsivat perunaan Asper-
gillus niger -bakteerin glukoosioksidaasigeenin, joka hapettaa glukoosia tuottaen
vetyperoksidia. Tata entsyymia ei luonnostaan ole kasveilla, ja kasvanut vetyper-
oksidin maara sai aikaan kestavyyden sekd bakteeri- ettd sienipatogeeneja vas-
taan.

Bakteeritauteja kestdvien kasvien tutkimus ei ole vield yhta pitkalld kuin sie-
nitauteja kestavien kasvien kehittiminen. Kasveista on nyttemmin eristetty ja kloo-
nattu yksittdisia kestavyysgeenejd, jotka tunnistavat tietyn patogeenin ja kdynnis-

................................................. Suomen ympdristd 185



tavét puolustusreaktion (Martin ym. 1993, Bent ym. 1994). Namaé geenit on tunnet-
tu jo pitkddn ja niitd on kiytetty hyvéksi perinteisessd kasvinjalostuksessa, mutta
niiden molekyylibiologinen tutkiminen ja kdyttaminen geeniteknologiassa on vasta
aluillaan.

6.5 Stressinkestdvyys

6.5.1 Kuiva- ja suolastressi

Veden puute on yksi huomattavimpia kasvin kasvua hidastavia stressitekijoitd luon-
nossa. Kasvi kérsii vesistressistd my®os silloin, kun maaperdssi on runsaasti suolo-
ja. Suolansieto olisi tarked ominaisuus kasveilla etenkin alueilla, joita on aikaisem-
min kasteltu voimaperéisesti ja joiden maaperd on kastelun loputtua muuttunut
suolaiseksi ja eméaksiseksi.

Useat kasvit ja bakteerit syntetoivat stressiolosuhteissa niin sanottuja osmo-
lyytteja pitddkseen ylld vesitasapainoa solujen sisélla. Téllaisia osmolyyttejd ovat
muun muassa proliini, erilaiset sokerialkoholit ja glysiinibetaiini. Tutkittaessa mah-
dollisuuksia kuiva- ja suolastressia sietavien kasvien kehittdmiseen onkin ldhinna
keskitytty osmolyyttien tuottamiseen ylimééarin kasvisoluissa tai kasvista luonnos-
taan puuttuvan osmolyytin siirtdmiseen kasviin.

Tarczynski ym. (1993) siirsivét tupakkaan bakteerilta perdisin olevan manni-
toli-1- fosfaattidehydrogenaasientsyymin, jolloin tupakan soluihin kertyi manni-
tolia, jota sielld ei normaalisti syntetoida. Kun siirtogeenista tupakkaa sen jélkeen
kasvatettiin korkeassa suolapitoisuudessa, se kasvoi verrokkikasveja paremmin.
Kishor ym. (1995) siirsivét puolestaan tupakkaan geenin, joka sai aikaan proliinin
ylituotannon soluissa. Korkeassa suolapitoisuudessa kasvatetut siirtogeeniset kas-
vit kasvoivat ja kukkivat sekd pystyivét sddtelemddn solujen vesitasapainoa pa-
remmin kuin verrokkikasvit. Pilon-Smits ym. (1995) siirsivat tupakkaan Bacillus
subtilis -bakteerin fruktosyylitransferaasigeenin, jolloin tupakan soluihin kertyi
fruktaaneja, fruktoosista koostuneita molekyyleja, joita tupakassa ei normaalisti
syntetoida. Kuivastressia simuloitiin PEG-kasittelyn avulla ja todettiin, ettd fruk-
taaneja tuottavat siirtogeeniset tupakat kasvoivat késittelyolosuhteissa paremmin
kuin verrokkikasvit. Fruktaanien vaikutustapaa ei kuitenkaan tiedetd. Soluihin ke-
radntyvét madrédt ovat niin pienid, etteivdt ne saa aikaan varsinaisia osmoottisia
vaikutuksia. Glysiinibetaiini on yksi kasveissa yleisimmin esiintyvistd osmootti-
sista suoja-aineista. Hanson ym. (1994) 16ysiviat kuivassa ja suolaisessa ymparis-
tossa esiintyvista Plumbaginaceae-heimon kasveista lisdksi muita samansukuisia ai-
neita (koliini-O-sulfaatti, B-alaniini-, proliini- ja hydroksiproliinibetaiini), joita
kutakin esiintyy aina tietynlaisessa ymparistossd ja joita kdyttamalla voitaisiin ehka
muuttaa kasvien stressinkestavyytta.

6.5.2 Kylmdstressi

Monet kasvit ovat herkkid matalalle lampétilalle. Limpétilassa, jossa ei vield ta-
pahdu jaatymista (0—15°C), kasvien kasvu hidastuu ja lehdet ja juuret voivat vau-
rioitua. Téllaisia kylmanherkkia kasveja ovat muun muassa riisi, maissi, puuvilla,
soijapapu, papu, tomaatti ja kurkku. Matala lampétila saa aikaan muun muassa
fotosynteesin ja proteiinisynteesin estymisen ja hengityksen hidastumisen. Kaik-
kien ndiden oireiden taustalla ovat kylmén aiheuttamat muutokset solun eri kal-
vorakenteissa.
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Kylmélle herkkien kasvien solukalvoissa on paljon tyydyttyneita rasvahap-
poja ja kylmaa kestavilla kasveilla tyydyttymattomia (kaksoissidoksia sisdltavid)
rasvahappoja on vastaavasti enemmaén. Kasvien kylménsieto-ominaisuuksia on-
kin yritetty parantaa muuttamalla solukalvojen koostumusta. Ensimmadisissa ko-
keissa siirrettiin kylmaa sietavélta kasvilta rasvahappoja desaturoivan (kaksoissi-
doksia lisddvéan) entsyymin geeni kylmaherkkaan kasviin (esimerkiksi Kodama ym.
1994), jolloin tyydyttymattomien rasvahappojen maara nousi ja kylménsieto pa-
rani jonkin verran. Kodaman ym. (1994) kokeissa siirtogeeniset kasvit vaativat kui-
tenkin palautumisen normaalissa ldmpdétilassa kylmékésittelyn jalkeen, kun taas
todella kylméaa sietavat kasvit pystyvét kasvamaan normaalisti matalassakin lam-
potilassa.

Korkeampien kasvien desaturaasientsyymit ovat hyvin erikoistuneita ja ne
pystyvét desaturoimaan vain tiettyja rasvahappoja, minka vuoksi niiden teho siir-
togeenisissd kasveissa on rajallinen. Ishizaki-Nishizawa ym. (1996) eristivat Ana-
cystis nidulans -syanobakteerista desaturaasigeenin, joka ei ole yhta spesifinen kuin
kasvien entsyymit ja joka desaturoi monenlaisia solukalvoissa esiintyvid lipideja.
Geeni siirrettiin tupakkaan ja sen eteen liitettiin lisaksi DNA-jakso, niin sanottu
transitpeptidi, jonka avulla geeni saatiin kulkeutumaan kloroplastiin ja ilmenty-
maan sielld. Tama entsyymi sai aikaan rasvahappojen desaturaation seké kloro-
plastien ettd muiden soluorganellien kalvoissa, ja huomattavasti parantuneen kyl-
mansiedon. Kasvit kasvoivat normaalisti kylméakasittelyn aikana (1°C, 11 vrk) ja
itivat hyvin normaalia matalammassa lampétilassa (10°C).

Baertlein ym. (1992) siirsivét Pseudomonas syringae pv. syringae -bakteerista eris-
tetyn jadkideaktiivisuutta koodittavan inaZ-geenin tupakkaan ja perunaan. Jaa-
kiteiden muodostuminen ytimen ymparille kasvin soluseinéssa ja solujen valiti-
lassa (apoplastissa) jo melko korkeissa lampétiloissa (yli -5°C) saa aikaan veden
hitaan poistumisen solusta, jolloin solu kestdd jadtymistd paremmin. Vastaavasti
kasvisolun alijdédhtyminen ja jaan muodostuminen nopeasti lampétilan laskiessa
saa aikaan solujen rikkoutumisen ja kuolemisen. Ndissd alustavissa kokeissa
Baertlein ym. (1992) saivat aikaan jaan kiteytymislampétilan nousemisen siirto-
geenisilld kasveilla ja geeninsiirron optimoinnilla voitaisiin saada aikaan kasvien
jddtymiskestdvyyden paraneminen.

Entsyymeilld on yleensd tietty optimildmpétila, jossa ne toimivat tehokkaim-
min. Samalla entsyymilla voi olla erilainen lampétilaoptimi eri kasvilajeissa. Oli-
ver ym. (1995) siirsivét kurkusta tupakkaan entsyymigeenin (NADH-hydroksipy-
ruvaattireduktaasi, NADH-HPR), jonka lampétilaoptimi on erilainen kuin tupa-
kan omalla entsyymilld. Kun molemmat geenit saatiin ilmentymé&én tupakassa,
saatiin aikaan entsyymin lampdétilaoptimin huomattava laajeneminen. Tdma voi
auttaa kasvia sopeutumaan vaihteleviin lampétiloihin, jos kyseinen entsyymi on
osa tarkedd biokemiallista reaktioketjua.

Monet kylmien merien kalat selvidvat hyvin matalissa lampétiloissa tuottaen
“jadnestoaineita”, jotka alentavat veren jaatymispistetta sitoutumalla muodostu-
neisiin jaakiteisiin ja estimalld niiden kasvamisen. Kenward ym. (1993) siirsivat
eradn kampelalajin (Pseudopleuronectes americanus) jaanestoproteiinia (AFD antifreeze
protein) koodittavan geenin tupakkaan. Proteiinin todettiin kerddntyvan kasvisolui-
hin matalassa lampdétilassa, mutta silld ei ole havaittu olevan vaikutusta kasvien
kylménkestavyyteen.

Happiradikaaleja syntyy monenlaisissa stressiolosuhteissa (korkeassa valos-
sa, kylmadssa lampdtilassa tai veden puutteessa, ilmansaasteiden tai herbisidien
vaikutuksesta) ja ne voivat vahingoittaa solurakenteita. Kasvisolut siséltavét eri-
laisia superoksididismutaaseja (SOD), jotka muuttavat nditd happiradikaaliyh-
disteitd vaarattomiksi. Kun kasvissa ylituotetaan téllaista entsyymid, happiradi-
kaalien aiheuttamat vahingot solussa viahenevit (Bowler ym. 1991, Sen Gupta ym.
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1993). Taméan menetelmén avulla esimerkiksi sinimailanen on saatu kestimaan
paremmin kuivuus- ja kylmaéstressid (McKersie ym. 1996). Tupakan kloroplastiin
siirrettynd SOD véhensi otsonin aiheuttamia vaurioita (Van Camp ym. 1994).

6.5.3 Raskasmetallit

Kadmium on haitallinen raskasmetalli. Thminen saa suurimman osan kadmiumista
ravintokasvien kautta, minka vuoksi on tutkittu mahdollisuuksia kehittda kad-
miumia solukkoonsa vihemmaén kerddvid kasveja. Kadmium on suurina méaérina
myrkyllinen myos kasveille.

Eldimiltd ja nyttemmin myos kasveilta (Robinson ym. 1993) on l6ydetty ras-
kasmetalleja sitovia proteiineja, metallotioniineja. Kasveissa esiintyy myos pie-
nempid, kysteiinipitoisia peptidejd, jotka sitovat kadmiumia, mutta ne eivét ole
yhtd tehokkaita kuin metallotioniinit. Lefebvre ym. (1987) siirsivat ensimmaisina
nisdkkdan metallotioniinigeenin kasviin kukkakaalin mosaiikiviruksen avulla ja
saivat geenin ilmentymdan sielld. Maiti ym. (1989) siirsivét hiiren metallotioniini-
geenin tupakkaan ja tutkivat sen vaikutusta siirtogeenisten kasvien kadmiumin
sietoon sekd kadmiumin kerddantymiseen kasvisolukkoon. Nuorilla taimilla kad-
miumin sieto lisddntyi ja kadmiumin kerdantyminen lehtisolukkoon vaheni.

Erdat bakteerit voivat muuttaa raskasmetalleja vaarattomiksi pelkistamalla
ioneja vahemman myrkylliseen muotoon. Elohopeaionireduktaasi (MerA) pelkis-
taa Hg*"-ionin vaarattomammaksi metalliseksi elohopeaksi (Hg"), joka sitten haih-
tuu solusta. Rugh ym. (1996) siirsivét merA-geenin lituruohoon ja totesivat siirto-
geenisen kasvin kasvavan elohopeapitoisuuksissa, joissa verrokkikasvit kuolivat.
Tallaisia kasveja voitaisiin kdyttdd muun muassa raskasmetallipitoisen maaperan
puhdistamisessa.

Maaperan happamoituminen on ongelmana noin 40 prosentilla maapallon
viljelyalasta. Happamoitumisen seurauksena alumiini muuttuu liukoiseksi ja se
on myrkyllinen useille kasveille. Alumiini estdd juurten kehittymisen ja alumiinia
sietdvien kasvien onkin todettu pystyvan erittimdan alumiinia juuren kérjesta.
Alumiinin eritys on yhteydessa orgaanisten happojen eritykseen. Orgaaniset ha-
pot, muun muassa sitruunahappo, kelatoivat alumiini-ioneja solukalvon ulko-
puolelle. De la Fuente ym. (1997) saivat aikaan alumiinia paremmin sietdvid kas-
veja siirtdmalld tupakkaan ja papaijaan Pseudomonas aeruginosa -bakteerin sitraat-
tisyntaasigeenin. Juurisolujen kasvanut sitraatintuotto sai aikaan parantuneen alu-
miinin siedon néissd kasveissa.

6.6 Laatuominaisuudet

6.6.1 Rasvahappokoostumuksen muuttaminen

Kasvien tuottamia 6ljyjd voidaan kayttaa seka ravinnoksi etta erilaisiin teollisiin ja
muihin tarkoituksiin (muun muassa detergentit, saippuat, voiteluaineet, kosme-
tiilkka, lddkeaineet ja muovit). Kasvit varastoivat oljyja triglyseridien eli triasyyli-
glyserolien muodossa, joissa glyserolirunkoon on esterditynyt kolme rasvahap-
poa (rasvahappojen rakenteesta ja nimedmisestd on lisdtietoa liitteessa 1). Kasvit
sisdltdavat erilaisia maaria eri rasvahappoja. Rasvahappokoostumuksen perusteel-
la kasveja viljellddn ja kdytetdan eri tarkoituksiin. Tarkeimmat 6ljykasvit maail-
malla ovat soijapapu, 6ljypalmu, rapsi ja auringonkukka. Geeninsiirtomenetelmia
on sovellettu eniten rapsiin.
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Rapsidljy, kuten muutkin lauhkean vyohykkeen kasvien 6ljyt, siséltdd eniten
tyydyttymattomia 18-hiilisid rasvahappoja, oleiinihappoa (18:1), linolihappoa (18:2)
ja linoleenihappoa (18:3) ja ndiden lisdksi jonkin verran tyydyttyneita steariini-
(18:0) ja palmitiinihappoja (16:0). 12-hiilista lauriinihappoa (12:0) kédytetaan teolli-
sesti detergenttien valmistuksessa ja sité eristetddn normaalisti trooppisista moni-
vuotisista lajeista, kookospédhkinéstd ja 6ljypalmusta. Kehitettdessa lauriinihappo-
pitoista rapsia siihen siirrettiin Umbellularia californica -kasvista entsyymi, joka py-
sdyttdd rasvahappoketjun pitenemisen ennenaikaisesti, ja syntyy 12-hiilista laurii-
nihappoa (Voelker ym. 1992). Kun haluttiin saada aikaan runsaasti steariinihap-
poa (18:0) siséltava kasvi, sithen siirrettiin antisense-RNA entsyymistd, joka nor-
maalisti lisdd steariinihappoon kaksoissidoksia ja desaturoi sen eli muuttaa sen
tyydyttymattomaéksi. Estamalla taimdn entsyymin toiminta saatiin steariinihapon
madrd rapsin siemenissd nousemaan 40 prosenttiin rasvahappojen kokonaismé&éa-
rastd (Knutzon ym. 1992). Steariinihappoa kédytetddn etenkin margariinien valmis-
tuksessa.

Yuan ym. (1995) tutkivat kahden Lauraceae-heimoon kuuluvan kasvin tioeste-
raasientsyymeja siirtamalla niita E. coliin ja tutkimalla niiden ilmentymistd ja ras-
vahappojen keraantymisté soluihin. Entsyymit olivat hyvin homologisia ja poik-
kesivat toisistaan vain noin kolmenkymmenen aminohapon osalta. Tdma eroavai-
suus sai kuitenkin aikaan sen, ettd lauriini(12:0)- ja myristiinihappoja (14:0) kertyi
erilaisia médrié eri entsyymeja sisdltdviin soluihin. Tdmé osoittaa sen, ettd pienil-
lakin muutoksilla voidaan saada aikaan entsyymin substraattispesifisyyden ja si-
ten rasvahappokoostumuksen muuttuminen.

Monityydyttymattomat rasvahapot ovat ravinnossa terveellisempia kuin tyy-
dytetyt. Rasvahappojen tyydyttyneisyysastetta voidaan muuttaa desaturaasient-
syymien avulla. Grayburn et el. (1992) siirsivét tupakkaan rotan desaturaasigee-
nin, jolloin 16:0- ja 18:0-rasvahappojen mddra véheni ja vastaavasti 16:1-rasvaha-
pon médra lisadntyi. y-linoleenihappoa kédytetddn monissa luontaistuotteissa mutta
sitd esiintyy luonnostaan vain tietyissa kasvilajeissa eikd lainkaan oljykasveissa.
Reddy ja Thomas (1996) siirsivat tupakkaan syanobakteerin &*-desaturaasigeenin,
jolloin tupakan lehtiin kerddntyi pienid méérid gammalinoleenihappoa seké lisék-
si monityydyttymatonta oktadekatetraenoiinihappoa, jota voidaan kayttaa teolli-
suudessa filmien, vahojen ja muovien valmistukseen. Siemenissé rasvahappojen
keraantymista ei havaittu, mutta siihen voitaisiin paasta esimerkiksi siemenspesi-
fistd promoottoria kayttamalla.

Kasvit varastoivat siementen triglyseridit erillisiin organelleihin, oleosomei-
hin. Niitd ymparoi yksinkertainen fosfolipidikalvo, jonka pinnalla on proteiineja,
oleosiineja. Oleosiinit ovat lipofiilisia proteiineja ja ohjautuvat spesifisesti oleo-
someihin. Kun oleosiinigeeniin liitetddn vieras geeni, tdimé& saadaan ohjattua oleo-
someihin, jotka taas pystytadn helposti eristimddn muusta siemenmateriaalista.
Néin kasvin siemenissd voidaan tuottaa ja niistd voidaan helposti eristdd suuria
madria haluttua proteiinia tai peptidid. Van Rooijen ja Moloney (1995) liittivét ole-
osiinigeeniin GUS-merkkigeenin siemenspesifisen promoottorin kanssa ja siirsi-
vét sen rapsiin. GUS-aktiivisuutta 10ytyi pddasiassa siemenistd ja se saatiin eristet-
tya niistd oleosomien yhteydessd. Kun oleosiini- ja GUS-alueiden valiin lisattiin
katkaisukohta proteinaasille, GUS-geenituote saatiin eristettyd oleosomeista. Pro-
teiinia voidaan liséksi varastoida siemenissé pitkia aikoja ja eristda vasta tarvitta-
essa.
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6.6.2 Aminohappokoostumuksen muuttaminen

Kasvit ja mikrobit pystyvit syntetoimaan kaikkia tarvitsemiaan aminohappoja,
mutta eldinten taytyy saada valttamattomia aminohappoja (valiini, lysiini, leusii-
ni, treoniini, tryptofaani, isoleusiini, metioniini ja fenyylialaniini) ravinnossaan
pédivittdin. Useat eldinten rehuksi ja ihmisen ravinnoksi kdytettavat kasvit sisélta-
vat vain pienid madrid ndita valttamattomia aminohappoja. Ravinnon laadun pa-
rantamiseksi on kehitetty keinoja, joilla ndiden aminohappojen méaaraa kasveissa
saataisiin lisattya.

Soijapavun ja maissin siemenid kdytetddn paljon eldinten rehuna. Soijapa-
vun siemenet sisdltdvat kuitenkin vain vdhan rikkipitoisia aminohappoja metio-
niinia ja kysteiinid. Maissin siemenissd on vastaavasti liian vahén lysiinid ja tryp-
tofaania, jolloin nditd aminohappoja pitda yleensa lisdta rehuun erikseen.

Muutamien kasvien siementen varastoproteiinit sisaltavat paljon metionii-
nia. Néitd metioniinipitoisia siemenproteiineja on eristetty muun muassa maissis-
ta, riisista, parapahkindsta (Bertholletia excelsa) ja auringonkukasta. Zeiinit ovat
maissin siementen varastoproteiineja. Néistd yksi, niin sanottu 15 kDa:n proteiini,
sisaltda erityisen runsaasti metioniinia. Bagga ym. (1995) halusivat tutkia mahdol-
lisuuksia rehukasvien aminohappokoostumuksen parantamiseksi timén proteii-
nin avulla. Kun geeni siirrettiin tupakkaan, proteiinia kerddntyi pysyvasti sekd
lehtiin ettd siemeniin.

Parapahkindn siementen varastoproteiinit, niin sanotut 2S-albumiinit, sisél-
tdvat runsaasti metioniinia, mutta eivit lainkaan tryptofaania. Marcellino ym. (1996)
lisdsivat 25-proteiineihin tryptofaania keinotekoisesti paikkaohjatun mutagenee-
sin avulla muuttaen yhden tai useamman aminohapon tryptofaaniksi. Muunnel-
lun 2S-albumiinin geeni siirrettiin tupakkaan ja sen todettiin toimivan sielld nor-
maalisti. Talla tavoin voidaan muuttaa yksittdisten proteiinien aminohappokoos-
tumusta.

Treoniini on aminohappo, jonka synteesid kasveissa kontrolloidaan niin sa-
notun feedback-inhibition avulla eli kasvissa oleva vapaa treoniini saa aikaan syn-
teesireitin ensimmadisen entsyymin (aspartaattikinaasin) toiminnan estymisen.
Shaul ja Galili (1992) siirsivat tupakkaan E. coli -bakteerista eristetyn aspartaattiki-
naasin, joka ei reagoi vapaan treoniinin méddraan. Tdimén geeninsiirron avulla tre-
oniinia saatiin keraantymaan kasvisoluihin. Se sai aikaan my®os isoleusiinin ja ly-
siinin mééarien lievédn lisddntymisen, silld ndiden aminohappojen synteesi tapah-
tuu osittain samaa tietd kuin treoniinin.

6.6.3 Hiilihydraattikoostumuksen muuttaminen

Kasvit varastoivat hiilihydraattia pddasiassa tarkkelyksend. Tarkkelys koostuu glu-
koosiyksikoistd, jotka liitetdén yhteen joko suoraketjuiseksi amyloosiksi tai haa-
rautuneeksi amylopektiiniksi. Amylopektiinid on yleensa suhteessa tarkkelyksen
kokonaisméédraan enemman. Tarkkelystd kdytetddan ruoka-aineissa ja juomissa ja
tarkkelyksen muunneltuja muotoja kdytetddn moniin teollisiin tarkoituksiin. Jos
tarkkelyksen laatua voitaisiin muuttaa jo kasvissa, sddstyttdisiin useilta kemialli-
silta késittelyilta. Tuottavuutta voitaisiin parantaa lisddmaélla tarkkelyksen méaaraa
kasveissa.

Peruna on erityisen tarkkelyspitoinen kasvi. Sen mukuloiden kuivapainosta
on 75 % téarkkelysta. Perunaan on myos helppo siirtaa geenejd, minka vuoksi tark-
kelyskoostumuksen muuttamista on silld tutkittu paljon.

Erds tarkkelyksen synteesin avainentsyymeistd on synteesin alkuvaiheessa
toimiva ADP-glukoosipyrofosforylaasi. Tiamén entsyymin toiminta on kasvissa tiu-
kasti saadelty, mutta siirtdimalla kasviin E. colista vastaava geeni mukulaspesifisen
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promoottorin kanssa tarkkelyksen maara saatiin kasvamaan 35 % (Stark ym. 1992).
Téaman entsyymin toiminta voidaan vastaavasti estdd antisense-tekniikan avulla
(Miller-Réber ym. 1992), jolloin tarkkelyksen maarad vahenee ja liukoisten sokeri-
en (glukoosin ja sakkaroosin) maara lisdantyy.

Tarkkelyssyntaasientsyymi GBSS (granule-bound starch synthase) vaikuttaa sii-
hen, kuinka paljon amyloosia suhteessa tarkkelyksen kokonaisméaraan muodos-
tuu. Kun perunan GBSS:n toiminta estetddn antisense-RNA:n avulla (Visser ym.
1991), amyloosia ei syntetoida lainkaan.

Syklodekstriinit ovat syklisid oligosakkarideja, jotka koostuvat 6—8 glukoo-
simolekyylista. Syklodekstriineja muodostavia glykosyylitransferaasientsyymeja
tavataan vain joiltakin bakteereilta. Syklodekstriineja kdytetdan muun muassa aro-
minvahventeina ja ladkeaineissa seké esimerkiksi kofeiinin poistamiseen elintar-
vikkeista. Niitd tuotetaan normaalisti kdymissammioissa bakteerien avulla, jolloin
lahtoaineena kéytetdan valmiiksi hydrolysoitua tarkkelysta. Oakes ym. (1991) siir-
sivét Klebsiella -bakteerista geenin perunaan ja saivat pienid maaria syklodekstrii-
neja muodostumaan perunan mukulassa.

Fruktaanit ovat fruktoosiyksikdistd koostuvia molekyylejd, jotka toimivat
varastohiilihydraatteina joillakin lajeilla. Lyhytketjuisia fruktaaneja voidaan kayt-
tdd vahakalorisina makeutusaineina, silld ne eivit hajoa ihmisen ruuansulatuseli-
mistossd. Fruktaaneja syntetoivien kasvien joukossa ei kuitenkaan juurikaan ole
suoraan ravinnoksi kaytettdavid kasveja. Taman vuoksi onkin tutkittu mahdolli-
suuksia fruktaanien siirtdmiseksi ravintokasveihin. My6s muutamilla bakteereilla
on entsyymi, joka muuttaa sakkaroosia fruktaaniksi. Ebskamp ym. (1994) siirsivat
Bacillus subtilis -bakteerin fruktosyylitransferaasigeenin tupakkaan, jolloin fruk-
taaneja kerdantyikin kasvin kaikkiin solukoihin ja vaikka tupakka normaalisti va-
rastoikin sokereita tarkkelyksend, fruktaanien synteesilld ei ollut vaikutusta kas-
vin normaaliin kasvuun.

Taumatiini ja monelliini ovat proteiineja, joita on kiytetty makeutusainee-
na. Taumatiinia esiintyy vain erdan afrikkalaisen kasvin (Thaumatococcus daniellii)
hedelmén siemenvaipassa. Sitd voidaan kayttaa sekd makeuttajana ettd aromin-
vahventeena. Taumatiinigeeni on siirretty ainakin perunaan (Witty 1990). Myos
monelliinia on eristetty afrikkalaisesta kasvista (Dioscoreophyllum cumminsii) ja se
on 100 000 kertaa sokeria makeampi yhdiste. Normaalisti se koostuu kahdesta alayk-
sikdstd ja hajoaa sen vuoksi helposti. Kun alayksikdiden geenit yhdistetdan keino-
tekoisesti, syntetoitu proteiini vastaa alkuperdistd ja on makea, mutta myds pysy-
vampi. Pefarrubia ym. (1992) siirsivat tallaisen monelliinigeenin tomaattiin he-
delmaspesifisen promoottorin kanssa. E8-promoottori sai aikaan geenin ilmenty-
misen tomaatin hedelmén solukossa. Koska E8-promoottori indusoituu hedelman
kypsymisen alkaessa ja koska erdilld hedelmilla kypsyminen alkaa etyleenin vai-
kutuksesta, kypsyméttomien hedelmien etyleenikasittelylld saatiin monelliinin tuo-
tantoa viela huomattavasti lisattya.

6.7 Muut ominaisuudet

6.7.1 Ladkeaineiden tuottaminen kasveissa

Vasta-aineet

Vasta-aineilla on tdrked tehtdvé eldinten immuunijarjestelméssé. Kasvit eivit luon-
nostaan tuota vasta-aineita, mutta ne voidaan saada syntetoimaan vieraita vasta-
aineita soluissaan suuria maarid. Hiatt ym. (1989) loivat perustan vasta-aineiden
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tuottamiselle kasvisoluissa saatuaan hiiren immunoglobuliinigeenin ilmentyméaan
tupakassa. He siirsivét vasta-aineen y- ja K-ketjun eri tupakkalinjoihin ja risteytti-
vat linjat keskenddn. Talloin muodostui kasvi, jossa syntetoitiin molempia ketjuja
ja ketjut liittyivat yhteen toimivaksi vasta-ainemolekyyliksi. Sittemmin menetel-
mad on viela kehitetty. Ma ym. (1995) siirsivét eri tupakkalinjoihin immunoglobu-
liini A:n neljd alayksikkod ja risteyttivat linjoja keskendédn, kunnes saivat kaikki
nelja alayksikkoa ilmentymaan yhdessa linjassa. Tatd vasta-ainetta voitaisiin esi-
merkiksi lisitd hammastahnaan, silld se tuhoaa kariesta aiheuttavaa Streptococcus
mutans -bakteeria.

Fiedler ja Conrad (1995) siirsivit erddn vasta-ainegeenin yksiketjuisen frag-
mentin tupakkaan siemenspesifisen promoottorin kanssa. Vasta-aine kerdéntyi tu-
pakan siemeniin ja sen sdilymistd siemenissa tutkittiin pitimalla niitd huoneen-
lammossa. Vuoden sdilytyksen jalkeen vasta-aineen maara ja aktiivisuus olivat py-
syneet muuttumattomina.

Vasta-aineiden avulla voidaan saada aikaan myos kestavyys kasviviruksia
vastaan. Tavladoraki ym. (1993) kehittivdat monoklonaalisen vasta-aineen AMCV:n
kuoriproteiinia vastaan ja saivat tupakassa ilmentymaan yhdeksi ketjuksi yhdis-
tetyn fragmentin téstd vasta-aineesta. Kun siirtogeenisia kasveja testattiin, ne kes-
tivét virusinfektiota paremmin kuin verrokkikasvit.

Rokotteet

Kasvien kdyttamista rokotteiden tuotantoon on viime aikoina tutkittu paljon. Ta-
hén asti rokotteita on valmistettu bakteereiden avulla kalliilla kiymismenetelmil-
14, mika estdd niiden laajan kdyton muun muassa kehitysmaissa. Jos rokotteina
toimivat proteiinit saataisiin ilmentymaéén kasveissa ja etenkin niiden syotavissa
osissa, rokotteet voitaisiin saada suoraan ravinnosta. Talléin niiden tuotanto ja
jakaminen véestolle olisi huomattavasti halvempaa ja helpompaa kuin tdhénasti-
silla menetelmilld. Kasvit pystyvét syntetoimaan, glykosyloimaan ja kokoamaan
nisdkkdistd perdisin olevia proteiineja ja niiden ilmentyminen on tehokasta. Kun
proteiinit lisiksi ovat kasveissa sopivassa liukoisessa muodossa, siirtogeeniset kasvit
ovat erinomainen vaihtoehto bakteeri- ja nisiakassoluviljelmille (Ma ym. 1997).

Mason ym. (1992) siirsivat hepatiitti B -viruksen pinta-antigeenia (HBsAg)
koodittavan geenin tupakkaan ja saivat sen ilmentymééan tupakan lehdissa. Anti-
geenipartikkelit olivat immunogeenisid (vastustuskykyé lisddvid), mutta téssa ta-
pauksessa geenin ilmentyminen oli niin vahéistd, ettei nditd siirtogeenisia kasveja
olisi voitu kéyttaa varsinaiseen rokotteiden tuotantoon. Tupakan lehdet siséltavat
my0s suuria madria myrkyllisid alkaloideja, joten niitad ei voida kayttdd sellaise-
naan ja kasvin tuottamat proteiinit pitdisi eristda lehdistda. Geeneja onkin siirretty
muun muassa perunan mukuloihin, joita sitten on testattu eldimilla. Haq ym. (1995)
siirsivdt perunaan E. colin enterotoksiinigeenin, ja kun siirtogeenisten kasvien
mukuloita syo6tettiin hiirille, niissa havaittiin vasta-aineiden muodostumista. Ih-
misen ravinnoksi kéytettdessd peruna pitad kuitenkin keittdd, jolloin siind olevat
proteiinit denaturoituvat. Viime aikoina onkin tutkittu mahdollisuuksia muun
muassa banaanin kayttoon tuotettaessa syotavia rokotteita ihmisté varten.

Ma ym. (1997) havaitsivat siirtogeenisessa tupakassa ja perunassa tuotetun
sokeritaudin autoantigeenin, hiiren glutamiinihappodekarboksylaasin (GAD67),
estdvan sokeritaudin kehittymista hiirissé, kun siirtogeenisia kasveja sy6tettiin niille.
Jos syotédviin kasveihin siirrettdisiin ihmisen vastaavaa proteiinia (GAD65), voitai-
siin ehka estdd sokeritaudin kehittyminen riskiryhméaan kuuluville ihmisille.

My6s kasviviruksia voidaan kdyttda vektoreina, kun halutaan tuottaa kasvi-
solussa suuria maarid vierasta proteiinia. Turpen ym. (1995) liittivat malariainfek-
tiossa toimivia DNA-jaksoja TMV:n kuoriproteiinigeeniin ja infektoivat tupakan
tdmén viruksen avulla. Virus levidd systeemisesti kasviin ja tuottaa suuria méaaria
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muunnettuja viruspartikkeleita. Nama partikkelit voidaan eristda kasvista ja ha-
luttu peptidi vastaavasti viruspartikkeleista. Dalsgaard ym. (1997) siirsivét anti-
geenijakson eldimid infektoivasta parvoviruksesta kasviviruksen kuoriproteiiniin
ja tuottivat ndita kimeerisia viruksia lehmadnpavussa. Téta kasvissa tuotettua vi-
rusta kaytettiin rokotteena suoraan parvoviruksen kohdelajilla, minkilla, jolloin
voitiin todeta, ettd se esti taudin puhkeamisen.

Muut ladkeaineet

Koisokasvien heimossa (Solanaceae) on useita lajeja, jotka tuottavat erilaisia myr-
kyllisid alkaloideja. Skopolamiini on alkaloidi, jota kdytetdan lddkkeend ja joka
vaikuttaa keskushermostoon. Tietyt lajit tuottavat luonnostaan paljon skopolamii-
nia, ja nditd lajeja viljelladn kaupallisissa tarkoituksissa. Skopolamiinia syntetoi-
daan kasveissa hyoskyamiinista hydroksylaation ja epoksidaation avulla. Molem-
missa reaktioissa toimii sama entsyymi, hyoskyamiini-6 -hydroksylaasi (H6H). Bel-
ladonna (Atropa belladonna) sisaltaa runsaasti hyoskyamiinia, mutta vahan skopo-
lamiinia. Kun hullukaalista (Hyoscyamus niger) siirrettiin HoH-entsyymin geeni bel-
ladonnaan, kasvin sisdltdimé hyoskyamiini saatiin lahes kokonaan muuttumaan
skopolamiiniksi (Yun ym. 1992).

6.7.2 (Koiras)steriliteetti

Heteroosijalostus perustuu niin sanottuun hybridielinvoimaan eli heteroosiin.
Heteroosijalostuksessa ristipdlytyksen varmistaminen on tarkeéa. Joillakin lajeilla
ristipolytys on varmistettu poistamalla hedekukinnot késin. Esimerkiksi maissilla
tatd menetelmad kaytetdaan vieldkin, mutta se on tyolasta ja kallista. Hybridisie-
menen valmistus voimakkaasti itsepdlytteisilld lajeilla on myds hankalaa. Hete-
roosijalostukseen koirassteriilit kasvit soveltuvatkin hyvin. Koirassteriliteetti on
erds keino estda siirtogeenien levidminen ymparistoon siitepolyn ja siemenien
kautta. Metsapuut voidaan saada kasvamaan tehokkaammin, kun resurssien kayt-
taminen kukkimiseen ja siitep6lyn muodostumiseen on estetty. Monien puiden
siitepoly aiheuttaa allergioita ihmisilld. Tatédkin ongelmaa voitaisiin vahentaa esta-
malla siitepolyn muodostuminen.

CMS eli sytoplasminen koirassteriliteetti on mitokondriogeenien aikaansaa-
ma ominaisuus. Koska mitokondriot periytyvdt maternaalisesti, voidaan CMS-
emikasvin avulla saada aikaan sataprosenttisesti koirassteriileja kasveja. Tumassa
on lisdksi dominantteja palauttajageeneja (restorer; Rf), jotka nimensd mukaisesti
voivat palauttaa lisadntymiskyvyn koirassteriileille F -hybridikasveille. CMS:4 on
kaytetty useilla kasveilla lisdédntymiskontrollimenetelménad. Joillakin lajeilla sithen
liittyy kuitenkin epétoivottuja ominaisuuksia, muun muassa maissilla alttiutta sie-
nitaudeille, rapsilla steriliteetin hdvidmistd ja vehnalld palauttajageenien epatay-
dellista toimintaa.

Steriliteetti voidaan saada aikaan my6s muokkaamalla geenejé, jotka osallis-
tuvat kasvien lisdédntymiselimien kehitykseen. Kukkasolukko voidaan muuttaa li-
sadantymiskyvyttomaksi siirtdmalld kasviin solumyrkkya koodittava geeni soluk-
kospesifisen promoottorin kanssa, tai kasvin kukkasolukon luonnollinen kehitty-
minen voidaan estdd esimerkiksi antisense-menetelmén avulla.

Mariani ym. (1990) siirsivét tupakkaan ja rapsiin ribonukleaasigeenin tupa-
kasta eristetyn TA29-promoottorin kanssa, joka sai aikaan geenin ilmentymisen
vain ponnen lokeron seindn tapetum-solukossa siitep6lyn muodostumisvaihees-
sa. Tapetum-solukko toimii siitepolyhiukkasten ravinnonldhteend. Kun ribonukle-
aasi hajottaa sen, normaaleja siitepolyhiukkasia ei muodostu ja kasvista tulee koi-
rassteriili. Hybridikasvin pitéisi toisaalta olla lisdantymiskykyinen, varsinkin jos
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satona kerataan hedelmia tai siemenid. Sama ryhma onnistui palauttamaan lisddn-
tymiskyvyn siirtdmalld kasveihin riboleaasi-inhibiittorigeenin saman promoot-
torin alaisuudessa ja risteyttamalld naitd kasveja ribonukleaasigeenin siséltavien
koirassteriilien kasvien kanssa (Mariani ym. 1992). Ribonukleaasi-inhibiittori estad
ribonukleaasin toiminnan muodostaen kompleksin tdimén kanssa, jolloin lisaan-
tymiskyky palautuu.

Thorsness ym. (1991) kdyttivdt samaa periaatetta siirtdessdén tupakkaan dif-
teriatoksiini A -geenin emi- ja siitepolyspesifisen promoottorin kanssa. Toksiini
estdd proteiinisynteesin ja saa siten aikaan solun tuhoutumisen. Geeni saatiin il-
mentymdan emin solukossa, jolloin siirtogeeniset kasvit olivat naarassteriileja.
Geeni vaikutti myos siitepdlyn kehitykseen, jolloin 50-75 % siitepolyhiukkasista
oli steriileja. Talla menetelmalla ei siis saatu aikaan tdydellista koirassteriliteetti.

Agrobacterium rhizogenes -bakteerin rolC-geeni kasviin siirrettynd saa aikaan
lyhytkasvuisuutta, apikaalidominanssin ja lehtipigmenttien haviamista seka koi-
rassteriliteettid. Siirrettyddn tdméan geenin tupakkaan Schmiilling ym. (1993) pyr-
kivat lisddntymiskyvyn palauttamiseen risteyttamalld steriileja kasveja kasvien
kanssa, joihin oli siirretty r0lC:n antisense-RNA. Lisddntymiskyky saatiinkin pa-
lautumaan jossakin maarin, mutta siementuotantoa ei saatu palautumaan nor-
maaliksi.

Siitepolyhiukkasten muodostuessa siitepolyn emosoluista niiden ymparille
syntetoidaan véliaikainen seinédkerros kalloosista. Meioosin jdlkeen kallaasientsyy-
mi (B-1,3-glukanaasi) hajottaa kalloosikerroksen ja siitepolyhiukkaset vapautuvat
ponnen lokeroon. Worrall ym. (1992) siirsivét tupakkaan -1,3-glukanaasin ja sai-
vat sen ilmentymaan ennenaikaisesti, jolloin kalloosikerros hajosi tavallista aikai-
semmin eikd normaaleja siitepolyhiukkasia padssyt muodostumaan. Koirassterili-
teetti ei kuitenkaan ollut tdydellinen vaan osa siitepolystéd kehittyi normaalisti.

Antisense-menetelmin avulla voidaan estdd lisddntymiselimien kehittymi-
nen estamalla tiettyjen entsyymien toiminta. Kalkonisyntaasi (CHS) on avainent-
syymi flavonoidien synteesissa. Flavonoideilla on monia tehtdvid kasveissa ja kuk-
kien lisdksi ne osallistuvat my®os siitepdlyn pigmentin tuotantoon. Estamalla siite-
polyn pigmentaatio CHS:n antisense-RNA:n avulla on saatu aikaan koirassterili-
teetti petunialla (van der Meer ym. 1992). Geeninsiirrossa kaytettiin promoottoria,
joka toimii vain tapetum-solukossa, jotta saatiin estettyd pigmenttih&iriot muissa
kukan osissa (esimerkiksi terdlehdissa).

6.7.3 Polymeerien tuottaminen kasveissa

Polyhydroksialkanoaatit (PHA) ovat polyestereitd, joita useat bakteerit kerddvat
soluihinsa. Naitd polymeereja on monenlaisia, kovista muoveista kumimaisiin.
Kaikki ovat kuitenkin taysin biologisesti hajoavia. Néditd muoveja tuotetaan nyky-
aan fermentoimalla bakteereita sopivan hiililihteen (esimerkiksi glukoosi) kanssa,
mutta niiden tuottaminen on huomattavasti kalliimpaa kuin synteettisten muovi-
laatujen. Taman vuoksi onkin etsitty kasveja, joissa nditd PHA-yhdisteitd voitai-
siin tuottaa suuria maaria. Oljyja varastoivat kasvit (rapsi, auringonkukka ja soija-
papu) ovat hyvid ehdokkaita biohajoavien muovien tuotantoon.

Alcaligenes eutrophus -bakteerissa polyhydroksibutyraattia (PHB) syntetoidaan
asetyylikoentsyymi A (asetyyli-CoA):sta kolmen entsyymin avulla. Yhtd ndista ent-
syymeistd esiintyy luonnostaan kasveillakin. Kun kaksi muuta entsyymia siirret-
tiin lituruohoon, PHB:ia kerdéntyi tumaan, vakuoliin ja sytoplasmaan pieniksi jy-
vasiksi (Poirier ym. 1992). Maarat olivat kuitenkin pienid, ja siirtogeeniset kasvit
olivat kooltaan pienid ja tuottivat normaalia vahemman siemenid. Syyna arveltiin
olevan asetyyli-CoA:n rajallinen méaara sytoplasmassa. Koska kasvin rasvahapot
syntetoidaan asetyyli-CoA:sta kloroplasteissa, ohjaamalla siirtogeeni kloroplastiin
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PHB:n méaéara kasvisoluissa saatiin nousemaan satakertaiseksi (Nawrath ym. 1994).
Kloroplastit toimivat normaalisti tarkkelyksen varastointieliminé eikd PHB:n ke-
radntymiselldkddn havaittu haitallista vaikutusta solujen toimintaan ja siirtogee-

nisten kasvien kasvuun.

John ja Keller (1996) siirsivat kaksi PHB:n synteesid koodittavaa geenid puu-
villaan, jolloin PHB:ia kerdantyi puuvillan kuidun (“haiventen”) sisaan. PHB:n ke-
radntyminen soluun ei vaikuttanut puuvillakuidun normaaleihin ominaisuuksiin,
jotka johtuvat ldhinné epidermisolujen (kuitujen) soluseiniin kertyvistéd aineista.
Se sai kuitenkin aikaan kuitujen limmonjohto-ominaisuuksien muuttumisen.
PHB:ia siséltavat kuidut eristivdt lampoad paremmin kuin normaalit puuvillakui-
dut. Naita kuituja voitaisiinkin kayttad esimerkiksi talvivaatteissa, jos soluihin ke-

raantyvan PHB:n méaéara saataisiin vield kasvamaan.

6.7.4 Koristekasvien ominaisuudet

Koristekasveja on pitkdédn jalostettu risteyttdmaélla ja valikoimalla haluttuja omi-
naisuuksia. Geeninsiirron avulla koristekasveihin voidaan siirtda helposti ja no-
peasti uusia ominaisuuksia vaikuttamatta risteytysjalostuksella jo saatuihin omi-

naisuuksiin.

Yleisin jalostuksen kohde koristekasveilla lienee kukan vari. Flavonoidit ovat
yleisimpia kasvipigmenttejd, jotka saavat aikaan erilaisia punaisen savyja. Petuni-
an kukat ovat yleensé viriltddn sinipunaisia, koska antosyaanien synteesiin tarvit-
tava entsyymi ei osaa kdyttad hyvakseen oranssinpunaisen pelargonidiinin synty-
miseen vaadittavaa valimuotoa. Kun petuniaan siirrettiin maissista AI-geeni, joka
koodittaa vastaavaa entsyymid, mutta ei ole yhta spesifinen, saatiin muodostu-
maan pelargonidiinia ja uuden viérisid, tiilenpunaisia kukkia (Meyer ym. 1987).
Kalkonisyntaasi on avainentsyymi flavonoidipigmenttien muodostuksessa, ja es-
tamalla kalkonisyntaasin toiminta voidaan saada aikaan uusia vérisavyjd. Elomaa
ym. (1993) siirsivat sidelatvaan kalkonisyntaasin antisense-RNA:n, jolloin pigmen-
tin mééra siirtogeenisissd kasveissa vaheni ja saatiin aikaan uuden vérisid kukkia.

Etyleeni on kasvihormoni, joka sddtelee kypsymistd ja saa aikaan esimerkiksi
kukkien lakastumisen. Lituruohosta on 16ydetty etyleenireseptori, joka ei kykene
sitomaan etyleenid. Talloin kasvi ei reagoi ulkoisen tai sisdisen etyleenin maaraan.
Tomaattiin ja petuniaan siirrettyna mutanttireseptori hidasti kukkien kuihtumista
ja hedelmien kypsymistd huomattavasti (Wilkinson ym. 1997). Tama on hyodylli-
nen ominaisuus varsinkin koristekasveilla ja leikkokukilla. Kun etyleenin aikaan-
saamat vanhenemisreaktiot saadaan estettyd, kukat sailyvat kauniina pitkdan. Myos
ympéristohaitat pienenevit, kun voidaan luopua etyleenin synteesia tai toimin-

taa estdvien haitallisten kemikaalien kiytosta kasvihuoneissa.

Pellegrineschi ym. (1994) kayttivat hyvéakseen luonnollisen Agrobacterium
rhizogenes -infektion aikaansaamia morfologisia muutoksia tuoksupelargonialla.
Téama hyvantuoksuinen kasvi ei ole ulkonddltaan kovin viehéttava pitkien nivel-
valiensd ja harvalehtisyytensa takia. Agrobacterium rhizogenes -infektio sai aikaan
nivelvélien lyhenemisen ja lehtien maaran lisddntymisen kolminkertaiseksi, jol-
loin kasvi kokonaisuudessaan néytti tuuheammalta. Juurten muodostuminen no-
peutui, mika helpottaa kasvien lisddmista pistokkaiden avulla. Lehdet olivat varil-
taan tummemman vihreita, eika kontrollikasveilla havaittavaa lehtien kellastumista
tapahtunut. Lisdksi hyvantuoksuisten aromaattisten 6ljyjen mééara lisdantyi.
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6.7.5 Muut ominaisuudet

Vehnéjauhojen hyvét leivontaominaisuudet johtuvat vehnanjyvén sisaltamasta
sitkoaineesta, gluteenista. Gluteeni on vehnanjyvén varastoproteiinien, gliadiini-
en ja gluteniinien, muodostama verkkomainen rakenne, joka saa aikaan taikinan
sitkon. Leivontaominaisuuksiin vaikuttavat etenkin tietyt molekyylipainoltaan
suuret gluteniinialayksikdt (HMW-GS), joita vehndssé lajikkeesta riippumatta on
kuusi erilaista. Kaikki geenit eivét kuitenkaan ilmenny kaikissa lajikkeissa, ja glu-
teenin laatua onkin yritetty parantaa lisidmalld vehnaélajikkeisiin yliméaaraisid ko-
pioita ndistd geeneistd. Erityisesti yhden geenin (1AxI) on todettu vaikuttavan
vehnén leivontaominaisuuksiin, mutta se ei ilmenny ldhesk&dn kaikissa lajikkeis-
sa. Altpeter ym. (1996) siirsivdt tdimédn geenin lajikkeeseen, jolta se luonnostaan
puuttui. Geeni saatiin ilmentymadén ja toimimaan vehnéssd, ja sen todetiin lisaa-
van gluteenin kokonaismééaraa ja siten parantavan lajikkeen leivontaominaisuuk-
sia.

Hedelmien laatua, koostumusta ja ulkonikéa voidaan parantaa geeninsiir-
tojen avulla. Martineau ym. (1995) pyrkivit lisddmaan kiinteiden aineiden maaria
tomaatin hedelmassa siirtdimalla sithen sytokiniinin synteesissa tarvittavan iso-
pentenyylitransferaasientsyymin geenin. Fotosynteesissa syntyvien sokereiden on
todettu kulkeutuvan solukoihin, joissa sytokiniinisynteesi on voimakasta. Kun iso-
pentenyylitransferaasigeeni saatiin ilmentymaan tomaatin hedelmassa, kuiva-ai-
neiden mééra kasvoi. Tdmd muun muassa vahentdd kuljetuskustannuksia seka
helpottaa esimerkiksi tomaattisoseen valmistusta, koska vettd pitdd haihduttaa
vahemman.

Polyfenolioksidaasientsyymi (PPO) saa aikaan kasvinosien tummumista ha-
pettamalla kasvien fenoliyhdisteitd, jolloin syntyy tummia melaniinipigmentteja.
Normaalisti timé entsyymi ei ole kosketuksissa kasvisolun fenoliyhdisteiden kans-
sa, mutta kasveja kasiteltdessd soluorganellit hajoavat ja fenolit padsevat reagoi-
maan PPO:n kanssa. Téllaista tummumista tapahtuu muun muassa perunalla, leh-
tisalaatilla, sienilld, avokadolla ja viinirypaleilld, ja sitda on kontrolloitu elintarvik-
keissa kayttamalla sulfiittiyhdisteitd. Bachem ym. (1994) saivat perunan mukulan
tummumisen estettyéd siirtdmalld perunaan PPO:n antisense-RNA:n.

Niin sanotuilla klimakteerisilla kasveilla (muun muassa tomaatti, banaani ja
omena) kasvihormoni etyleeni saitelee kypsymistd. Kypsymisen alkaessa sisdi-
sen etyleenin mééra nousee nopeasti ja se kdynnistaad muita reaktioita, jotka saa-
vat aikaan hedelman varin, koostumuksen, maun ja tuoksun muuttumisen. Ety-
leenin synteesissa toimii kaksi entsyymid, ACC-syntaasi ja ACC-oksidaasi. Etylee-
nin synteesi on estetty siirtdmalld tomaattiin jomman kumman entsyymin anti-
sense-RNA, jolloin hedelmén kypsyminen estyy (Hamilton ym. 1990; Oeller ym.
1991). Ayub ym. (1996) siirsivat ACC-oksidaasin antisense-RNA:n meloniin, joka
normaalisti kypsyessddn pilaantuu nopeasti. Antisense-menetelméan avulla kyp-
syminen saatiin estettyd ja hedelmat jdivét vihreiksi ja kiinteiksi normaalien he-
delmien pehmetesséd ja muuttuessa keltaisiksi. Hedelmait eivat myoskéan irron-
neet kdynnoksestd. Normaalisti melonit kerdtddn ennen kuin ne ovat kerdnneet
maksimimadran sokereita hedelméasolukkoonsa. Kun hedelmaét voidaan jattaa koyn-
nokseen pitemmaksi aikaa ilman pelkoa ylikypsymisestd, ne kerddvat enemman
sokereita ja ovat makeampia. Kypsyminen saatiin siirtogeenisilla kasveilla aikaan
ulkoisesti lisdtyn etyleenin avulla.

Kasvit varastoivat fosforia fytaattina, joka ei sellaisenaan kelpaa ravinnoksi
eldimille. Kasvien sisaltiman fytaatin on myo6s todettu sitovan valttamattomia mi-
neraaleja, kuten kalsiumia, rautaa ja sinkkia estden niiden kdyton ravinteina. Eldin-
ten rehuun onkin lisatty Aspergillus niger -sienesta eristettya fytaasientsyymia, jonka
avulla rehussa oleva fytaatti hajoaa kiyttokelpoiseksi fosfaatiksi ja myoinositolik-
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si. Pen ym. (1993) siirsivat fytaasigeenin tupakkaan ja saivat sen ilmentymaan sie-
menissd. Fytaasia sisdltdvid siemenid voidaan lisdtd suoraan eldinten rehuun, ja
siemenissd entsyymiaktiivisuus sdilyy pitkidkin aikoja.

Kasveja voidaan my6s kiyttdd bioreaktoreina bakteerifermentaation sijasta
tuotettaessa entsyymeja teollisiin tarkoituksiin. Tupakassa on muun muassa tuo-
tettu tarkkelyksen hajotuksessa kaytettivdaa a-amylaasia (Pen ym. 1992) seka pa-
periteollisuudessa kaytettdvaa ksylanaasia, joka hajottaa kasvisolujen sekundaa-
riseindssa olevaa hemiselluloosaa, ksylaania (Herbers ym. 1995).

Ihmisen hemoglobiiniakin on ajateltu voitavan tuottaa kasveissa, jolloin ei
tarvitsisi turvautua verenluovuttajilta saatuun vereen tai bakteerien tai siirtogee-
nisten eldinten tuottamaan hemoglobiiniin. Dieryck ym. (1997) siirsivét tupakkaan
ihmisen hemoglobiinin kahden alayksikon geenit ja saivat aikaan toimivan he-
moglobiinin syntymisen. Holmberg ym. (1997) puolestaan siirsivat tupakkaan Vit-
reoscilla-bakteerin hemoglobiinin ja tutkivat sen vaikutusta kasvin kasvuun ja ai-
neenvaihduntaan. Bakteerihemoglobiinia tuottava siirtogeeninen tupakka kasvoi
verrokkikasveja nopeammin, siemenet itivat nopeammin ja kasvit kukkivat aikai-
semmin. My6s sekundaarimetaboliittien, muun muassa nikotiinin, tuotanto kas-
voi. Hapen mééra soluissa saattaa rajoittaa kasvien aineenvaihduntaa, koska niilta
puuttuu hemoglobiinin tapainen happea sitova yhdiste. Hemoglobiinin siirtami-
nen kasveihin ja hapen saannin turvaaminen voisi siten saada kasvit kasvamaan
tehokkaammin.

Viljelykasvien jalostuksessa pyritadn lopulta aina sadonlisaykseen. Kun kas-
veja kasvatetaan tihednd monokulttuurina, ne varjostavat toisiaan. Kasvit kilpai-
levat valosta ja péddstdkseen valoon ne ohjaavat ravinteita ja fotosynteesituotteita
varren kasvuun, jolloin lehdet jadviat pienemmiksi. Valoreseptoreina kasveissa toi-
mivat fytokromit, joita muun muassa lituruoholla on viisi erilaista. Naista fyto-
kromi A absorboi etenkin pitkda punaista valoa (FR; 700-800 nm), ja aktivoitues-
saan saa aikaan varren kasvun hidastumisen ja nivelvilien lyhenemisen, mika joh-
taa vastaavasti lehtipinta-alan kasvuun. Pitkdad punaista valoa on paljon juuri ti-
heissa kasvatuksissa valon heijastuessa ymparilla olevista kasveista. Normaalisti
fytokromi A toimii kuitenkin vain itdimisen alkuvaiheessa ja hajoaa nopeasti va-
lossa. Vallitsevaksi tulee fytokromi B, joka puolestaan saa aikaan varren pitenemi-
sen varjostuksen vélttdmiseksi. Robson ym. (1996) siirsivat tupakkaan kauran fy-
tokromi A:n geenin, ja sen ylituotanto sai aikaan fytokromi A:n méaran kasvun
tupakan solukossa. Kasveja testattiin kenttdkokeissa ja havaittiin, ettd harvassa
kasvaessaan siirtogeeniset kasvit eivit poikenneet normaalista, mutta tihedssa kas-
vustossa niiden pituuskasvu vdheni ja lehtipinta-ala lisdantyi. Télla tavalla voi-
daan satoindeksia (harvest index; lehtien biomassa/kokonaisbiomassa) kasvattaa ja
estdd varren turhaa kasvua ja muun muassa lakoontumista tiheissékin kasvustoissa.
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Siircogeenisten kasvien
ymparistovaikutukset Suomessa

1.1 Ympadristovaikutusten arvioinnin periaatteet

Tassa osassa ymparistovaikutuksista puhuttaessa keskitytddn ldhinna negatiivi-
siin ymparistovaikutuksiin eli ymparistoriskeihin. Ymparistoriskilld tarkoitetaan
tietystd ominaisuudesta johtuvien vaaratekijoiden haitallisten seurauksien vaka-
vuuden ja todenndkoisyyden yhteisvaikutusta. Jos vaaratekijdn seuraus on merki-
tykseton (jos kasviin siirretty ominaisuus ei esimerkiksi anna sille valintaetua tai
jopa heikentéa sen elinkelpoisuutta), suurikaan todennédkoisyys sen esiintymiseen
ei tee siitd vakavaa ymparistoriskia. Toisaalta jos vaaratekijan seuraus on ekologi-
sesti vakava (jos uusi ominaisuus esimerkiksi lisdd ennestdédnkin voimakkaasti
lisadntyvan kasvin levidmiskykyad), pienikin todennékoisyys edellyttaa riskin tark-
kaa arvioimista ja sen toteutumisen ehkdisemistd mahdollisuuksien mukaan.

71.1.1 Riskinarviointiin vaikuttavat tekijat

Siirtogeenisten kasvien ympaéristoriskien arviointiin vaikuttavista tekijoistd tar-
keimmat ovat itse kasvilaji sekd ominaisuus, joka lajiin siirretddn. My6s ymparis-
totekijoilla on suuri vaikutus siirtogeenisen kasvin kayttaytymiseen. Padasiallisi-
na geeninsiirron kohteina olevat perinteiset viljelykasvilajit ja niiden ominaisuu-
det tunnetaan melko hyvin. Riskinarvioinnin perusteena ovatkin mahdolliset muu-
tokset, joita lajissa geeninsiirron jélkeen tapahtuu. Kunkin lajin lisddntymis- ja le-
vidmisbiologian perusteella voidaan ennustaa siirtogeenisten kasvien levittayty-
mistd ja geenien mahdollista siirtymistd luonnonpopulaatioihin tai lahisukuisiin
luonnonvaraisiin lajeihin. Siirtogeenisen kasvin mahdolliset haitalliset ymparisto-
vaikutukset riippuvat siirretysta ominaisuudesta ja siitd, miten siirtogeeninen kas-
vi poikkeaa alkuperdisestd. Erilaiset ympdristotekijdt voivat vaikuttaa arvaamat-
tomalla tavalla siirtogeenisen kasvin kédyttdytymiseen ja ne tulee mahdollisuuksi-
en mukaan huomioida riskinarvioinnissa.

Kasvilaji
Ymparistovaikutusten arvioinnin ldhtokohdaksi taytyy aina ottaa kulloinkin ky-
seessd oleva kasvilaji ja sen asema ekosysteemissd. Lajin lisddntymis- ja levidmis-
biologian perusteella voidaan arvioida siirtogeenisen kasvin mahdollista levia-
mistd tai geenien siirtymistd muihin lajeihin. Ympéristoriskien mahdollisuus on
pienin lajeilla, jotka eivit levia luontaisesti ja joilla ei ole sukulaisia, joiden kanssa
ne voisivat risteytyd. Lajit, jotka ovat kotoperdisid ja ominaisuuksiltaan lahella
luonnonlajeja, pystyvét levidmaan ymparistoon ja mahdollisesti risteytyméaan luon-
nonvaraisten populaatioiden tai sukulaislajien kanssa, jolloin geenit padsevat le-
vidmaan ymparistoon. Ympadristoriskit voivat olla suuria esimerkiksi metsapuilla,
jotka ovat pitkdikaisid, voimakkaita kilpailijoita ja usein avainlajeja ekosystee-
missa.

Suomalaisten lajien kohdalla arvionnin ldhtékohdaksi voidaan ottaa lajin al-
kuperdinen levinneisyys ja sen mahdollisuus muodostaa pysyvid populaatioita
Suomen luonnossa. Useimmat viljelykasvit on alunperin tuotu Suomeen muualta
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eivatkd ne muodosta luonnonpopulaatioita. Niilld ei myoskaan ole taalla sukulai-
sia, joiden kanssa ne voisivat risteytya. Pitkalle jalostetut tai eksoottiset lajit eivat
yleensd tule toimeen ilman ihmisen hoitotoimenpiteitd eivatkd siten voi levita
ympéristoon. Téllaisia kasveja ovat esimerkiksi tomaatti, joka ei tule toimeen kas-
vihuoneviljelyn ulkopuolella, tai peruna, jolla lyhyt kasvukausi estdd normaalin
suvullisen lisddntymisen ja kylma talvi tappaa kasvulliset lisddntymiselimet (mu-
kulat).

Kasvin levittdytymiseen vaikuttavat siementuotanto, siementen leviamista-
pajamahdollinen kasvullinen lisiantyminen. Tuulilevintdiset siemenet ovat yleen-
sa pienid, niitd on paljon ja ne levidvat laajalle alalle. Siementen dormanssi voi
saada aikaan siementen sdilymisen maassa, jolloin ne voivat itda pitkienkin aiko-
jen pédstd. Useat kasvit lisdédntyvéat myos kasvullisesti, miké voi vaikeuttaa niiden
levidmisen valvontaa. Esimerkiksi haapa lisddntyy tehokkaasti juurivesojen avul-
la.

Kasvien polytysmuoto vaikuttaa geenien mahdolliseen siirtymiseen luon-
nonpopulaatioihin tai lahisukuisiin lajeihin risteytymisen kautta. Esimerkiksi ohra
on ldhes tédysin itsepolytteinen ja risteytyminen villien ohralajien kanssa on siten
hyvin epatodenndkoistd. Voimakkaasti ristipolytteiset lajit, joilla esimerkiksi itse-
polytys on kokonaan estynyt, voivat puolestaan levittdd geenejadn nopeastikin
luonnonpopulaatioihin. Téllaisia lajeja ovat muun muassa monet ristikukkaiset
(Brassicaceae). My0s polytystapa vaikuttaa geenien siirtymiseen. Tuulip6lytteisilla
lajeilla siitepoly levida kauas, jolloin geenien levidmista on mahdoton valvoa tai
estad. Esimerkiksi mannylld ja kuusella siitepoly voi levitéd jopa yli sadan kilomet-
rin paddhdn. Hyonteispolytteisten lajien siitepOly puolestaan jaa suurimmaksi osaksi
pienelle alalle polyttédjien liikkuessa pddasiassa samassa kasvustossa.

Taulukkoon 3. (s. 61) on listattu joitakin Suomessa viljeltdviad kasveja ja niiden
mahdolliset risteytyvét sukulaislajit. Taulukossa on lisdksi mainittu voiko laji muo-
dostaa populaatioita luonnossa, sekd kunkin lajin pélytystapa, joka vaikuttaa sii-
tepolyn levidmiseen ja risteytymisen todennakéisyyteen.

Siirretty ominaisuus

Kasviin siirretyt ominaisuudet voivat lisata kasvin kilpailukykya, jolloin kasvit
voivat levitd viljelyalueen ulkopuolelle ja aiheuttaa muutoksia luonnonpopulaati-
oissa ja kokonaisissa ekosysteemeissa. Téllaisia ominaisuuksia voisivat olla esi-
merkiksi hyonteis- ja taudinkestavyys seka erilaisten stressien sieto. Useilla kas-
veilla hyonteiset tai taudit rajoittavat luonnossa populaation kokoa. Kun téllai-
seen populaatioon siirtyy vastustuskyvyn aikaansaava geeni, populaation kasvua
rajoittavat tekijit poistuvat ja laji voi levittdytya entistd tehokkaammin. Jos lajin
kylmén- tai kuivuudensietoa parannetaan, laji voi levita kasvupaikoille, joilla se ei
ole ennen menestynyt. Toisaalta suuri osa siirretyistd ominaisuuksista ei vaikuta
kasvin levidmis- ja lisédntymiskykyyn tai saa aikaan kasvin muuttumista kilpailu-
kykyisemmaksi. Muutokset voivat olla neutraaleja tai jopa negatiivisia. Esimer-

Koska siirtogeeninen laji poikkeaa alkuperdisesta siihen siirretyn ominaisuuden osalta, taytyy
tutkia, onko siirretylla geenilla vaikutusta

- siementen madraan

- siementen elinikdan

- siementen dormanssiin

- siementen levidmiseen

- ympardivien olosuhteiden sietdmiseen

- kasvulliseen lisadntymiseen

- kilpailukykyyn

... ja siten siirtogeenisen kasvin leviamiskykyyn ? (Dale 1992)
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Taulukko 3. Esimerkkeja Suomessa kasvatettavista hyotykasveista ja tutkimuksessa kaytettavista kasveista, niiden poly-
tystapa (H=hyonteispdlytteinen, T=tuulipdlytteinen, |=itsepdlytteinen, K= lisaantyy/lisitaan kasvullisesti) ja ristey-
tyvat sukulaislajit.

laji luonnon- polytys- risteytyvia sukulaisia /
popul. 2 tapa risteymia ?

SUOMESSA KASVATETTAVIA HYOTYKASVEJA

sipuli Allium cepa i H(T) ei

juurikas Beta vulgaris kylla T (H) villijuurikas (B. vulgaris ssp. maritima)
kaali Brassica oleracea i H ei

rypsi Brassica rapa ssp. oleifera  kylla H peltokaali (B. rapa ssp. campestris)
kurkku Cucumis sativus ei H! i

porkkana Daucus carota ssp. sativa kylla H rikkaporkkana (D. carota ssp. carota)
lehtisalaatti ~ Lactuca sativa i [ (H) ei

tomaatti Lycopersicon esculentum i H/IY e

herne Pisum sativum i [ (H) ei

peruna Solanum tuberosum ei KH)? e

kaura Avena sativa i T hukkakaura (4. fatua) ¢

ukonkaura (A. strigosa)
rikkakaura (4. sterilis) ®

ohra Hordeum vulgare i (T villiohrat (Suomessa harvinaisia)
ruis Secale cereale ei T el

vehnd Triticum aestivum i T pukinvehna (Aegilops cylindrica)*
mansikka fragaria x ananassa i K(H)? e

omena Malus x domestica ei ! H metsdomenapuu (M. sylvestris) $
mustaherukka Ribes nigrum kylla H i

mesimarja  Rubus arcticus kylla K(H)? e

koivu Betula sp. kylla T Betula pendula x pubescens ™

Betula nana x pendula x pubescens
Betula nana x pubescens ~

kuusi Picea abies kylla T i

manty Pinus sylvestris kylla T i

haapa Populus tremula kylla T hybridihaapa (Populus tremula x tremuloides)
SUOMESSA TUTKIMUSKAYTOSSA OLEVIA KASVEJA

lituruoho Arabidopsis thaliana kylla [(H,T) e

gerbera Gerbera hybrida i H ei

tupakka Nicotiana tabacum i H(I) ei

' nykylajikkeet partenokarppisia (hedelma kehittyy ilman siementen muodostumista)

! kdytinnssi ei siemenlevintia
* Kurtto & Lahti (1987)
§ Mikkelsen & Jorgensen (1997)

kiksi muutokset lipidi-, aminohappo- tai hiilihydraattikoostumuksessa voivat
muuttaa kasvin jopa alttiimmaksi erilaisille tuholaisille, jolloin kasvista ei toden-
nakoisesti ole uhkaa luonnollisille ekosysteemeille.

Kasveihin siirretyt ominaisuudet voivat my0s vaikuttaa suoraan maaperan
elidyhteisoihin. Kasveissa tuotettavat lddkeaineet tai tekniseen kdyttdoon tarkoi-
tetut kemialliset yhdisteet voivat olla myrkyllisid niitd syoville eldimille tai maa-
perdn mikrobeille, jolloin ne voivat vaikuttaa ravintoketjuihin ja ekosysteemien
tasapainoon.
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Kuva 7. Ympdristovaiku-
tusten arvioinnin vaiheet
SYKE:n yleisohjeen mu-
kaan.

Ymparisto

Kasvien levidmiseen ja lisddntymiseen vaikuttavat monet ympadristotekijét eten-
kin luonnonoloissa, joissa olosuhteiden muutoksia on vaikea ennustaa. Maa-
talousympéristossd olosuhteet ovat paremmin hallittavissa ja kasvien menesty-
minen riippuu ihmisestd. Luonnonoloissa kasvien levidmiseen vaikuttavat muun
muassa kilpailu muiden kasvien kanssa, patogeenit ja herbivorit. Lisdksi vaikutta-
vat erilaiset abioottiset tekijat, kuten lampétila, sademaard, kasvukauden pituus ja
valojakso (fotoperiodi) tai esimerkiksi sienijuurten ja itimiseen sopivien paikko-
jen saatavuus. Kasveihin siirretyt ominaisuudet saattavat myos ilmentya eri lailla
erilaisissa olosuhteissa. Ymparisto, johon siirtogeeninen kasvi tuodaan, muodos-
taa siis suuren epavarmuustekijin ymparistovaikutusten arvioinnissa ja ymparis-
totekijoiden vaikutukset tulee riskinarvioinnissa aina mahdollisuuksien mukaan
huomioida.

VALMISTELU

GM0:ien ympéristdn levittamisen yksityiskohtainen suunnittelu
§TM:n ptdsten dnro 22/96 mukaisten tietojen maarittminen

YMPARISTOVAIKUTUSTEN ARVIOINTI

VAIHE | Vaaratekijoiden méirittiminen

:

Ymparistotekijoiden, levittimistavan ja
levittamisolosuhteiden mirittiminen

.

Vaaratekijdiden seurauksien arviointi
(vakava, keskisuuri, pieni, merkityksetdn)

.

Vaaratekijéiden todennékaisyyden / yleisyyden

arviointi

Vaaratekijéiden ymparistoriskin arviointi
(vakava, keskisuuri, pieni, lhes nolla)

.

Riskien hallinta korjaamalla tehtyd suunnitelmaa:
VAIHE VI kun riski on pieni tai [ahes nolla, siirry vaiheeseen VII;
kun riski on keskisuuri tai vakava, toista vaiheet Il - V

VAIRE I

VAIHE I11

VAIHE IV

VAIHEV
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7.1.2 Riskinarvioinnin A
Ighestymistapoja 2.
Suomen  ympadristokeskus 2 B
. . 'S
(SYKE) on laatinut yleisoh- £
jeen geenitekniikalla muun- 8
nettujen organismien ympa- 3 C
ristovaikutusten arviointia E
varten. Kuvassa 7 (s. 62) on £
esitetty ymparistovaikutus- 2
Hy
ten arvioinnin eri vaiheet = E
kaaviona SYKE:n yleisohjeen &
e . .es <
mukaan. Ympdristoriskejdar-
vioitaessa maddritetddn ensin F

vaaratekijat ottaen huomi-
oon ympdristotekijét ja levit-
tdmisolosuhteet. Taméan jal-
keen arvioidaan vaaratekijoi-
den aiheuttamat seuraukset
janiiden toteutumisen toden-
nakoéisyys. Naiden perusteella voidaan maaritella kunkin tapauksen riskiluokka
(ks. my6s kuva 8.). Hyvaksyttavén riskitason tulee olla pieni tai ldhes nolla. Jos
riskitason havaitaan olevan keskisuuri tai vakava, tilanne pyritddn korjaamaan
riskienhallinnan avulla muuttamalla koe- ja valvontajérjestelyja. Seurausten ko-
konaisriski voidaan arvioida ottamalla huomioon vaaratekijoiden riskien yhteis-
vaikutus ja riskien mahdollinen kumuloituvuus. Lopuksi voidaan viela tarkastella
toiminnan vaihtoehtoja sekd ottaa huomioon toiminnan mahdolliset positiiviset
ympdristovaikutukset, jolloin ymparistoriskien ja -hyotyjen keskindinen arviointi
on mahdollista.

Kuvassa 8. on esitetty riskitason mééritteleminen taulukkomuodossa Jankin
ym. (1997) niin sanotun Zurich Hazard Analysis -mallin (ZHA) mukaan. Riskin
vakavuus kasvaa kaaviossa oikealle ja ylospédin mentdessd. Paksun viivan alapuo-
lella nékyva vaalea alue esittaa niin sanottua hyvéksyttya riskiluokkaa. Kaaviosta
nakyy, ettd pienelld todenndkoisyydelld esiintyvd vakava seuraus muodostaa suu-
remman riskin kuin suurella todennékoisyydelld esiintyva merkitykseton seuraus.
Jos madritelty riskitaso sijoittuu viivan yldpuolelle tummennetulle alueelle, riski-
enhallinnan avulla tdytyy muuttaa olosuhteita siten, ettd pédédstadn hyvéksytylle
riskitasolle.

Tiedje ym. (1989) esittivit yksityiskohtaisen mallikaavion (liite 2), jonka avulla
siirtogeenisid organismeja ja niihin siirrettyja ominaisuuksia tarkastelemalla py-
rittiin arvioimaan niiden mahdollisia ymparistoriskeja. Tassa mallissa siirtogeeni-
sid kasveja verrataan alkuperiisiin kasveihin ja keskitytaan lahinnd fenotyypin
muutoksiin. Geneettisten muutosten ja siirtogeenisen lajin ominaisuuksien riskin-
arviointi perustuu siihen, kuinka hyvin muutokset tunnetaan ja kuinka paljon ne
poikkeavat alkuperiisestd. Mitd suurempia muutokset ovat, sitd todennakoisem-
paa on mahdollisten haitallisten ymparistovaikutusten esiintyminen. Kaavion pe-
rusteella voitaisiin siis karkeasti arvioida, mihin riskiryhméan kukin siirtogeeni-
nen laji kuuluu riippuen siitd, kallistuvatko ominaisuudet enemmaén kaavion va-
semmalle (ympaéristoriskien mahdollisuus pienempi) vai oikealle (ymparistoriski-
en mahdollisuus suurempi) puolelle. Esitys korostaa kuitenkin liiaksi itse muutos-
ta eikd siind oteta huomioon varsinaisen siirretyn ominaisuuden vaikutuksia. Esi-
merkiksi se, ettd geenin ominaisuudet tunnetaan, ei tee organismista riskiténta, jos
ominaisuuksien tiedetddn olevan vaarallisia (liite 2, kohta 1.). Myoskdan se, ettd

IV

vaaratekijan seurauksen vakavuus

Suomen ympdristd 85

< HYVAKSYTTY RISKITASO

Kuva 8. Riskitason arvi-
ointi ZHA-mallin mukaan
(Jank ym. 1997). Pysty-
suoraan on merkitty vaa-
ratekijén esiintymisen to-
denndkoisyys, joka piene-
nee alaspdin mentdessd
(A=yleinen,
B=kohtalaisen yleinen,
C=satunnainen,
D=nharvinainen,
E=epdtodenndkainen,
F=mahdoton). Vaa-
kasuoraan on merkitty
vaaratekijdn seurauksen
vakavuus, joka kasvaa oi-
kealle pdin mentdessd
(IV=olematon, lll=ei
juuri merkitystd,
II=vakava, I=erittdin va-
kava). Paksulla viivalla on
merkitty hyvaksytyn riski-
tason raja.



siirtogeeninen organismi on paikallinen ja sen levinneisyys tunnetaan, ei valtta-
mattd tarkoita ettd se olisi vaarattomampi kuin muualta siirretty organismi, jonka
kayttdytymistd ei tunneta; pikemminkin pdinvastoin (liite 2, kohta 2.). Tama esitys
on kuitenkin ensimmadinen geenitekniikalla muunnettuja organismeja varten ke-
hitetty riskinarviointimalli ja sen vuoksi huomionarvoinen. Malli on rakennettu
koskemaan ldhinna siirtogeenisid mikrobeja, joten sitd ei voida suoraan soveltaa
siirtogeenisiin kasveihin. Sithen on kuitenkin listattu asioita, joita on hyva ottaa
huomioon riskinarviointia tehtdessa.

Gaugitsch ja Torgersen (1995) kokosivat yhteen kolmen itdvaltalaisen asian-
tuntijaryhmén ndkemykset siirtogeenisten organismien ymparistovaikutusten ar-
vioinnista. Liitteessd 3 on esitetty avainkysymykset, jotka koskevat nimenomaan
siirtogeenisten kasvien riskinarviointia. Tdssé esityksessa painotetaan jo olemas-
sa olevaa tietoa vastaanottajakasvista, siirrettdvastd ominaisuudesta ja ymparis-

Goy ja Duesing (1996) tarkastelivat siirtogeenisten kasvien mahdollisia ymparistovaikutuksia Euroopassa tehty-
jen kenttakokeiden pohjalta. Tutkimus ei vastaa tilannetta Suomessa, mutta on yksi esimerkki siita, miten
riskinarviointia voidaan tehda ja miten voidaan kartoittaa lajit ja ominaisuudet ja niiden yhdistelmat, joiden
kohdalla negatiiviset ymparistovaikutukset ovat mahdollisia. Aluksi tarkasteltiin itse kasveja ja niiden risteyty-
mismahdollisuuksia, ja sen jalkeen siirrettavid ominaisuuksia ja niiden vaikutuksia ympéristoon. Ymparistovai-
kutusten arviointiin kdytettiin yksinkertaista yhtaloa

geenin siirtymisen todennakdisyys x geenin siirtymisen seuraukset =
mahdolliset ymparistvaikutukset

Aluksi kasvit jaoteltiin kolmeen ryhmédan sen mukaan kuinka todennakdistd geenien siirtyminen lahisukulaisiin
on. Ryhméan | kuuluivat kasvit, joilla ei Euroopassa ole lahisukulaisia, joiden kanssa ne voisivat risteytya.
Tallaisia kasveja olivat esimerkiksi tupakka, peruna ja maissi. Ryhman Il kasveilla on pieni mahdollisuus
risteytyd lahisukuisten lajien kanssa, mutta elinkykyisten jalkeldisten tuottaminen on melko epatodennakdista.
Tallaisia lajeja olivat esimerkiksi rapsi ja lehtisalaatti. Ryhman Il kasveilla on suuri todennakdisyys risteytya
[ahisukulaisten kanssa ja niitd lajeja olivat muun muassa sokerijuurikas, sinimailanen ja poppeli. Aineistona
kaytetyistd 391 kenttakokeesta ryhmaan | kuului 54 %, ryhméan 11 26 % ja ryhmaan 111 20 % lajeista.

Taman jalkeen siirretyt ominaisuudet luokiteltiin sen mukaan, kuinka suuren kilpailuedun ne tuovat
siirtyessaan |uonnonvaraiseen lajiin. Luokkaan | kuuluivat minimaalisen kilpailuedun antavat ominaisuudet.
Naitd olivat selvid haittoja aiheuttavat ominaisuudet kuten koirassteriliteetti tai hidastunut kypsyminen, sekd
neutraalit merkkigeenit. Luokka II, jonka ominaisuudet voivat parantaa kilpailukykya, jaettiin kahteen alaluok-
kaan sen perusteella, onko ominaisuudesta hydtya viljelyalueen ulkopuolella vai ei. Luokkaan Il a kuului herbi-
sidikestavyys, josta ei ole hydtya luonnonoloissa, ja luokkaan Il b erilaiset taudin- ja stressinkestavyydet, joista
voi olla hydtya myds luonnonoloissa. Luokkaan Il kuuluivat ominaisuudet, jotka yleisesti lisddvit kasvua ja
elinkykyé ja jotka siis antavat voimakkaan kilpailuedun kaikissa olosuhteissa. 388 kenttikoetta jaettiin naihin
luokkiin. Luokkaan | kuului 30 %, luokkaan Il a 40 %, luokkaan I b 27 % ja luokkaan Il 3 % siirretyista
ominaisuuksista.

Mahdollisia ympristoriskeja arvioitaessa otettiin huomioon molemmat luokittelut. Tutkijat lahtivat siita,
etta jos geenin siirtyminen lahisukuiseen kasviin on todenndkdista, mutta ominaisuudesta ei ole etua lajille,
ympéristovaikutukset ovat minimaaliset. Samoin on silloin, kun ominaisuus antaa selvin kilpailuedun lajille,
mutta geenin siirtyminen on epatodennakdista. Kun koko aineistoa tarkasteltiin talld periaatteella, 91 % :lla
Euroopassa tehdyisté kenttikokeista ei katsottu olevan ymparistoriskeja, 9 %:lla kokeista oli pieni riski eika
vakavan ymparistoriskin aiheuttavia kenttikokeita taman mallin mukaan ollut lainkaan. Tama tulkinta on
ristiriidassa aikaisemmin esitetyn riskiluokan maérittelyn kanssa, jossa siis vakava, vaikkakin epatodennakai-
nen, seuraus katsotaan aina selvaksi ymparistoriskiksi. Ymparistoriskin vakavuuden méaritteleminen voi siis
olla hyvinkin tulkinnanvarainen asia.
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tosta. Yhta tairkedd heidan mielestaan on kokeen huolellinen suunnittelu. Ndiden
tekijoiden perusteella pyritddn arvioimaan siirtogeenisen kasvin kayttaytymista
ja tekemédén tapauskohtainen riskinarviointi.

Riskiluokan maéaritteleminen on hankalaa, koska vaaratekijoiden seurauksia
ja todenndkdisyyksid on usein vaikea arvioida. Riskinarvionnissa pyritddankin aina
kdyttdmaan niin sanottua varovaisuusperiaatetta. Jotta mitattomiksi arvellut ris-
kit eivat osoittautuisi oletettua suuremmiksi, pienetkin riskit huomioidaan ja pyri-
tadn ennalta ehkdisemaan.

1.2 Siirrettyjen geenien levidminen ympdristoon

Siirtogeeniset lajit voivat olla kilpailukyvyltadn ja kelpoisuudeltaan alkuperdista
viljelykasvia parempia, jolloin niiden mahdollisuudet tulla toimeen luonnonolois-
sa saattaisivat olla paremmat kuin perinteisillé lajikkeilla. Useat pitkélle jalostetut
viljelykasvit eivdt normaalisti tule toimeen ilman ihmista eikd uuden ominaisuu-
den siirtdminen téllaiseen kasviin todennédkoisesti muuta sitd niin paljon, etta se
voisi levita luontoon. Jos kasvi kuitenkin tulee toimeen luonnonoloissa, mahdolli-
suus siirtogeenisen kasvin ja samalla siirrettyjen geenien levidmiselle ympéris-
tdoon on suuri. Siirtogeenit saattavat myos siirtya siitepolyn mukana risteytymisen
kautta lahisukuisiin lajeihin ja muuttaa niiden ominaisuuksia.

7.2.1 Kasvin levidminen ympdristoon

Siirtogeenisesta kasvista saattaa olla haittaa, jos se villiintyy ja leviaa viljelyaluei-
den ulkopuolelle. Siirtogeeninen laji muodostaa ymparistoriskin, jos se valtaa alaa
muilta kasveilta ja mahdollisesti syrjayttdd niitd kokonaan tai muuttaa muuten
luonnon ekosysteemien rakennetta ja toimintaa huomattavasti. Runsastuakseen
muiden lajien kustannuksella siirtogeeniselld kasvilla taytyy kuitenkin yleensa
olla puolellaan selvé valintaetu. Kasviin siirretyn ominaisuuden taytyy siis paran-
taa sen kilpailukykya muihin kasveihin verrattuna. Esimerkiksi herbisideja sietava
kasvi voi siirtya alueille, joilla se ei ole aikaisemmin kasvanut, jos herbisidien kayt-
to talla alueella antaa sille valintaedun ja luo lajille uuden ekologisen lokeron.
Kasviin siirretty stressin- tai taudinkestdvyys voi parantaa kasvin kilpailukykya ja
auttaa sitd levidméan aikaisempaa tehokkaammin.

Viljelykasvi voi muuttua rikkakasviksi, jos se vakiintuu ympaéristdssé oleville
toisten lajien viljelmille. Jokin laji voi olla arvokas viljelykasvi tietyssd ympdris-
tossd ja hankala rikkakasvi toisessa (esimerkiksi rapsi). Jos lajilla ei ennestaan juuri

Pienet geneettiset erot voivat saada aikaan suuria muutoksia kasvin ulkoisissa ominaisuuksissa. Williamson
(1993) mainitsee esimerkin kahdesta palsamilajista (/mpatiens sp.) lsossa-Britanniassa. Naistd toinen (/.
capensis) on yleinen ja voimakkaasti leviava laji, ja toinen (/. noli-tangere) puolestaan harvinainen ja levinnei-
syydeltadn rajoittunut laji. Morfologialtaan ne ovat hyvin samanlaisia, mutta levidmisominaisuuksiltaan taysin
erilaisia. Darmency (1994) esittaa esimerkin kauran suvusta (Avena sp.). Viljellyn kauran (4. sativa) ja rikkakau-
ran (A. sterilis) ero on yhdessa geenissd, joka vaikuttaa siementen levidmiseen. Samoin kaura ja hukkakaura (4.
fatua) eroavat toisistaan yhden geenin kohdalla. Kuitenkin ndiden kolmen lajin levinneisyys ja kasvupaikat
eroavat toisistaan huomattavasti. Rikkakaura kasvaa luonnonpopulaatioina Valimeren alueella ja Keski-ldassa,
kun taas hukkakauraa tavataan ainoastaan viljellyn kauran joukossa rikkakasvina. Yksi siementen levidamiseen
vaikuttava geeni voi siis saada aikaan huomattavan eron kasvin levidmiskyvyssa.
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ole rikkakasviominaisuuksia, yhden geenin siirtiminen ei kovin todennékoisesti
muuta sitd hankalaksi rikkakasviksi. Toisaalta jopa saman lajin sisélld, lajikkeiden
valilla, voi olla eroja levidmiskyvyssa ja rikkakasvimaisuudessa.

Varsinaisia rikkakasviominaisuuksia on yritetty maéritella siind kuitenkaan
varsinaisesti onnistumatta (Williamson 1993). Rikkakasviominaisuuksina voidaan
yleisesti ottaen pitdd ominaisuuksia, jotka lisddvat kasvin kykya levita. Viljely-
kasvin rikkakasviominaisuuksiin voivat kuulua esimerkiksi sdilyminen maassa
sadonkorjuun jalkeen lepotilassa olevien siementen avulla, tai kasvullinen lisdan-
tyminen. Tdllaisia ominaisuuksia sisdltdvén siirtogeenisen kasvin paikallista ja ajal-
lista levidmista on vaikea valvoa, koska se voi ilmaantua uudelleen samalle kasvu-
paikalle pitkienkin aikojen padstd ja muodostaa uusia populaatioita. Siirtogeeni-
sen kasvin levidminen riippuu my6s ympardivista olosuhteista. Viljelyolosuhteis-
sa siemenelld on suurempi todenndkoisyys tulla haudatuksi maahan, itda ja tai-
mettua verrattuna luonnonolosuhteisiin, joissa on paikalle vakiintuneita luonnon-
populaatioita ja vihemmaén vapaata elintilaa (Darmency 1994).

Rejmanek ja Richardson (1996) tutkivat levidmiskykyyn vaikuttavia ominaisuuksia mannylla (Pinus sp.). Tiedot
kerattiin 24 eri mantylajin kohdalta. Kolme leviamiskykya parantavaa ominaisuutta erottui selkesti kymmenen
tutkitun ominaisuuden joukosta: Iyhyt juveniiliperiodi eli aika ennen kukintaa, lyhyt aika suurien siemensatojen
valill seka siemenen pieni massa. Samoja kriteereja voidaan tekijoiden mukaan kayttaa myds muilla puuvarti-
silla siemenkasveilla ennustettaessa niiden levidmista. Ruohovartisilla kasveilla niiden nykyinen levinneisyys
ndyttdisi olevan paras mittari ennustettaessa niiden levidmistd uusille alueille.

Jotta voitaisiin arvioida, vaikuttaako tietyn ominaisuuden siirtiminen kasvi-
lajin kilpailukykyyn ja levidmiseen, taytyy ensin selvittad, mitka tekijat normaa-
listi saatelevit populaatiokokoa ja levidmista. Siirretty ominaisuus voi saada ai-
kaan populaation kasvamisen siind tapauksessa, ettd se vaikuttaa juuri ndihin po-
vyys voi saada aikaan populaation kasvun, jos hyonteiset tai taudit tavallisesti
rajoittavat kyseisen populaation kasvua. Samoin erilaiset stressinsieto-ominaisuu-
det voivat auttaa kasvia levidmaan paikoille, joilla se ei ole ennen pystynyt kasva-
maan.

Siirtogeenin ilmentyminen kasvin eri kehitysvaiheissa voi vaikuttaa kasvin
elinkykyyn. Monilla yksivuotisilla kasveilla siementen elinkyky ja itiminen ovat
ratkaisevia tekijoitd kasvin levidmisessd. Télloin siirtogeeneilld, jotka vaikuttavat
siementen elinkykyyn, on suurempi vaikutus kuin geeneilld, jotka ilmentyvit vain
taysi-ikdisissa kasveissa. Esimerkiksi siementen varastodljyjen koostumuksen
muuttaminen voi altistaa siemenet patogeeneille tai siemenié syoville eldimille ja
siten vidhentdd elinkykyisten siementen maardd maassa. Toisaalta siemenessa il-
mentyva taudinkestdvyys parantaa siementen elinkykya ja saattaa siis parantaa
yksivuotisten kasvien levidmiskykya.

Eksoottisten lajien tuomista uusille kasvupaikoille kdytetadn usein esimerk-
kind uudenlaisten kasvien mahdollisista ympaéristovaikutuksista. Schmitt ja Lin-
der (1994) mainitsevat kaksi esimerkkia lajeista, jotka ovat uusille kasvupaikoille
vakiinnuttuaan muuttaneet maaperdn ominaisuuksia ja levinneet sitten muiden
lajien kustannuksella. Toinen ndista on Havaijille tuotu typpea sitova suomyrttila-
ji (Myrica faya), joka on hairinnyt alkuperéisten lajien sukkessiokiertoa vulkaanisil-
la alueilla. Toisena esimerkkind mainitaan suolaa kestévé jadaruoho Mesembryanthe-
mum crystallinum, joka on syrjayttanyt muita lajeja Kaliforniassa lisdtessdan maan
pinnan suolapitoisuutta. Eksoottisten lajien mallia ei voida suoraan soveltaa siir-
togeenisiin kasveihin, silldi ndméa ovat yleensd ominaisuuksiltaan hyvin ldhella
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alkuperdisia lajikkeita, joiden kayttdytymisestd ja levinneisyydesta tiedetdaan pal-
jon. Eksoottisten kasvien kdyttdytymistd tdysin uudenlaisessa ymparistossd on
vaikeampi ennustaa. Siirtogeeniset kasvit voivat kuitenkin siirtyd tdysin uuden-
laisille kasvupaikoille, jos esimerkiksi niiden kylmén- tai suolansieto on lisdanty-
nyt. Voimakaskasvuisten puiden ilmaantuminen aikaisemmin ruohovartisten kas-
vien vallassa oleville alueille voisi muuttaa ekosysteemien rakennetta huomatta-
vasti.

Mité suurempi siirtogeeninen populaatio on ja mitd useampia kenttidkokeita
samalla siirtogeeniselld kasvilla tehddan, sitd nopeammin kasvit ja niiden mukana
geenit padsevat levidmaan ymparistoon, jos ne yleensa pystyvét leviamaan. Popu-
laation vakiintuminen kasvupaikalle saattaa vaatia tietynlaisia suotuisia sddoloja,
ja voi viedd vuosia ennen kuin kriittinen populaatiokoko saavutetaan. Saattaa vie-
dé aikaa ennen kuin sopiva elinympéristod 16ytyy ja populaatio péésee lisddnty-
médn ja vakiintumaan. Viljelyssd olosuhteet ovat erilaiset kuin luonnossa. Vaikka
kenttdkokeiden perusteella siirtogeenisen kasvin leviamiskyky ei nayttdisi muut-
tuneen, luonnossa esimerkiksi kasvien vélinen kilpailu voi monella lajilla olla le-
vidmiskykyyn eniten vaikuttava tekija.

Kun halutaan tietad, vaikuttaako jonkin ominaisuuden siirtaminen kasviin sen leviamiskykyyn ja lisadntymisbio-
logiaan, tdytyy tutkia siirtogeenisen kasvin kayttaytymistd erilaisissa olosuhteissa ja verrata sitd alkuperdisen
lajikkeen kayttaytymiseen. Crawley ym. (1993) vertasivat ei-siirtogeenisen ja kahden siirtogeenisen rapsilajikkeen
kayttaytymistd ja ominaisuuksia erilaisissa ymparistdissa kolmen vuoden ajan. Toiseen siirtogeeniseen lajikkee-
seen oli siirretty kanamysiinikestavyys ja toiseen sekd kanamysiini- ettd herbisidikestavyys. Koealueet olivat
ilmastollisesti erilaisia (kuiva/kostea, aurinkoinen/varjoinen) ja kokeita tehtiin kilpailevien kasvien, herbivori-
en, hyonteisten ja patogeenien kanssa tai ilman niitd ja lisaksi viljelemattomassa tai luonnonympéristossa -
yhteensa 12 erilaisessa koeymparistossa. Tutkimuksessa havaittiin, ettd antibiootti- tai herbisidikestavyys eivat
vaikuttaneet rapsin levidmis- tai kilpailukykyyn. Jos eroja verrokkikantaan oli, siirrettyjen ominaisuuksien
vaikutukset olivat negatiivisia, eli siirtogeeniset kasvit olivat kilpailukyvyltaan heikompia. Tamé koskee tietenkin
vain tata lajia ja naitd ominaisuuksia. Tam on kuitenkin hyva esimerkki kokeesta, jonka avulla voidaan yrittad
arvioida mahdollisia ymparistovaikutuksia tietylla laji-siirtogeeniyhdistelmalld varsinaisen pitkaaikaisen koke-
muksen vield puuttuessa. Bergelson (1994) puolestaan tutki herbisidikestavyyden vaikutusta lituruohon leviamis-
kykyyn tarkastelemalla kasvien siementuotantoa kilpailevien kasvien lasndollessa. Herbisidid kestavat kasvit
muodostivat verrokkikasveja vahemman siemenid, mika voi johtua herbisidikestavyyden mukanaan tuomasta
valintavastuksesta. Eroa siementuotossa esiintyi etenkin tilanteessa, jossa oli paljon kilpailevia kasveja. Kun
sitten tutkittiin kasvien leviamista pelkan siemenmuodostuksen sijasta, erot lajikkeiden valilla havisivat. Muutok-
set lisadntymiskyvyssd eivat siis kertoneet muuttuneesta leviamiskyvysta. Tarkastellessaan Crawleyn ym. (1993)
aineistoa Kareiva ym. (1996) totesivat, etta kolme vuotta on ehdottomasti liian Iyhyt aika, jotta todenmukaisia
tuloksia kasvien leviamiskyvyn muutoksista saataisiin. Esimerkiksi rikkakasvi, joka levidd aluksi nopeasti, ei
juuri eroa lopulliselta levinneisydeltaan kasvista, jonka levidminen on aluksi hidasta. Vuosittaiset muutokset
kasvuoloissa vaikuttavat hyvin paljon kasvien levidmisen lopulliseen onnistumiseen.

Kaytannon kokemusta siirtogeenisten kasvien mahdollisesta luontoon levia-
misestd ja muuttuneesta invaasiokyvysta ei viela ole. Vaikka erilaisia tutkimus- ja
kehittdmiskokeita siirtogeenisilla kasveilla onkin tehty vuodesta 1987 asti, niissa
on tutkittu lahinna kasvien viljelyominaisuuksia ja kasveihin siirrettyjen geenien
toimintaa eivétkd ne kerro mitdén siirtogeenisten kasvien ymparistovaikutuksis-
ta. Vasta suuremman luokan ja pidemman aikavalin kenttidkokeet ja viime kddessa
viljely kaupallisessa mittakaavassa mahdollistavat kasvin ja ympaériston valisten
vuorovaikutusten tutkimisen. Tdméan vuoksi siirtogeenisten kasvien mahdolliset
vaikutukset ymparistoon ovat tdlla hetkelld osittain pelkkaa arvailua. Lahtokoh-
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tana voidaan kuitenkin kayttaa lajin aikaisempaa viljelyhistoriaa seka lahisukuis-
ten luonnonlajien perusbiologiaa, joiden avulla siirrettyjen ominaisuuksien vaiku-
tusta lajiin ja sen mahdolliseen levidmiseen voidaan ldhteé arvioimaan.

7.2.2 Geenien siirtyminen Igjista toiseen

Geenit voivat siirtyd risteytymisen kautta siitepélyn mukana saman lajin eri lajik-
keeseen, luonnonpopulaatioon tai lahisukuiseen lajiin. Geenien siirtymistd muulla
tavoin kasvilajista toiseen ei ole raportoitu. Geenit voivat muihin lajeihin siirtyes-
sddn muuttaa ndiden ominaisuuksia ja vaikuttaa ekosysteemien tasapainoon. Eri-
tyisen haitallista esimerkiksi maatalouden ndkokulmasta voisi olla herbisidikesta-
vyyden siirtyminen rikkakasveihin.

Risteytyvien lajien taytyy olla tarpeeksi lahisukuisia, jotta hedelmditys voi
tapahtua. Lajien taytyy sijaita ldhella toisiaan, ja niiden pitda kukkia samaan ai-
kaan. Siirtogeenisen kasvin siitepolyhiukkasen pitdd onnistua hedelméittamaan
toisen lajin kukka ja siemenen pitda itdd. Siemenestd kasvaneen hybridikasvin pi-
tdd pystyd lisddntymadn suvullisesti tai kasvullisesti. Risteytymisestd syntyneet
jalkeldiset eli hybridit ovat usein lisddntymiskyvyttomia eli steriilejd, koska niiden
kromosomistot eivit sovi yhteen eikd sukusoluja voi muodostua. Onnistuneeseen
risteytymiseen siis vaikuttaa niin monta tekijéa, ettd lajien vélinen risteytyminen
luonnossa on kaiken kaikkiaan melko harvinainen tapahtuma.

Risteymien (hybridien) muodostumisessa ja vakiintumisessa kasvupaikalle on kolme vaihetta: (I) hybridisieme-

nen muodostuminen, (2) hybridikasvin muodostuminen ja (3) hybridikasvin leviaminen. Dale (1994) on tarkas-

tellut ominaisuuksia, jotka vaikuttavat lajien vélisten risteymien muodostumiseen ja vakiintumiseen luonnon-
oloissa:

(1) Hedelmdityksen onnistumiseen ja hybridisiemenen muodostumiseen vaikuttavat kukkimisen samanaikai-
suuden ja siitepdlyn onnistuneen itamisen lisaksi lajien genomien yhteensopivuus ja siemenen siemen-
valkuaisen (endospermin) kyky osallistua hybridialkion kehitykseen. Myds risteytymisen suunta saattaa
vaikuttaa: toisella emokasvilla saattaa olla parempi kyky osallistua alkion ja siemenen kehittymiseen
kuin toisella.

(2) Hybridisiementen méaara ja elinkyky antavat lahtokohdan siementen itamiselle ja hybridikasvien muodostu-
miselle. Tassakin risteytymisen suunta vaikuttaa, silla siemenen elinkykyyn vaikuttavat usein maternaa-
liset (emikasvista perdisin olevat) ominaisuudet. Siemenen dormanssi voi auttaa siemenen sailymista
maassa. Myds kasvupaikan laatu vaikuttaa: viljelyoloissa itiminen on helpompaa, koska vapaata tilaa
on enemmén kuin luonnonoloissa. Risteyman vakiintumiseen kasvupaikalle vaikuttavat lopulta hybridi-
kasvin elinvoima, kilpailu muiden lajien kanssa sekd taudit ja herbivorit.

(3) Risteymien lopulliseen vakiintumiseen ja leviamiseen kasvupaikalla vaikuttavat sen lisiantymisominaisuu-
det. Esimerkiksi luonnonvaraisten Brassicaceae-heimon lajien itsepdlytyksen estava mekanismi (itsein-
kompatibiliteetti) voi mahdollistaa hybridikasvien geenien nopean levidmisen luonnonpopulaatioissa
(Darmency 1994). Hybridikasvien suvulliseen lisadntymiseen vaikuttavat ensinnakin hede- ja emikasvien
meioottinen stabiilisuus ja mahdollisuus kromosomien pariutumiselle. Tamén jélkeen maardavin te-
kijoina ovat siementen maara ja elinkyky, dormanssi ja kasvupaikan laatu. Kasvullinen lisaantymis- ja
leviamistapa voi edistd risteymédn leviamistd ymparistoon. Etenkin pohjoisilla reuna-alueilla apomiksi
eli hedelmdittymattomien siementen avulla tapahtuva kasvullinen lisaantyminen on melko yleistd muun
muassa heinilld. Maatalousympéristossd levidmiseen voi vaikuttaa kasvullisten kasvinosien séilyminen
maassa. Luonnonoloissa kasvullinen levidminen voi lisdtd kasvin invaasiokykya.
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Tietyn ominaisuuden siirtyminen luonnonpopulaatioon ja sen vakiintumi-
nen sielld riippuu suurelta osin siirtogeenisen kasvin tai hybridijéalkeldisen kelpoi-
suudesta. Luonnonvalinta kohdistuu kasvin fenotyyppiin eli geenien ja ymparis-
ton yhteisvaikutukseen. Kussakin ympaéristossd kelpoisimmat ja elinkykyisimmat
yksil6t valikoituvat. Jos siirtogeeni ei anna kasville valintaetua, kasvin kelpoisuus
luultavasti alenee eiké se padse helposti vakiintumaan ja runsastumaan.

Gliddonin (1994) mukaan kasvin kelpoisuudella on melko vahdinen merkitys
geenien runsastumisessa. Koska siirtogeenin frekvenssi luonnonpopulaatiossa on
alussa hyvin pieni, sitd voidaan verrata luonnonpopulaatiossa tapahtuvaan mu-
taatioon. Suuri osa mutaatiosta yleensd hédvida populaatioista sattumanvaraisen
geneettisen ajautumisen (random genetic drift) takia. Etenkin neutraalien alleelien
kohtalo populaatiossa madrdytyy suurelta osin geneettisen ajautumisen perus-
teella. Neutraali mutaatiokin vakiintuu populaatiossa ajan mittaan, mutta sithen
voi mennad pitkd aika, keskiméérin 3200 sukupolvea (Malkaméki 1997). Neutraalin
geenin vakiintumiseen vaikuttaa vain geenin alkuperdinen frekvenssi populaati-
ossa. Populaatiorakenne puolestaan vaikuttaa nopeuteen, jolla geeni levida ja yleis-
tyy. Jos populaatio on pilkkoutunut, geeni yleistyy paikallisesti, mutta ei leviad
kauas. Suuressa yhtendisessa populaatiossa taas geeni voi levitd kauas, mutta ei
saavuta paikallisesti suuria frekvensseja. Luonnonoloissa hybridi todennakdisim-
min takaisinristeytyy luonnonvaraisten yksiléiden kanssa, mikd hidastaa siirto-
geenin yleistymistd luonnonpopulaatiossa.

Geenien levidminen riippuu my®s viljelykasvipopulaation koosta suhteessa
luonnonpopulaatioihin, kasvien tiheydestd, kilpailijoista, lisddntymismekanismista
ja polyttajistd. Esimerkiksi voimakkaasti ristipolytteisilld lajeilla geenien siirtymi-
nen luonnonpopulaatioihin ja muihin lajeihin on todennékoéisempéaa kuin itsepo-
lytteisilla lajeilla. Térked tekija geenien siirtymisessd on niin sanottu toistuva siir-
tyminen (recurrent migration). Mitd suurempi siirtogeeninen populaatio on, sitd suu-
rempi on mahdollisuus geenien toistuvaan siirtymiseen populaation ulkopuolelle.

Lajien vilisten hybridien muodostumistodennakdisyytta voidaan ennustaa
tarkastelemalla siirtogeenisen lajin siitep6lyn leviamistid. Aikaisemmin on oltu
enemmadn kiinnostuneita viljelykasvipopulaatioon kulkeutuvasta luonnonlajien
siitepolystd, kun jalostetut lajikkeet on haluttu pitdd mahdollisimman puhtaina.
Samat lainalaisuudet patevat siitepolyn kulkeutumiseen siirtogeenisilta viljelmil-
td muihin lajikkeisiin tai luonnonpopulaatioihin. Kareivan ym. (1994) mukaan sii-
tepolyn kulkemien matkojen liséksi taytyy ottaa huomioon myés todennakdi-
syys, jolla tietyn matkan kulkenut siitepolyhiukkanen onnistuu hedelméittamaan
emin, jolle se laskeutuu. Taméa todenndkoisyys on itse asiassa melko pieni, silla
emin luotille laskeutuu siitep6lyéd paljon muistakin ldhteistd kuin juuri lahistolla
sijaitsevista siirtogeenisistd kasveista. Lisddntymiskykyisten lajien valisten hybri-

Timmons ym. (1996) tutkivat siitepdlyn kulkeutumista 3—10 hehtaarin suuruisilta rapsipelloilta kolmen vuoden
ajan. Rapsi on seka tuuli- ettd hyonteispdlytteinen laji. 360 metrin paassa siitepdlyn maara oli 10—1I2 % siitd,
mitd se oli pellon reunassa, ja pienid maarid siitepdlya loydettiin vield 1,5—2,5 kilometrin paassi pellolta.
Siitepdlyn kulkema matka ei mydskaan ndyttanyt vaikuttavan sen elinkykyyn. Schaefflerin ym. (1993; ks. Rogers ja
Parkes 1995) mukaan siitepdlyn maara vahenee nopeasti valimatkan kasvaessa eika heidan kokeissaan siitepdlya
havaittu yli 47 metrin padssa koeviljelmlta. Samansuuntaisia tuloksia on saatu muun muassa puuvillalla ja
tomaatilla (Rogers ja Parkes 1995). Perunan siitepdly ei juuri levid yli 10 metrin paahan ja ristipdlytys on silla
muutenkin harvinaista. Mannonen ym. (1997) ovat tutkineet siitepdlyn leviimista suomalaisella siirtogeeniselld
ohralla. Alustavien tutkimusten mukaan siitepdly levidd ainakin 50 metrin pdahan viljelmiltd. Varsinainen
siitepdlyn ja syntyvien siemenien siirtogeenisyys on vield varmistamatta, ja jatkossa aiotaan viel tutkia siitepdlyn
mahdollista leviamistd pitempienkin matkojen paahan.
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dien muodostumista selvittavat kokeet kannattaa suorittaa niin luonnonmukai-
sissa olosuhteissa kuin mahdollista, silld ymparoivat olosuhteet vaikuttavat seka
siitepolyn elinkykyyn ettd siementen muodostumiseen. Syntyneiden hybridisie-
menten maardd taytyy tarkastella suhteessa tavallisissa olosuhteissa syntyneiden
siementen maaradn, jotta voidaan laskea todennakdisyys hybridisiementen muo-
dostumiselle (Kareiva ym. 1994).

Lajien vilista risteytymista on tutkittu paljon 6ljyrapsilla. Rapsi (Brassica na-
pus subsp. oleifera) on alunperin peltokaalin (B. campestris = B. rapa subsp. campestris)
ja kaalin (B. oleracea) risteyma. Peltokaali esiintyy rikkaruohona rapsipelloilla. Oljy-
rapsia jalostettaessa rapsia on risteytetty peltokaalin kanssa, mutta luonnolliset
lajienvéliset risteymaét ovat harvinaisia eika niitd ole aina kokeellisestikaan saatu
aikaan.

Jorgensen ja Andersen (1994) tutkivat rapsin ja peltokaalin risteytymistd ja havaitsivat sité tapahtuvan runsaas-
tikin riippuen koejérjestelyista. Kun peltokaalia istutettiin rapsin joukkoon siten ettd molempien siemenid oli yhta
paljon, peltokaalin siemenista kasvatetuista jalkeldisista 9—22 % oli hybrideja. Toisessa kokeessa rapsipeltoon
istutettiin yksittdisia peltokaaliyksilditd 25 metrin valein, jolloin ndiden yksildiden jalkelisista 93 % oli hybri-
deja. Lisaksi tutkittiin luonnonvaraista peltokaalipopulaatiota, jonka itaneista jalkelaisista 60 % oli hybrideja.
Tassd kokeessa peltokaaliyksildilta kerattiin siemenet ja idatettiin, ja koska kaikki siemenet eivat itineet (luon-
nonvaraisen populaation yksildilla vain 25 % ja yksittdin istutetuilla yksilgilla 74 %), hybridijalkelaisten maara
tuli jonkin verran yliarvioitua. Luonnonolosuhteissa itdmisprosentti on luultavasti vield pienempi. Tama koe
kuitenkin osoittaa, ettd risteytymista naiden lajien valilla voi tapahtua.

Mikkelsen ym. (1996) kasvattivat glufosinaattia kestavaa oljyrapsia yhdess peltokaalin kanssa ja tutkivat
herbisidikestavyyden siirtymistd lajista toiseen. Lajit risteytyivat keskendan ja syntyneet risteymat olivat lisaanty-
miskykyisid ja tuottivat runsaasti siemenid. Naistd siemenistd kasvatetut kasvit takaisinristeytettiin peltokaalin
kanssa ja tuloksena oli glufosinaattia kestavia, lisaantymiskykyisid, ominaisuuksiltaan peltokaalia muistuttavia
ja siten rikkaruohomaisia kasveja. Geenit siis voivat siirtyd rapsista peltokaaliin jo kahdessa sukupolvessa.

Lajien vélinen risteytyminen luonnossa on melko harvinaista. Suomesta on
tavattu 520 lajien valistd risteymaa (Kurtto ja Lahti 1987), joista suurin osa kuuluu
pajuihin (Salicaceae; 121) ja saroihin (Cyperaceae; 98). My0s heindkasvien heimossa
(Poaceae; 42) lajien valisia risteymid on melko paljon, mutta néista ainoastaan kaksi
koskee varsinaisia viljelykasveja (vehna x ruis eli Triticale ja vehna x pukinvehna).
Vehnin ja rukiin vélistd risteytymistdkdan ei tapahdu luonnossa. Savikkakasvien
(Chenopodiaceae, mm. sokerijuurikas) ja hernekasvien (Fabaceae) heimosta on kum-
mastakin 10ydetty yksi luonnonvarainen risteymad, joista kumpikaan ei koske hyo-
tykasveja. Ristikukkaisten (Brassicaceae) heimosta on 16ydetty yhdeksén risteymaa,
mutta Suomessa Brassica-lajien (mm. rypsi, rapsi ja kaalit) ei ole todettu luonnossa
risteytyvén keskendén. Koivukasvien (Betulaceae) heimossa puolestaan eri koivu-
lajit risteytyvét keskendédn, samoin tervaleppé ja harmaaleppa.

Useita kasveja viljelldan kaukana niiden alkuperdisilta esiintymisalueilta, jol-
loin luonnonpopulaatioita tai lahisukuisia lajeja ei valttdmatta esiinny. Téllaisia
ovat useimmat suomalaiset viljelykasvit. Siirtogeenisid lajeja voidaan kuitenkin
siirtdd niiden alkuperéisille levinneisyysalueille, mika taytyy muistaa arvioitaessa
geenien levidmismahdollisuuksia. Viljelykasvien luonnonvaraiset kantamuodot
ja ldhisukulaiset ovat usein jalostajille tdrkeitd geneettisen muuntelun ldhteitd ja
siirtogeeninen laji saattaisi muiden viljelykasveiksi (perinteisesti) jalostettujen
lajikkeiden tapaan kilpailla alkuperéisten lajien kanssa, risteytya niiden kanssa ja
muuttaa niiden ominaisuuksia ja vaikuttaa alkuperdiseen populaatioon. Suomessa
kaytettavia viljelykasveja tuskin tullaan siirtdméaan lajien levidmiskeskuksiin, sil-
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1a suomalaiset kasvit on jalostettu kestimédan nimenomaan ankaria pohjoisia olo-
suhteita. Geneettisen monimuotoisuuden ja yleensa biodiversiteetin sdilyttami-
nen on kuitenkin kaikissa tapauksissa ensiarvoisen tdrkeéta.

Siitepdlyn lisaksi geenit voivat levitd myos siementen avulla. Linnut tai eldi-
met saattavat levittda lajeja alueille, joille niiden ei pelkdn siitepdlyn levidmisen
perusteella odoteta kulkeutuvan. Kun siirtogeeniset kasvit ndin siirtyvét uusille
kasvupaikoille, niiden mahdollisuudet risteytya luonnonlajien kanssa voivat muut-
tua.

Siemenet voivat sdilyd maassa pitkidkin aikoja lepotilassa, dormanssissa, jol-
loin niiden aineenvaihdunta on hidasta ja kasvu on pysdhtynyt. Dormanssi on
tyypillistd etenkin yksivuotisille lyhytikaisille kasveille, ja niiden siemenet voivat
sdilyd elinkykyisind maassa jopa vuosikymmenid. Viljelykasveilla dormanssia ei
useinkaan esiinny, joskin rapsi on tédstd poikkeus, silld sen siemenet voivat sdilya
maassa kymmenenkin vuotta. Jos siirtogeeniset viljelykasvit risteytyvat luonnon-
lajien kanssa, ndiden dormanssiominaisuus voi siirtya jalkeldisille ja siirtogeenin
sisdltdvat siemenet voivat sdilyd maassa pitkid aikoja (Linder ja Schmitt 1994).
Tama saattaa mahdollistaa toistuvat risteytymiset luonnonlajien kanssa ja siirto-
geenien levidmisen luonnonpopulaatioihin. Dormanssi siirtyy jalkeldisiin etenkin
silloin, kun siirtogeeninen kasvi toimii polyttdjand ja luonnonvarainen kasvi emo-
yksilong, silld siemenen ominaisuudet periytyvat pitkalti maternaalisesti. Siemen-
kuori on perdisin emikukasta ja siemenkuoren ominaisuudet vaikuttavat sieme-
nen pysyvyyteen maaperdssa. Jos tiedetddn, ettd siirtogeeninen kasvi voi risteytya
lahisukuisen kasvin kanssa, dormanssiominaisuuksien esiintyminen jalkeldisilla
kannattaa ottaa huomioon (Linder ja Schmitt 1994). Tutkimalla siirtogeenin sisalta-
vien siemenien pysyvyyttd maaperdssa voidaan arvioida geenien mahdollista le-
vidmistd maaperdn siemenvaraston eli siemenpankin kautta. Siirretty geeni voi
vaikuttaa siemenien pysyvyyteen myos vaikuttamalla suoraan siemenen ominai-
suuksiin. Jos kasviin on siirretty esimerkiksi taudinkestdvyysgeeni ja kasvilla on
taipumusta dormanssiin joko luonnostaan tai risteytymisen kautta, siirtogeenin
levidminen maaperén siemenpankin kautta voi olla huomattavaa.

Geenien levidmistd ja risteytymisen todenndkoisyytta arvioitaessa taytyy
ensin selvittaa, onko siirtogeenisella kasvilla lahisukuisia lajeja, joiden kanssa se
voi risteytyad, ja timan jdlkeen selvittda tallaisten lajien levinneisyys ja mahdolli-
nen esiintyminen ympaéristossd. Lahtokohtana voidaan kéyttda tietoja perinteis-
ten lajikkeiden risteytymisestd lahisukulaisten kanssa ja risteytymisen vaikutuk-
sista. Siirtogeeninen laji voi my0s polyttda lahella olevia ei-siirtogeenisia lajikkei-
ta. Mahdollisuuksien mukaan olisi selvitettdva siirtogeenin stabiilius ja mahdolli-
set ympadristdolojen vaikutukset siirtogeenin ilmentymisen pysyvyyteen. Siirto-
geeni saattaa ilmentyd eri lailla erilaista geneettistd taustaa vasten, jolloin ilmen-
tyminen saattaa muuttua, jos geeni siirtyy toiseen kasviin. Tamén jalkeen mahdol-
lisia muodostuvia risteymia tarkastellaan siihen siirtyvian ominaisuuden perus-
teella ja arvioidaan muutoksen vaikutuksia. Jos siirretty ominaisuus lisdad kasvin
kilpailukykyad, sen yleistyminen on todennakdisempaa kuin jos vaikutus on neut-
raali. Toisaalta kun geenivirta siirtogeenisestd kasvista luonnonpopulaatioon kas-
vaa tarpeeksi suureksi, hybridin kelpoisuudella ei ole enad vaikutusta geenin runsas-
tumiseen. Taméan vuoksi pienialaiset kenttdkokeet eivét véalttdimattd anna tarpeeksi
tietoa geenien levidmisestd ymparistoon.

7.2.3 Geenien levidmisen estdminen

Geenien levidminen lajista ja lajikkeesta toiseen ristipdlytyksen seurauksena pyri-
tddn usein estimaan perinteisillakin viljelykasveilla, jotta jalostetut linjat saadaan
pysyméaan puhtaina. Samoja keinoja voidaan kaytaa myos siirtogeenisilld kasveil-
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la. Viljelyalueet voidaan sijoittaa kauas alueista, joilla muita lajikkeita tai ldhisu-
kuisia lajeja esiintyy. Tarvittava vdlimatka voidaan méarittda tutkimalla siitepolyn
levidmista kullakin lajilla. Siitepdlyn levidminen viljelyalueen ulkopuolelle riip-
puu siitepdlyn madrastd, kulkeutumismatkasta ja siitepolyn elinkykyisyydesta.
Siitepdlyn levidmistd ympaéristoon ja pitkienkin matkojen padhén ei voida koko-
naan estdd, mutta etenkin hyonteispolytteisilld lajeilla viljelmien ympérille sijoite-
tut suoja-alueet vahentavit tehokkaasti siitepolyn kulkeutumista. Suoja-alueelle
voidaan istuttaa ei-siirtogeenista lajiketta, joka toimii siitepdlyansana ja esimer-
kiksi puuvillalla ja rapsilla jo suhteellisen kapeiden alueiden (3-8 m) on todettu
riittdvan (Kareiva ym. 1994, Morris ym. 1994). Suojakasvien olisi hyva olla koiras-
steriilejd, jotta ne eivat polyta siirtogeenisid kasveja. Myos ymparoivét alueet, joil-
ta kasvillisuus on kokonaan hévitetty, voivat auttaa siirtogeenisen viljelmén eris-
tamisessd (Kareiva ym. 1994). Kylvo- ja kukkimisaikoja voidaan muuttaa, jotta
kukkiminen ei tapahdu samaan aikaan kuin luonnonvaraisilla lahisukulaisilla. Suo-
men oloissa kukkimista voidaan vain jonkin verran myohdistaa, silla kylvoaika on
lyhyen kasvukauden vuoksi rajallinen. Siitep6lyn muodostuminen siirtogeenisilla
kasveilla voidaan my6s kokonaan estdd koirassteriliteetin avulla, paitsi kasveilla,
joiden hedelmid kerataan satona. Tuulip6lytteisilla ja -levintaisilla lajeilla, kuten
koivulla, siitepdlyn ja siementen levidmisen estiminen edellyttisi tayssterilitteet-
tid eli taydellista kukkimattomuutta.

1.3 Siirrettyjen ominaisuuksien mahdolliset vaikutukset

7.3.1 Herbisidikestdvyys

Herbisidikestavyys on yksi kasveihin eniten siirretyistd ominaisuuksista. Tahan
mennessd kullakin viljelykasvilla on voitu kdyttdd vain torjunta-aineita, joille se
on luonnostaan vastustuskykyinen. Kédytettavien torjunta-aineiden valikoima on
siis ollut melko rajallinen. Siirtogeenisten herbisideja kestavien kasvien viljelemi-
nen voi mahdollistaa siirtymisen tehokkaampiin ja mahdollisesti ymparistolle va-
hemmaén haitallisiin torjunta-aineisiin. Herbisidikestavyyttd on kaytetty myos
merkkigeenind etenkin yksisirkkaisilla kasveilla.

Herbisidikestdavyys voi sindnsa vaikuttaa kasvien elinkykyyn. Joissakin ta-
pauksissa herbisidikestdvyyden saa aikaan herbisidin myrkyttomaksi muuttava
entsyymi. Tédllainen on esimerkiksi bromoksiniilikestivyyden aiheuttava baktee-
riperdinen nitrilaasi. Vaikka lopputuote ei ole myrkyllinen kasveille tai niita syo-
ville eldimille ja ihmisille, aineenvaihdunnan vilituotteet voivat olla. Vierasperéi-
set entsyymit voivat my0s reagoida kasvin omien yhdisteiden kanssa muodosta-
en myrkyllisid aineenvaihduntatuotteita. Mahdollisten myrkyllisten véli- tai lop-
putuotteiden esiintyminen tai muutokset kasvin ravintoarvoissa on tarkkaan sel-
vitettdva ennen kuin siirtogeeninen kasvi otetaan viljelyyn.

Suurimpana huolenaiheena siirtogeenisten kasvien kohdalla on nahty herbi-
sidikestivyyden mahdollinen siirtyminen luonnonpopulaatioihin ja lahisukuisiin
kasveihin. Herbisidikestdvyys ei anna kasville valintaetua luonnonympéristossa,
jossa herbisideja ei kiaytetd. Maa- ja metsatalousymparistossa tilanne on kuitenkin
toinen. Siirtogeeninen kasvi voi seuraavana vuonna ilmaantua pellolle, jolla viljel-
laédn viljelykierrossa jotakin toista lajia. Jos viljelmélld kédytetddn samaa torjunta-
ainetta kuin edellisend vuonna, siirtogeenisté kasvia ei voida tilla torjunta-aineel-
la havittda eikda samaa herbisidia voida siis kdyttda. Tiettyd herbisidia kestava siir-
togeeninen kasvi voi my®s siirtyd naapuriviljelmille ja muuttua rikkakasviksi, jos
viljelmilla kdytetdadn samaa herbisidid. Viljelija ei valttamatta tiedd, mita naapuri-
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pellolla viljellddn ja voi joutua hankalan rikkakasviongelman eteen. Herbisidikes-
tavyysgeenit voivat myos levitd lahisukuisiin lajeihin risteytymisen kautta ja ai-
heuttaa samanlaisia ongelmia. Vaikka herbisidikestavyys ei luonnonpopulaatios-
sa antaisikaan kasville valintaetua, se saattaa neutraalina ominaisuutena sailya
sielld kerran vakiinnuttuaan ja aiheuttaa ongelmia olosuhteiden mahdollisesti muut-
tuessa tai siirtyessadn edelleen muihin lajeihin.

Herbisideja kestdvia rikkakasvilajeja oli vuoteen 1996 mennessa havaittu 185
ympari maailman. Triatsiineja kestavat lajit muodostavat ndista kolmasosan (Heap
1997). Herbisideja kestdvia rikkakasvikantoja muodostuukin valintapaineen eli
herbisidien kiayton vuoksi koko ajan. Darmency (1994) esittdd esimerkin kokeesta,
joka tehtiin maissipellolla, jolla kdytettiin jatkuvasti herbisidind atratsiinia. En-
simmadisend vuonna pellolle istutettiin yksi tata herbisidia sietdvad jauhosavikka-
yksilo. Neljan vuoden kuluttua pellolla todettiin olevan 103 000 atratsiinia kesta-
vaa kasvia. Lisddntymisvauhti oli eksponentiaalista, mikd kuvaa kilpailuedun ai-
kaansaavan geenin nopeaa lisddntymisvauhtia populaatiossa. Myo6s kestdvyys
sulfonyyliureoita kohtaan kehittyy valintapaineen vuoksi nopeasti, jo muutamas-
sa vuodessa.

Glyfosaattia tai glufosinaattia luonnostaan kestdvia rikkakasvikantoja ei ole
uskottu syntyvan muun muassa siksi, ettd nama herbisidit inaktivoituvat maassa
nopeasti, jolloin valintapaine ei ole pitkdaikainen. Glyfosaattikestavyyden aikaan-
saava mutaatio EPSPS-entsyymissd my0s tekee entsyymin tehottomammaksi, mika
puolestaan haittaa kasvin aineenvaihduntaa ja heikentda kasvin elinkykya. Ta-
mén vuoksi luonnollisten mutaatioiden kautta syntynyt glyfosaattikestavyys ei
ole yleistynyt luonnossa. Viime vuonna Australiasta kuitenkin l16ydettiin glyfosaat-
tia kestdva raiheindpopulaatio viljelmaltd, jolla glyfosaattia oli kaytetty kymme-
nen vuoden ajan (Sindel 1996). Vaikka harvinaista onkin, my0s glyfosaattia kesta-
vid rikkakasvikantoja voi siis syntyéd valintapaineen alaisena. Taman liséksi kesta-
vyysgeenien siirtyminen siirtogeenisista kasveista risteytymisen kautta mahdol-
listaisi glyfosaattia kestdvien rikkakasvikantojen entistd nopeamman kehittymi-
sen. Yksi vaihtoehto geenien siirtymisen estamiseksi voisi olla geenien siirtami-
nen kloroplastin genomiin. Talléin geenit eivat padsisi levidmaén siitepolyn kaut-
ta, koska kloroplastit periytyvit useimmilla viljelykasveilla maternaalisesti (Da-
niell ym. 1998).

Yhdelle herbisidille vastustuskykyiset rikkakasvit voidaan torjua toisella her-
bisidilld. Ongelmia muodostuu, jos rikkakasviin siirtyy useita kestivyysgeeneja,
jolloin kasvien torjuntamahdollisuudet vdhenevit ja voidaan joutua kayttaméaan
suuria maarid ja hyvinkin haitallisia herbisideja.

Herbisideja kestdvien kasvien viljelemisen vaikutuksia herbisidien kaytto-
madriin on vaikea ennustaa. Entista parempien ja edullisempien torjunta-aineiden
janiitd kestavien siirtogeenisten kasvien kehittdminen voi lisdtd kemikaalien méaa-
rdd ympdristossd. Voidaan ajatella, ettd herbisidejd kestdvien kasvien viljelmilla
kayttomaarat kasvaisivat, jos torjunta-aineita voitaisiin kayttdd ilman pelkoa vil-
jelykasvien vahingoittumisesta. Toisaalta siirtogeeniset kasvit mahdollistavat siir-
tymisen tehokkaampiin ja siten pienempind mddrina kdytettdviin aineisiin. Esi-
merkiksi glyfosaatti on verraten vahan haitallinen torjunta-aine, jota ei ole yleensa
voitu kayttaa, koska se tappaa valikoimatta kaikki kasvit. Maaperdn mikrobit ha-
jottavat glyfosaattia melko hitaasti mutta maahan joutuessaan se kiinnittyy tiu-
kasti eika siten kulkeudu esimerkiksi pohjavesiin. Téllaisten tehokkaiden, lehtien
kautta kulkeutuvien herbisidien kayttd poistaisi tarpeen levittda torjunta-aineita
maahan ennen rikkakasvien taimettumista. Maanmuokkauksen tarve vahenisi,
mika estdisi viljelymaan eroosiota. Jos rikkakasvit voitaisiin havittaa vasta niiden
taimetuttua, niiden muodostama viliaikainen lehtipeite vahentdisi osaltaan maan
eroosiota ja estdisi uusien rikkakasvien kasvua.
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Herbisidien kdyttomddrien muuttuminen siirtogeenisilld kasveilla riippuu
paljon myos kasvilajista. Soijapapu ja sokerijuurikas ovat esimerkkejé lajeista, joilla
joudutaan kdyttdmadn suuria maarid torjunta-aineita ja niiden erilaisia yhdistel-
mid, silla yksisirkkaisia ja kaksisirkkaisia rikkakasveja ei voida havittdd samoilla
herbisideilld. Nailld lajeilla siirtyminen siirtogeenisten kasvien viljelyyn ja vali-
koimattomien herbisidien kdyttoon voisi vahentaa herbisidien kdyttomaaria. Rapsi
on puolestaan esimerkki kasvista, joka sellaisenaan kilpailee tehokkaasti rikka-
kasvien kanssa ja jolla herbisidien kayttomaarat eivat talla hetkelld ole kovin suu-
ret. Siirtyminen herbisideja kestavien lajikkeiden viljelyyn voisi lisdta herbisidien
kayttomaaria talla lajilla (Emmerman 1995).

Madsen ym. (1996) tekivat tietokoneen avulla mallin, jossa tutkittiin glyfosaattia ja glufosinaattia (fosfinotrisii-
ni) kestavan sokerijuurikkaan viljelyn vaikutuksia kaytettavien herbisidien maaraan. Mallissa tutkittiin normaa-
lia viljelykiertoa, jossa sokerijuurikkaan jalkeen viljeltiin yhtend vuotena ohraa ja kahtena vuotena vehnaa.
Sokerijuurikkaalla kdytetaan normaalisti paljon torjunta-aineita ja niiden eri yhdistelmid, ja viljelmid joudutaan
ruiskuttamaan 4—5 kertaa vuodessa. Mallin mukaan glyfosaattia ja glufosinaattia kestavan sokerijuurikkaan
avulla torjunta-aineiden maari saattaisi sokerijuurikasviljelmilla pudota lahes puoleen 20 vuodessa. Sokerijuu-
rikas, samoin kuin esimerkiksi soijapapu, on siis kuitenkin siind mielessa erityistapaus, etta silld kaytetdan
poikkeuksellisen paljon herbisideja. Muiden lajien kohdalla tarvitaan lisd tietoa, silld vaikutus voi olla aivan
toisenlainen.

7.3.2 Hyonteiskestdvyys

Kemialliset, viljelmille ruiskutettavat hyonteismyrkyt tappavat valikoimatta kai-
kenlaisia hyonteisid, muun muassa hyodyllisia polyttdjid ja petohyonteisid. Kun
kasviin siirretddn geenejd, jotka saavat aikaan erilaisten puolustusaineiden synty-
misen, ne vaikuttavat vain kasveja ravintonaan kdyttdviin hyonteisiin, siis tuho-
laisiin. Kasveihin siirretyt Bt-toksiinit ovat vaikutukseltaan hyvin spesifisid. Ku-
kin Bt-toksiini vaikuttaa aina tiettyihin hyonteislajeihin, jolloin kasvi voidaan saa-
da tuottamaan toksiinia, joka tappaa ainoastaan kyseisen kasvin tuholaiset. Mui-
hin hyonteislajeihin, eldimiin tai ihmisiin kasvin sisaltamilld toksiineilla ei ole hai-
tallista vaikutusta (Goldburg ja Tjaden 1990). Geenin siirtyminen viljelykasvista
luonnonvaraiseen lajiin voisi kuitenkin vaarantaa kokonaisia hyonteispopulaati-
oita, jos ne kdyttavat tita tiettyd lajia ainoana ravinnonldhteenaan. Tama olisi riski
etenkin kaytettdessd Bt-toksiinien sijasta muita puolustusaineita, jotka eivét ole
hyonteislajispesifisid.

Huolimatta torjunta-aineiden kédytostd suuri osa sadoista menetetddn edel-
leen tuhohyonteisten takia, silld tihdn mennessd yli 500 hyonteislajia on muuttu-
nut vastustuskykyiseksi eri torjunta-aineita kohtaan. Filippiineiltd, Havaijilta ja
USA:sta on 16ydetty kaalikoikantoja (Plutella xylostella), jotka kestavat ruiskuttei-
na kéytettyjd Bt-toksiineja (Ferré ym. 1991). Samaan ongelmaan saatetaan tormata
Bt-toksiineja sisdltdvien siirtogeenisten kasvien kohdalla. Kun hyénteisia altiste-
taan jatkuvasti ndille kasvien sisdltaimille myrkyille, kestavid hyonteispopulaati-
oita voi valintapaineen alaisena kehittya jo muutamassa hyonteissukupolvessa.

Bt-toksiinien myrkkyvaikutus perustuu niiden sitoutumiseen hyonteisen suo-
len seindmadssa sijaitseviin reseptoreihin. Eri Bt-toksiineille on omat reseptorinsa.
Kestavyyden saa aikaan muutos tdssa reseptorimolekyylissa (Van Rie ym. 1990).
Bt-toksiineja kestdvien kaalikoikantojen reseptorimolekyylit poikkeavat siten
toksiineille herkkien kantojen reseptoreista (Ferré ym. 1991). Onkin ajateltu, etta
jos hyonteiset valikoituvat kestdimdan yhté Bt-toksiinia, toisen toksiinigeenin kayt-
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taminen kasvissa poistaisi ongelman. Gould ym. (1992) kuitenkin havaitsivat, ettd
joillakin hyonteislajeilla kestavyys yhta toksiinia vastaan saa aikaan vastustusky-
vyn myos muille toksiineille. Tabashnik ym. (1997) osoittivat, ettd kaalikoilla yksi
resessiivinen geeni saa aikaan kestdvyyden neljaa eri Bt-toksiinia vastaan (CrylAg,
CrylAb, CrylAc ja CryIF). Esimerkiksi Helicoverpa zea on sekd puuvillan ettd maissin
tuholainen. Jos populaatio valikoituu kestiméan esimerkiksi puuvillassa tuotet-
tua CrylAa-toksiinia, se voi samalla muuttua vastustuskykyiseksi maississa tuo-
tettua CrylAb-toksiinia kohtaan, jolloin viljelykiertokaan ei auta taistelussa kesta-
vid tuhohyOnteisid vastaan.

Vastustuskykyisten hynteispopulaatioiden muodostumisvauhti riippuu populaatiossa alunperin olevista kesta-
vyysgeeneista. Naita geenejd on itse asiassa havaittu olevan populaatiossa enemmén kuin aikaisemmin on arveltu
(Gould ym. 1997), silla kestavyyden ollessa resessiivinen ominaisuus populaatiossa on aina runsaasti heterotsy-
gootteja kestavyysgeenin kantajia. Gouldin ym. (1997) mukaan tami frekvenssi oli 1,5 x 102 Heliothis virescensin
luonnonpopulaatioissa, joita ei ollut altistettu Bt-toksiineille. Tabashnikin ym. (1997) mukaan laboratoriossa
kasvatetussa kaalikoikannassa (Plutella xylostella), jota ei altistettu Bt-toksiineille, heterotsygootteja yksildita
oli 21 %, jolloin fenotyypiltadn toksiineille vastustuskykyisid hyonteisid oli 1,6 % eli resessiivisten alleelien
frekvenssi oli jopa 0,12. Hydnteisten altistuessa Bt-toksiineille kestavyysgeenin sisaltamat yksilot valikoituvat ja
lisaantyvat nopeasti.

On ajateltu, ettd Bt-toksiinikestavyyden kehittymistd tuhohyonteisille voi-
taisiin estdd kayttdmalld useita toksiinigeenejd joko yhtd aikaa tai perédkkdin, is-
tuttamalla siirtogeenisten kasvien joukkoon tai ldheisyyteen kasveja, joissa ei ole
toksiinigeeneja tai yksinkertaisesti kdyttamalld tarpeeksi suuria toksiiniméaarid,
jotta suurin osa hyonteisista (erityisesti heterotsygoottiset kestdvyysgeenin kan-
tajat) saadaan tapettua (McGaughey ja Whalon 1992, Alstad ja Andow 1995). Bt-
toksiinigeenien siirtdminen kloroplasteihin voisi tehostaa ilmentymistd huomat-
tavasti, ja koska kloroplastit periytyvdt maternaalisesti, geenit eivdt mydskdan
paadsisi levidmaan siitepdlyn mukana muihin kasveihin (McBride ym. 1995).

Jos kasviin siirretidn useampi toksiinigeeni kerrallaan, myos hyonteiset voi-
vat muuttua vastustuskykyisiksi useille myrkyille (Gould ym. 1992). Bt-toksiini-
geenin voimakas jatkuva (konstitutiivinen) ilmentyminen kasvissa voi nopeuttaa
kestavyyden kehittymista hyonteisissd, koska télloin valintapaine vaikuttaa nii-
hin koko niiden elinkierron ajan ja kaikissa kasvinosissa. Toksiinigeenin solukko-
tai kehitysvaihespesifinen ilmentyminen vahentiisi tatd valintapainetta. Kemial-
lisen induktion avulla toksiinigeenin ilmentyminen voidaan saada aikaan vain
haluttaessa (Williams ym. 1992). Perinteisen viljelykierron avulla voidaan vélttaa
hyonteisten pitkdaikainen altistuminen samalle hyonteismyrkylle. Tabashnik ym.
(1994) huomasivat, ettd hyonteisten Bt-toksiinikestdvyys oli palautuvaa. Valinta-
paineen poistuttua Bt-toksiineja kestdvé kaalikoipopulaatio muuttui nopeasti niille
herkéksi. Toisaalta kun Bt-toksiinien kéytto aloitettiin uudelleen, hyonteisten kes-
tavyys niitd kohtaan palautui vield nopeammin. Bt-toksiinien kdyton ajallinen
vaihtelu ei siis yksindén riitd estiméan kestavien hyonteispopulaatioiden syntya,
mutta voi jonkin verran hidastaa sita.

Bt-toksiinia sietdvien hyonteispopulaatioiden syntymistd voidaan hidastaa
varmistamalla Bt-toksiinille herkkien hyonteiskantojen siilyminen alueilla, joil-
la viljellddn Bt-toksiinia suojakseen tuottavia siirtogeenisia kasveja. Esimerkiksi
Yhdysvalloissa EPA (Environmental Protection Agency) on maarannyt, etta Bt-toksii-
neja tuottavien siirtogeenisten puuvillaviljelmien yhteyteen on istutettava vahin-
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tadn 4 % ei-siirtogeenistd puuvillaa, jota ei kasitella lainkaan hyonteismyrkyilla tai
vaihtoehtoisesti 25 % ei-siirtogeenistd puuvillaa, jota ei kasitelld niilld nimenomai-
silla Bt-toksiineilla, joita siirtogeeninen lajike tuottaa. Néilld suoja-alueilla menes-
tyvat Bt-toksiineille herkét yksilot risteytyvét varsinaisilla viljelyalueilla valinta-
paineen alla kehittyvien Bt-toksiineja kestdvien yksiléiden kanssa, mika hidastaa
Bt-toksiinikestdvyyden yleistymista hyonteispopulaatiossa. Gouldin ym. (1997)
mukaan télla periaatteella kestdisi ennustetun kolmen tai neljan vuoden sijasta
noin kymmenen vuotta, ennen kuin kestavat hyonteispopulaatiot muodostuisivat
ongelmaksi. Toksiinigeenien tarpeeksi voimakas ilmentyminen on my®ds tarkeaa.
Suuri toksiinipitoisuus tappaa suurimman osan heterotsygooteista kestavyysgee-
nin kantajista, ja suoja-alueilta tulevat hyonteiset estavét toksiinikestavyyden
kehittymisen jaljelle jadneessd hyonteispopulaatiossa (McGaughey ja Whalon
1992). Esimerkiksi Yhdysvalloissa kaupallisessa viljelyssa oleva siirtogeeninen
puuvilla ja maissi eivdt ole yhtd myrkyllisid kaikille tuholaisille, jolloin osa tuho-
laisista voi muuttua nopeasti vastustuskykyisiksi.

My®s proteinaasi-inhibiittoreita, a-amylaaseja ja kitinaaseja on siirretty kas-
veihin hyonteiskestdvyyden aikaansaamiseksi. Jongsma ym. (1995) tutkivat peru-
nan proteinaasi-inhibiittori II:n toimintaa tupakassa ja sen vaikutuksia kulkuyok-
kosen (Spodoptera exiqua) toukkiin. Vaikka geeni ilmentyikin kasveissa voimak-
kaasti, se ei juurikaan vaikuttanut lehtid syovien toukkien kasvuun. Toukat pystyi-
vat syntetoimaan uutta proteinaasia, johon kasvin sisaltima proteinaasi-inhibiit-
tori ei vaikuttanut. Michaudin (1997) mukaan hyonteiset pystyvét proteinaasien
avulla hajottamaan néitd kasveissa olevia toksisia yhdisteitd (myos Bt-toksiineja)
ja siten eliminoimaan niiden vaikutuksia. Proteinaasi-inhibiittorien pitisi olla hy-
vin laajavaikutteisia, jotta ne estdisivét tehokkaasti hyonteisten ruuansulatusent-
syymien toiminnan. Vaihtoehtona olisi kasveihin siirrettdvien toksiinien muok-
kaaminen siten, ettd hyonteisten proteinaasit eivit pysty niitd hajottamaan.

Siirtyminen siirtogeenisten Bt-toksiinia tuottavien kasvien viljelyyn voi my®os
vaikuttaa kdytettavien hyonteismyrkkyjen maariin. Esimerkiksi USA:ssa oli vuon-
na 1995 ensimmadisen kesdn kaupallisessa viljelyssa siirtogeeninen Bt-toksiinia
tuottava puuvilla. Noin 13 %:lla puuvillapelloista viljeltiin siirtogeenista puuvil-
laa. Sadonlisdys ndilld pelloilla oli keskimdarin yli 7 % ja kemiallisia hyonteis-
myrkkyjé arvioitiin jaddneen kdyttamattad yli miljoona litraa (Monsanto 1997).

7.3.3 Viruskestdvyys

Viruksen kuoriproteiinigeeni on yleisimmin kéytetty viruskestdvyyden aiheutta-
va geeni siirtogeenisilla kasveilla. Viruskestdvyys voidaan saada aikaan my®s siir-
tamalla kasviin satelliitti-RNA:ta tai jokin viruksen rakennegeeni.

Yleensd satelliitti-RNA vahentda auttajaviruksensa lisadntymista kasviso-
lussa ja lieventda siten taudinoireita. Jotkin satelliitti-RNA:t voivat kuitenkin pa-
hentaa oireita tietyilld isdntélajeilla. Esimerkiksi CMV:n satelliitti-RNA suojaa
useimpia kasvilajeja virustartunnalta, mutta tomaatilla ja muutamalla muulla
Lycopersicon-lajilla se aiheuttaa kasvin kuolemisen. Jopa yhden emésparin muutos
satelliitti-RNA:ssa voi muuttaa sen taudinaiheuttajaksi (Tepfer 1993). Luonnossa
tapahtuu jatkuvasti mutaatioita johtuen RNA-virusten replikaasientsyymeilta
puuttuvasta korjauslukukyvystd, mutta ndiméa mutaatiot eivdt useinkaan saa ai-
kaan viruspopulaatioiden nopeata evoluutiota patogeenisempaan suuntaan (Tep-
fer 1993). Toisaalta tietty mutaatio voi saada aikaan taudinaiheutuskyvyn tietyssa
isantakasvissa, ja tautia aiheuttava satelliitti-RNA saattaa valikoitua ja siirtyd vi-
rusrodusta toiseen (Palukaitis ja Roossinck 1996). Viruskestavyyden kehittdmisek-
si kannattaneekin kayttda riskittomampid menetelmia.
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Kasviin siirretty viruksen kuoriproteiinigeeni saa aikaan vastustuskyvyn ky-
seistd virusta ja joskus myos muita viruksia vastaan. Kasvisolun tuottama kuori-
proteiini luultavasti estda kasvia infektoivan viruksen kuoren avautumisen ja ge-
nomin vapautumisen. Proteiinikuori sekd suojaa viruksen perintdainesta etta saa
aikaan isdntdspesifisyyden. Useat virukset siirtyvat kasvista toiseen niita levitta-
vien hyonteisten (esimerkiksi kirvojen) avulla ja kuoriproteiini toimii joillakin la-
jeilla tdssdkin avustajana. Koska kuoriproteiini saa aikaan isdntdkasvi- ja siirtdja-
hyonteisspesifisyyden, herddkin kysymys, voiko kasvin tuottama tietyn viruksen
kuoriproteiini ottaa sisddnsé kasvia infektoivan toisen viruksen perintdaineksen
(niin sanottu transkapsidaatio eli heteroenkapsidaatio) ja muuttaa siten tdimén
isintavalikoimaa tai levidmismallia. Tall6in virus, joka ei normaalisti levid kirvo-
jen avulla, voisi muuttua kirvalevintdiseksi pakkauduttuaan kirvalevintédisen vi-
ruksen kuoreen. Samoin virus, joka ei normaalisti levid infektiokohdasta muualle
kasviin, voisi saada kuoriproteiinin systeemisesti levidvalta virukselta, jolloin sen
levidmistapa kasvissa muuttuisi.

Virusgenomin pakkautuminen kuoreen on melko spesifistd ja vaatii tiettyjen alueiden tunnistamisen kuoriprote-
iinin ja genomin valilla. Taten luonnonoloissa esimerkiksi TMV:n RNA ei normaalisti pakkaudu CMV:n kuoreen,
vaikka nama virukset infektoivat usein yhtaaikaa samaa kasvia. Laboratorio-olosuhteissa téllainen pakkautumi-
nen on saatu aikaan, mutta luonnossa sit ei ole havaittu tapahtuvan. Todenndkdisemmin tallaista heteroenkap-
sidaatiota voi tapahtua saman viruksen eri roduilla tai ldhisukuisilla viruksilla. Esimerkiksi kasvin tuottama
TMV:n kuoriproteiini voi korvata toisen TMV-rodun toimimattoman kuoriproteiinin (Osbourn ym. 1990). Farinelli
ym. (1992) tutkivat perunaa, johon oli siirretty PVY"-rodun kuoriproteiini ja havaitsivat, ettd perunaa infektoivan
PVYO- rodun virukset pakkautuivat osittain kasvin tuottamaan PVY*-kuoriproteiiniin. Taydellistd transkapsidaa-
tiota ei kuitenkaan tapahtunut. Transkapsidaatio on lisdksi vain véliaikainen ilmid eikd vaikuta vieraaseen
kuoreen pakkautuneen viruksen perimdan, silld seuraavalla lisdantymiskierroksella kuoriproteiini syntetoidaan
taas viruksen omasta genomista. Kasviin voidaan myds siirtdd kuoriproteiinigeeni, joka ei koodita toimivaa
geenituotetta (Smith ym. 1994). Siirtogeeni voi kuitenkin saada aikaan viruskestavyyden estamalla kasvia infek-
toivan viruksen vastaavan geenin toiminnan niin sanotun kosuppression avulla. Vaikka siirtogeeni ei kooditakaan
toimivaa kuoriproteiinia, se on tarpeeksi homologinen viruksen geenin kanssa, jotta inaktivaatio voi tapahtua.
Kun toimivaa kuoriproteiinia ei synny, ei mydskaan transkapsidaation vaaraa ole.

Toisin kuin transkapsidaatio, kahden virusgenomin rekombinaatio johtaa
pysyvdan ja periytyvaan muutokseen. Rekombinaatio on todennakoisesti tarkea
muuntelun ldhde virusten evoluutiossa, ja sitd voi tapahtua sekd genomien valilla
ettd niiden sislla. Eri viruslajit voivat infektoida samaa kasvia yhta aikaa, jolloin
rekombinaatio on mahdollista. Virusgenomien on kuitenkin todettu muuttuvan
yllattavan hitaasti. Tallaiset yhtdaikaiset infektiot johtavat harvoin uusien, pato-
geenisten virusten syntymiseen, eiké ole syytd uskoa kasvin sisaltimén geenin ja
virusgenomin rekombinaation olevan sen yleisempad (Falk ja Bruening 1994). Ai-
nakin yhdessa tapauksessa kuitenkin kasvisolun DNA:sta perdisin oleva sekvens-
si on saanut aikaan CMV-Y-viruksen satelliitti-DNA:n muuttumisen taudinaiheut-
tajaksi (Kuwata ym. 1991).

De Jong ja Ahlquist (1992) tutkivat kahden eri ryhmadn kuuluvan viruksen liikeproteiinien vaikutusta viruksen
leviamiseen. He korvasivat pitkapavun kloroosilaikkaviruksen (CCMV) toimimattoman liikeproteiinin itdintian-
hampun mosaiikkiviruksen (SHMV) liikeproteiinilla, minka jalkeen hybridivirus saatiin leviimaan SHMV:n tavoin
systeemisesti. Virusten infektoidessa samaa kasvia yhtd aikaa levidmistavan muuttumista eli spontaania rekom-
binaatiota ei kuitenkaan tapahtunut.
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Kasvia infektoivan viruksen ja siirtogeenisen kasvin genomissa olevan virus-
geenin viélilld voi siis periaatteessa tapahtua rekombinaatiota. Usein tdma kasviin
siirretty geeni on kuitenkin perdisin juuri kasvia infektoivasta viruksesta, jolloin
uusien ominaisuuksien syntyminen rekombinaation takia on melko epatodenna-
koista. Uusienkin ominaisuusyhdistelmien sdilyminen riippuu siitd, onko rekom-
binanttivirus kilpailukykyisempi kuin alkuperdinen virus ja osallistuuko rekombi-
nanttivirus viruksen monistumiseen solussa. Suurin osa muodostuneista viruksis-
ta ei osallistu viruksen lisdéédntymiseen seuraavalla kierroksella vaan hajoaa kasvi-
solun kuollessa. Rekombinaatioon vaikuttavia tekijoitd on paljon, eikd niitd tun-
neta tarpeeksi hyvin, jotta voitaisiin esittdd valmiita malleja siirtogeenisten kasvi-
en ja virusten genomien rekombinaatiosta ja niiden vaikutuksista. Siirtogeenien ja
virusgenomien rekombinaatio ei kuitenkaan ole sen yleisempéaéa kuin eri virusten
keskindinen rekombinaatiokaan, joten virusgeenien siirtiminen kasviin ei peri-
aatteessa luo suurempia mahdollisuuksia uusien virustyyppien syntymiseen kuin
mitd luonnossa koko ajan tapahtuu.

7.3.4 Taudinkestdvyys (bakteerit ja sienet)

Joillakin lajeilla taudit voivat rajoittaa populaation kokoa. Vastustuskykyinen, siir-
togeeninen kasvi voi saada valintaedun luonnonoloissa, jolloin laji voi muuttua
voimakkaammaksi kilpailijaksi ja vallata tilaa muilta lajeilta. Mahdollisesti ldhisu-
kuisiin luonnonlajeihin siirtyessddn taudinkestavyys voi samoin lisdta ndiden laji-
en kelpoisuutta. Valintapaineen ollessa suuri bakteerit voivat myos hyonteisten
tavoin nopeasti muuttua vastustuskykyisiksi kasvien siséltdmille puolustusaineille.
Geenit, jotka saavat aikaan kestdvyyden sienipatogeeneja vastaan (esimerkiksi
kasvin juuressa tai mukulassa ilmentyvé kitinaasi), saattavat haitata sienijuurisym-
bioosin syntya tai muuten vaikuttaa haitallisesti maaperan mikrobistoon.

7.3.5 Stressinkestdvyys

Kasvien kilpailukyvyn lisdédntyminen on riski erityisesti siirrettdessa kasveihin
stressinkestavyysgeeneja. Kun kasviin siirrettddn kylméan-, kuivan-, suolan- tai ras-
kasmetallien sietogeeni, se voi siirtyd kasvupaikoille, joilla se ei ole ennen menes-
tynyt. Esimerkiksi kasvukauden piteneminen parantuneen kylméansiedon ansios-
ta tai levinneisyysalueen laajeneminen parantuneen suolansiedon vuoksi voivat
antaa lajille etulyontiaseman muihin lajeihin ndhden. Jos laji muuttuu uudella kas-
vupaikalla dominoivaksi, se voi vaikuttaa koko ekosysteemiin. Vuorovaikutukset
luonnossa ovat kuitenkin hyvin monimutkaisia eika niista tiedetd paljon, joten
siirtogeenisten kasvien mahdollisesti mukanaan tuomien muutoksien vaikutuk-
siakaan ei voida ennustaa etukéteen.

7.3.6 Antibioottikestdvyys

Antibioottikestavyyden kayttd merkkigeenind geeninsiirroissa on herattanyt ky-
symyksen, voiko kestdvyysgeeni siirtyd siirtogeenisesta kasvista kasvipatogee-
neihin tai maaperén tai ihmisen suoliston bakteereihin. Niin sanottu horisontaali-
nen geeninsiirto eli geenien siirtyminen luonnossa lajista toiseen muuten kuin ris-
teytymisen kautta on hyvin epatodennakoista (Prins ja Zadoks 1994) — toisaalta
eri bakteerilajien vélilld geenien siirtymisen on todettu olevan yleisempad kuin
aiemmin on ajateltu. Tutkimalla yksittaisid geenisekvenssejd ja niiden homologiaa
eri lajeilla on yritetty muun muassa rakentaa elididen sukupuita. Taysin samanlais-
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Schliiterin ym. (1995) mukaan on tehty joitakin kokeita, joissa on tutkittu horisontaalista geeninsiirtoa siirtogee-
nisilld kasveilla tehtyjen kenttikokeiden aikana ja niiden jalkeen. Vaikka kasveista perdisin oleva DNA siilyi
ehjana maaperassa vuodenkin ajan,siirtogeenisia mikrobeja ei havaittu. Hoffmann ym. (1994) tutkivat antibio-
ottikestavyyden siirtymista siirtogeenisesta Brassica-lajista Aspergillus niger -sieneen. Antibioottikestavyys siirtyi
osaan sienistd, kun niitd kasvatettiin siirtogeenisen kasvin kanssa, mutta havisi niista jatkokasvatuksen aikana.
Geenid ei mydskaan saatu eristettyd sienestd, joten ei voitu olla varmoja, johtuiko sen antibioottikestavyys
nimenomaan kasvista siirtyneesta geenistd. Schliiter ym. (1995) tutkivat antibioottikestavyysgeenin siirtymista
siirtogeenisestd perunasta Erwinia chrysantemi -bakteeriin. Koeolosuhteet vaihtelivat taysin keinotekoisesta mah-
dollisimman luonnonmukaiseen. Vaikka olosuhteet valittiin niin, ettd geenien siirtyminen perunasta bakteeriin
olisi mahdollisimman tehokasta, ampisilliinikestavyyden siirtymisfrekvenssi oli vain 5.8 x 10 * 2.0 x 10 . Tama
on huomattavasti pienempi kuin esimerkiksi bakteerien luonnollinen mutaatiofrekvenssi, joka on 10*—I10".

ten geenien esiintyminen toisilleen kaukaista sukua olevilla elitilla saattaisi olla
merkkind geenien siirtymisesta lajien vélilla jossain evoluution vaiheessa (Smith
ym. 1992, Syvanen 1994). Esimerkiksi Furner ym. (1986) 16ysivdat muutamasta tu-
pakkalajista (Nicotiana sp.) DNA-sekvenssin, joka on homologinen Agrobacterium
rhizogenesiksen T -DNA:n kanssa. He arvelivat, ettd tima DNA-sekvenssi olisi Ni-
cotiana-suvun evoluution aikaisessa vaiheessa siirtynyt agrobakteerista kasviin.

Kanamysiinikestdvyyden aikaansaava neomysiinifosfotransferaasigeeni (npt
II) on yksi eniten kaytetyistd merkkigeeneista kasvien geeninsiirroissa. Seké kas-
vissa oleva geeni ettd geenituote hajoavat nopeasti ja tehokkaasti ruoansulatus-
elimistossd. Geenin koodittama NPTII-entsyymi vaatii toimiakseen ATP:ta, jota
on ruoansulatuskanavassa hyvin viahén, eikd se toimi alhaisessa pH:ssa. Suolistos-
sa esiintyvat kana- tai neomysiinid kestavat bakteerit eivét olisi ladketieteellinen
haitta, silld néitd antibiootteja ei juurikaan kayteta ladkkeind ihmisilla ja eldimilla.
Kanamysiinia kestdvia bakteereita on maaperédssd niin runsaasti, ettd laajatkaan
siirtogeenisten kasvien viljelmét eivat kiytannossa lisdisi tatda maarad, vaikka gee-
nit siirtyisivét kasveista bakteereihin. Ihmiset myos syovat kanamysiinia kestavia
mikro-organismeja jatkuvasti ruoassaan, etenkin raakojen vihannesten mukana.
Vaikka geenien siirtyminen olisi mahdollista, merkkigeenin siséltdvien kasvien
syominen ei kasvattaisi ihmisen suolistossa jo olevien, kanamysiinid kestdvien
bakteerien maarda havaittavasti (Flavell ym. 1992, Fuchs ym. 1993). Koska geenien
siirtyminen on hyvin epdtodennakéistd, antibioottikestdvyysgeenien kayttami-
nen kasveissa sindnsé ei todenndkoisesti heikennd antibioottien tehokkuutta laak-
keina eika lisda riskid antibiootteja kestdvien mikrobikantojen syntyyn. Huomio
pitdisi sen sijaan kiinnittdd ylenpalttiseen antibioottien kayttoon ihmisten ja eldin-
ten ladkinnassa, silld se luo valintapaineen ja saa aikaan kestdavien bakteerien yleis-
tymisen (esimerkiksi Perreten ym. 1997). Riskien minimoimiseksi siirtogeenisten
kasvien tuotannossa olisi pyrittdva kdyttamaan vaihtoehtoisia merkkigeeneja tai
kayttamaan valikoinnissa vain niitd antibiootteja, joita ei kdyteta ihmisten ja eldin-
ten ladkintaan.

7.3.7 Muut ominaisuudet

Jotkin kasveihin siirretyista geeneista voivat koodittaa proteiineja, jotka ovat al-
lergeeneja. Esimerkiksi soijapavun ravintoarvoa on yritetty nostaa siirtdmaélla sii-
hen parapahkinasta (Bertholletia excelsa) metioniinipitoisen 2S-albumiinin geeni.
Tama proteiini on kuitenkin vahva allergeeni niille ihmisille, jotka ovat pahkinéil-
le allergisia (Nordlee ym. 1996). Allergiaa aiheuttavia proteiineja ei pitdisikdan
missddn nimessa siirtaa yleisesti ravintona kaytettaviin kasveihin. Allergiat eivat
kuulu varsinaisiin ympaéristovaikutuksiin, joten niit4 ei késitelld tdssa tarkemmin.
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Mainittakoon kuitenkin, ettd allergeenien tunnistaminen on melko helppoa, silld
niiden on todettu olevan proteiineja, joita ruoansulatuselimisto ei pysty pilkko-
maan (Astwood 1996), jolloin useat tillaiset proteiinit pystytdan etukateen loyta-
maan.

Myrkyllisia tai muita mahdollisesti haitallisia aineita tuottavien kasvien siite-
poly saattaa siirtyéa viljelmille, joilla kasveja kasvatetaan ravinnoksi, ja se voi aihe-
uttaa muutoksia ndiden kasvien ravintoainekoostumuksissa. Esimerkkind voitai-
siin mainita rapsi, jonka lauriinihappopitoisuutta on nostettu detergenttien tuo-
tantoa varten. Jos tdimé ominaisuus siirtyy viereiselld pellolla ruokadljytuotantoa
varten kasvatettavaan rapsiin, timan sadon laatu karsii.

7.3.8 Siirrettyjen ominaisuuksien vaikutukset maaperdn eliéihin

Kasvien kanssa on vuorovaikutuksessa monia lajeja, joista jotkin ovat haitallisia
(tuhohyonteiset ja patogeenit) ja jotkin hyodyllisid (esimerkiksi sienijuuret, ty-
pensitojabakteerit ja polyttajahyonteiset). Osa on vaikutukseltaan neutraaleja.
Kasvinjalostuksella pyritddn vaikuttamaan haitallisiin lajeihin, mutta joskus vai-
kutukset voivat kohdistua muihinkin kuin kohdeorganismeihin.

Maaperian eliét ovat vuorovaikutuksissa toistensa kanssa ja muutokset yh-
den lajin populaatiossa voivat vaikuttaa monien muiden lajien populaatioihin ja
siten koko ekosysteemiin. Siirtogeenisten kasvien geenituotteet voivat maahan
joutuessaan vaikuttaa suoraan maaperdn eliéihin. Geenituotteita voi joutua maa-
perdan kasvijatteiden mukana ja juurten erittdimana. Suuri osa geenituotteista on
proteiineja ja entsyymeja, jotka eivdat maahan joutuessaan ole enéé aktiivisia. Maa-
peran mikrobit hajottavat, inaktivoivat ja muuttavat ndita geenituotteita ja jotkin
vilituotteet saattavat olla myrkyllisid. Myos maaperdn olosuhteet (rakenne, koos-
tumus, pH) vaikuttavat siihen, mitéd geenituotteille tapahtuu. Mahdollisten akuut-
tien myrkkyvaikutuksien lisdksi pitdisi tutkia geenituotteiden pitkdaikaisvaiku-
tuksia ja esimerkiksi muutoksia elididen ravinnonhankinnassa ja lisadntymisky-
vyssd (Morra 1994).

Torjunta-aineiden ympaéristovaikutuksia tutkittaessa kdytetdan usein erityi-
sid indikaattorilajeja. Tallaisia indikaattorilajeja voitaisiin kayttad myos tutkitta-
essa siirtogeenisten kasvien geenituotteiden vaikutuksia maaperén eliostoon. Esi-
merkiksi kastematoja on kédytetty torjunta-aineiden vaikutuksia tutkittaessa (Tom-
lin 1994). Nitrosomonas-suvun bakteerit osallistuvat nitrifikaatioon ja ne reagoivat
herkésti muuttuneisiin olosuhteisiin (Angle 1994).

Kasvien tuottamat myrkylliset aineet voivat vahingoittaa maaperdn mikro-
beja ja siten vaikuttaa ravinteiden kiertoon maaperéssad. Haitallisia geenituotteita
voisivat olla esimerkiksi kasveissa tuotettavat lddkeaineet tai teollista kayttoa
varten tuotetut entsyymit, jotka voivat suurina méérind maahan joutuessaan olla
myrkyllisid maaperan eliville. Proteiinit, joita tuotetaan patogeenikestavyyden
aikaansaamiseksi, voivat patogeenien lisdksi tuhota my6s hyoddyllisid sienid ja
mikrobeja. Bakteereista perdisin olevat entsyymit voivat kasveihin siirrettyina rea-
goida kasveissa olevien yhdisteiden kanssa, jolloin voi muodostua myrkyllisid ai-
neenvaihduntatuotteita.

Maahan joutuvien geenituotteiden vaikutuksia maaperan elidihin ja niiden
populaatiokokoihin voidaan tutkia erilaisin menetelmin. Esimerkiksi vertaamalla
tietyn elidlajin runsautta kaikkien maaperan elididen maaraan voidaan maarittaa
ekosysteemin monimuotoisuusindeksi (Angle 1994). On kuitenkin vaikea sanoa
millaisia vaikutuksia monimuotoisuuden (biodiversiteetin) ja maaperan elidsuh-
teiden muuttumisella on ekosysteemiin ja kuinka paljon monimuotoisuuden pitaa
viahentyd, jotta on aihetta huoleen.
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Tietoa tai kokemusta siirtogeenisten kasvien vaikutuksista esimerkiksi bio-
geokemiallisiin sykleihin ei ole. Toisaalta siirtogeeniselld kasvilla ei luultavasti ole
sellaisia vaikutuksia, joita perinteisilld viljelykasveilla ei olisi. Siirtogeeniseen kas-
viin siirretty uusi geeni koodittaa yleensa yhtd uutta proteiinia tai entsyymié, jon-
ka vaikutus maaperdssd on luultavasti hyvin pieni. Geenien siirtymista kasveista
ja kasvijatteistd maaperdn elidihin ei todennédkéisesti tapahdu. Koska siirtogee-
nisten kasvien tuotannolla tdhddtdén suurempaan satoisuuteen, ne saattaisivat
vaikuttaa maaperdn ravinnepitoisuuksiin kun ravinteita tarvitaan enemman. Tar-
vitaanko siis lisdd lannoitteita ja miten se vaikuttaa maaperdan? Typped yhteytta-
vien kasvien tuottaminen on noussut esiin silloin télloin, ja tillaiset kasvit saattai-
sivat muuttaa ekosysteemin typpimetaboliaa. Téllaisia kasveja ei ole toistaiseksi
kuitenkaan pystytty kehittamaan.

Trevors ym. (1994) ottivat esiin ominaisuuksia, jotka kasveihin siirrettyina voisivat teoriassa vaikuttaa maaperan
elidihin ja ravinnepitoisuuteen:

- kasvit, jotka on muunnettu siten, ettd pystyvét tehokkaammin kayttdmaan ravinteita

- kasvit, joiden typpimetaboliaa tai fotosynteesitehoa on muunnettu

- kasvit, jotka ovat myrkyllisid tai eivat hajoa normaalisti maaperéssa

- kasvit, joiden siirtogeenit koodittavat entsyymeja, jotka kayttavit hivenaineita kofaktoreina

7.3.9 Geenien inaktivaation ympdristovaikutukset

Siirtogeenien inaktivaatio ei useinkaan ole varsinainen riski ymparistolle. Kun siir-
togeeni inaktivoituu, kasvi palaa takaisin alkuperdiseen ilmiasuunsa, eli tilanne on
periaatteessa sama kuin kasviin ei koskaan olisi geenia siirrettykaan. Talla voi kui-
tenkin olla merkitysté silloin, kun siirtogeeni saa aikaan jonkin kasvin siséltiméan
haitallisen aineen méaran vihenemisen. Silloin kun inaktivaatio johtuu kosuppres-
siosta, siirtogeeni inaktivoi samalla my®s kasvin alkuperdisen geenin, jolloin ky-
seistd geenituotetta ei synny lainkaan tai vain hyvin pienid méaria. Jos kyseessd on
tarked entsyymi, geenin inaktivoituminen voi vaikuttaa koko kasvin aineenvaih-
duntaan. Lisdksi inaktivoitunut geeni sdilyy kasvin periméssé ja se voi siirtya huo-
maamatta muihin kasveihin tai esimerkiksi ympdristdolojen muuttuessa ilmentyéa
uudelleen myohemmissa sukupolvissa.

7.4 Riskinarviointia esimerkkikasvien avulla

Esimerkkikasveiksi on otettu nelja erilaista Suomessa kasvavaa tai viljeltavaa la-
jia. Naiden esimerkkien avulla tarkastellaan riskinarviointia lyhyesti. Sddelatva eli
gerbera edustaa lajia, jota kasvatetaan ainoastaan kasvihuoneissa koristekasviksi,
ja joka ei Suomessa tule toimeen kasvihuoneen ulkopuolella. Tupakkaa kdytetdan
paljon koekasvina erilaisissa tutkimuksissa ja vaikka sitdkin pddosin kasvatetaan
kasvihuoneissa ja laboratorioiden yhteydessd, sita saatetaan tavata jonkin verran
viljelykarkulaisena luonnossa, vaikka se ei olekaan alunperin suomalainen laji.
Lituruoho on Suomen luonnossa yleinen ja joka puolelle levinnyt laji ja my®os sitd
kiytetddn paljon koekasvina etenkin molekyylibiologisessa tutkimuksessa. Koi-
vu edustaa suomalaisille taloudellisesti tarkeda lajia joka on kotoperdinen, moni-
vuotinen ja lisdksi ekosysteemissa hallitseva laji eli niin sanottu avainlaji. Naita
neljaa lajia tarkastellaan lyhyesti, ja niiden perusbiologian avulla selvitetdan mil-
laisia ymparistovaikutuksia niihin siirretyillda ominaisuuksilla voisi olla.
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7.4.1 Sddelatva (Gerbera hybrida)

Sadelatva kuuluu mykerdkukkaisten heimoon (Asteraceae). Se on alunperin kotoi-
sin Etela-Afrikasta eika sitd tavata luonnonvaraisena tai villiintyneend Suomesta.
Séadelatva ei tule Suomessa toimeen kasvihuoneen ulkopuolella eika silld ole ris-
teytyvid sukulaislajeja tdalla. Sadelatvaa kasvatetaan koristekasviksi kasvihuo-
neissa. Koristekasviominaisuuksiin liittyvat myos télle lajille tehtdvat geeninsiir-
rot.

Koska sddelatva ei pysty levidmaan Suomen luontoon, sillé ei siirtogeenise-
nakaan olisi negatiivisia ymparistovaikutuksia. Lisdksi siihen siirretyt ominaisuu-
det ovat koristekasviominaisuuksia, jotka vaikuttavat esimerkiksi kukan variin, ja
ndma ominaisuudet eivat luultavasti paranna kasvin kilpailukykya missaan olo-
suhteissa.

7.4.2 Tupakka (Nicotiana tabacum; virginiantupakka)

Tupakka kuuluu koisokasvien heimoon (Solanaceae) ja on kotoisin Keski-Ameri-
kasta ja Etela-Amerikan pohjoisosista. Tupakkaa ei viljelld Suomessa kaupalliseen
kdyttoon vaan sitd kadytetaan lahinnd koekasvina laboratorioissa. Poltettavaksi
aiottavaa virginiantupakkaa viljelladn eniten Pohjois-Amerikassa, Intiassa, Kiinas-
sa, Turkissa ja Balkanin maissa. Suomessakin on aikaisemmin viljelty jonkin verran
virginiantupakkaa ja etenkin sen sukulaislajia palturintupakkaa (N. rustica). Tu-
pakkaa tavataan joskus viljelykarkulaisena puutarhojen ldhist6lld. Varsinaisia luon-
nonpopulaatioita se ei kuitenkaan muodosta. Tupakka on hyonteispolytteinen
kasvi ja ristipolytyksen liséksi se pystyy itse polyttamadn itsensd. Virginian- ja
palturintupakka eivit risteydy keskendan eikd niilld ole Suomessa muitakaan ris-
teytyvid sukulaisia.

Tupakkaa kdytetddn koekasvina geeninsiirroissa, koska geeninsiirto ja siirto-
geenisten kasvien kasvattaminen on silld helppoa. Tupakkaan onkin siirretty val-
tava maara erilaisia uusia ominaisuuksia. Koska tupakkaa ei Suomessa viljella suu-
ressa mittakaavassa kaupallisiin tarkoituksiin eivatkd laboratorioissa kasvatetut
siirtogeeniset kasvit ole vaarassa levitd luontoon, niilld ei todenndkéisesti ole ne-
gatiivisia ympéristovaikutuksia riippumatta kasviin siirretyistd ominaisuuksista.

7.4.3 Lituruoho (Arabidopsis thaliana)

Lituruoho kuuluu ristikukkaisiin (Brassicaceae). Sitd esiintyy luonnonvaraisena koko
Suomessa, yleisimmin Eteld-Suomessa. Se kasvaa paahteisilla paikoilla, kuivilla
kallioilla ja rinteilld, kuivilla kedoilla, ulkosaariston luodoilla ja usein asutuksen
piirissa. Lituruoho on yksivuotinen kasvi ja se kukkii kevaalla tai alkukesalla. Sie-
menet itdvat syksylld. Se on ristipolytteinen kasvi, mutta voi my®6s itse polyttaa
itsensa. Lituruoholla ei ole risteytyvia sukulaislajeja Suomessa.

Lituruohoa kdytetdaan paljon koekasvina molekyylibiologisessa tutkimuksessa
pienen genominsa ja nopean elinkiertonsa vuoksi. Lituruohon siemenet ovat hy-
vin pienid (0,5 mm) ja niitd on paljon. Tdiméan vuoksi siementen levidmistd on mah-
doton valvoa. Vaikka siirtogeenista lituruohoa kasvatettaisiinkin valvotuissa olo-
suhteissa, geenien levidmistd kasvatustilojen ulkopuolelle ei voida valttaa. Litu-
ruohoon onkin siirretty ja tullaan tulevaisuudessa varmasti siirtdimaan suuri jouk-
ko erilaisia ominaisuuksia, joista jotkin voivat lisdtd sen kilpailukykya luonnon-
oloissa tai viljelyolosuhteissa. Lituruohon avulla tutkitaan kuitenkin ldhinna kas-
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vigeenien toimintaa ja niiden ilmentymistd, eikd sité viljella suuressa mittakaavas-
sa, jolloin geenien levidmistda ymparistoon ei luultavasti suuressa maarin tapahdu.
Ymparistoriskien mahdollisuus talla lajilla on todenndkdisesti hyvin pieni.

7.4.4 Rauduskoivu (Betula pendula)

Rauduskoivua esiintyy laajalti koko Euroopassa ja Suomessakin se on levinnyt
Inarin Lappiin saakka. Pohjois-Suomessa hieskoivu (B. pubescens) on kuitenkin ylei-
sempi ja Lapissa esiintyva tunturikoivu onkin hieskoivun alalaji. Rauduskoivu on
yksi nopeakasvuisimmista boreaalisten metsien puulajeista ja se on voimakas kil-
pailija etenkin hyvilld kasvupaikoilla. Se vaatii kuitenkin runsaasti valoa ja kuusen
tunkeutuessa kasvupaikalle se hdvida véhitellen. Koivu on kasvupaikan suhteen
melko vaatimaton ja kasvaa karuilla ja kuivillakin paikoilla. Se voi elda yli sata-

vuotiaaksi.

Koivu on tuulipdlytteinen kasvi ja sen siitep6ly voi levitéd laajoille alueille.
Rauduskoivu kukkii toukokuussa. Hedelmét kypsyvit loppukesilld ja levidvat
tuulen avulla syksyn ja talven aikana. Rauduskoivu voi myos risteytyd muiden
suomalaisten koivulajien, etenkin vaivaiskoivun (B. nana), kanssa.

Koivu on avainlaji suomalaisissa ekosysteemeissd ja useat elioryhmét (muun
muassa sienijuuret, kadvat, hyonteiset ja linnut) ovat siité riippuvaisia. Rauduskoi-
vu on nopeakasvuinen pioneerilaji ja sen siitepoly ja siemenet levidvat tuulen avulla
laajoille alueille, joten geenien siirtymistd siirtogeenisesté koivusta luonnonpopu-
laatioihin ja sukulaislajeihin ei voida estdd. Koivu on myds pitkdikdinen kasvi,
jolloin uusien ominaisuuksien vaikutukset tulevat ndkyviin vasta pitkien aikojen
padstd. Taman vuoksi koivun, kuten muidenkin metsédpuiden, kohdalla taytyy har-
kita hyvin tarkkaan, mitd ominaisuuksia siihen siirretdan. Sienitauti- tai hyonteis-
kestdvyyden siirtiminen koivuun voisi saada aikaan sen entistd tehokkaamman
levittaytymisen. Koivusta onkin kehitteilld kukkimattomia muotoja, joiden avulla
geenien levidminen voitaisiin estdd (Lemmetyinen ym. 1995).
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Yhteenveto ja pohdintaa

Siirtogeenisten kasvien ympdristovaikutuksista puhuttaessa taytyy erottaa toisis-
taan varsinaiset ympéristovaikutukset eli vaikutukset luonnon ekosysteemeihin,
ja toisaalta vaikutukset maa- ja metsitalouteen, jolloin puhutaan enemmaénkin
taloudellisista nakokohdista. Esimerkiksi herbisideja kestavat rikkakasvit ovat en-
sisijaisesti maatalouden ongelma. Toisaalta vaikutukset kohdistuvat laajemmalti-
kin ymparistoon herbisidien kdyttomaarien ja -tapojen muuttuessa. Samoin kesta-
vien hyonteiskantojen synty alentaa ensi sijassa satoja, mutta siirtogeenisten kas-
vien viljeleminen voi my®6s vaikuttaa kiytettdvien hyonteismyrkkyjen laatuun ja
maadriin.

Herbisidikestavyys, hyonteiskestavyys, taudinkestdvyys tai stressinsieto ei-
vat ole uusia ominaisuuksia kasveissa. Nditd ominaisuuksia on aina ollut joissakin
kasveissa, ja valinta- ja risteytysjalostuksen avulla niitd on pyritty viljelykasveissa
parantamaan kautta kasvinjalostuksen historian. Siirtogeeniset kasvit eivét siis
aina valttamatta tuo varsinaisia uusia ominaisuuksia kasvinviljelyyn. Geeninsiir-
totekniikan avulla kasvinjalostus on helpottunut, kun uusia lajikkeita pystytaan
tuottamaan nopeasti verrattuna perinteiseen risteytysjalostukseen. Risteytysja-
lostuksessa ongelmana on geenien siirtymisen sattumanvaraisuus ja geenien kyt-
keytyminen, jolloin halutun ominaisuuden mukana siirtyy myds epatoivottuja omi-
naisuuksia, joista risteytyksen avulla on vaikea paasta eroon. Myds geeninsiirto-
tekniikkaa kaytettdessa geeni sijoittuu kasvisolun genomiin sattumanvaraisesti ja
voi kiinnittymispaikastaan riippuen haitata kasvisolun alkuperdisten geenien toi-
mintaa. Tallaiset muutokset kasvin viljelyominaisuuksissa voidaan kuitenkin hel-
posti havaita ja huonolaatuiset yksilot karsitaan pois heti valikoinnin alkuvaihees-
sa. Geenin siirtyminen ja sen ldsnédolo kasvissa on helppo todeta molekyylibiolo-
gisin menetelmin. Taman jalkeen valitaan toivotunlaiset yksilét, joista peruste-
taan klooniviljelmét. Populaatio on geneettiseltd koostumukseltaan yhtendinen,
eikd geeninsiirrossa menetetd kasvissa jo olevia haluttuja ominaisuuksia. Maa- ja
metsdtaloudessa taytyy kuitenkin aina huolehtia siitd, ettd lajin genettinen biodi-
versiteetti ei pddse kaventumaan. Tadhdn padstddn esimerkiksi kdyttdmallad vilje-
lyssé riittdva mddra eri populaatioita.

Tarkein ero risteytysjalostuksen ja geeninsiirtotekniikan valilld on geenivali-
koiman laajeneminen, kun geenejd ja ominaisuuksia voidaan siirtdd hyvinkin eri-
laisten lajien vaélilla. Esimerkiksi herbisideja kestdvia kasveja on perinteisen jalos-
tuksen avulla ollut hankala saada aikaan, koska kestdavyyden aikaansaavat mutaa-
tiot entsyymeissd, joihin torjunta-aineet vaikuttavat, haittaavat usein kasvien ai-
neenvaihduntaa ja heikentavét niiden elinkykyd. Maaperan mikrobit pystyvat
hajottamaan herbisidejé ja niista eristetyt geenit ovatkin tirked ja lahes rajaton
herbisidikestavyyden lahde. Koska kasviin siirretty geeni ja sen tuottama entsyy-
mi ovat kasvisolussa “ylimaaraisind”, kasvin kelpoisuus ei herbisidikestavyyden
vuoksi alene.

Kasvien levidminen viljelmien ulkopuolelle, lajien vélinen risteytyminen tai
geenien siirtyminen eivit nekddn ole geeniteknologian mukanaan tuomia ilmioi-
ta. Geenit eivat levia siirtogeenisistd kasveista sen helpommin kuin perinteisista
lajikkeistakaan, silla kasvien risteytyminen muiden lajien kanssa on niiden biolo-
ginen ominaisuus. Geenit ovat siirtyneet viljelykasveista muihin lajeihin tahankin
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asti, jos ne pystyvit risteytyméaan nédiden lajien kanssa. Esimerkiksi kukin viljely-
kasvi kestdd luonnostaan sitd herbisidid, jota juuri sen kasvin viljelmilld on tdhan
paivaan asti kdytetty ja nailla kestavyysgeeneilld on ollut mahdollisuus siirtya
rikkakasveihin samalla tavoin kuin siirtogeenisista kasveistakin. On kuitenkin to-
dettu, ettd usein rikkakasvien herbisidikestdvyys johtuu eri mekanismista kuin
viljelykasvin (Dyer ym. 1993), miké osoittaa, ettd rikkakasvi ei tdllin ole saanut
ominaisuuttaan viljelykasvilta. Perinteisissé viljelykasveissa olevaan kestdvyyteen
vaikuttavat yleensa luultavasti useat geenit, joiden siirtyminen yhtd aikaa on epa-
todenndkoistd. Geenitekniikalla muunnetuissa kasveissa taas on kyse yhdesta ai-
noasta geenistd, jonka siirtyminen risteytymisen kautta on huomattavasti helpom-
paaja nopeampaa.

Luonnossa tapahtuu spontaaneja mutaatioita koko ajan, ja valintapaineen
alla tietyt mutaatiot padsevat yleistymaan. Herbisideja kestavat rikkakasvipopu-
laatiot muodostuvatkin yleensa ndiden spontaanien mutaatioiden kautta silloin,
kun tiettyja herbisideja kidytetaan samoilla paikoilla pitkia aikoja. Herbisideja kes-
tavia rikkakasvilajeja on viimeisen parinkymmenen vuoden aikana raportoitu ym-
pari maailman jo satoja, vaikka siirtogeenisia herbisideja kestdvid kasveja ei viela
juurikaan ole ollut kaupallisessa viljelyssd. Koska herbisidikestavyyden voi saada
aikaan yhden aminohapon muutos yhdessa kasvin proteiinissa, kestavia kasvipo-
pulaatioita muodostuu valintapaineen alla nopeasti. Herbisideja kestavat rikka-
kasvit eivit siis ole pelkdstdédn siirtogeenisten kasvien mukanaan tuoma ongelma
vaan niitd syntyy koko ajan nimenomaan herbisidien kidytén vuoksi. Toisaalta yk-
sittdisten herbisidikestdvyysgeenien siirtyminen risteytymisen kautta on ajalli-
sesti nopeampaa kuin kestdvyyden aiheuttavien mutaatioiden yleistyminen luon-
nonvalinnan kautta.

Herbisideja kestavien kasvien tuottaminen voi aiheuttaa ongelmia maa- ja
metsdtaloudessa, jos kestavyysgeenit siirtyvat rikkakasveihin tai muuttavat siir-
togeenisen kasvin rikkakasviksi. Tima on selvé riski kasveilla, jotka jo nyt esiinty-
vat rikkakasveina muilla viljelyksilld tai joilla tiedetddn olevan risteytymiskykyi-
sid lahisukuisia lajeja (Suomessa ldhinna rypsi ja mahdollisesti sokerijuurikas). Yhta
herbisidid kestavat rikkakasvit voidaan tuhota toisella herbisidilld, mutta erityi-
sen hankalaksi ongelman tekisi useiden kestdvyysgeenien siirtyminen samaan
kasviin. Herbisideja kestavien rikkakasvien siirtyminen ladheisille viljelmille on
erityinen ongelma viljelijéille, jotka eivat kayta siirtogeenisid lajikkeita, ja jotka
eivat mahdollisesti tiedé téllaisten lajikkeiden olevan viljelyssa. Tallainen tilanne
voi johtaa vaarien torjunta-aineiden valintaan ja hankalaan rikkakasviongelmaan.
Téllaisten ongelmien ennaltaehkdisy on tarkeaa.

Herbisideja kédytetadn nykyadn maarallisesti enemmaén kuin mitddn muita
torjunta-aineita eika viljelypinta-ala, jolla herbisideja kaytetdaan, todennakoisesti
tule kasvamaan siirtogeenisten kasvien viljelyynoton myota. Usein ajatellaan, etta
siirtogeenisten kasvien viljelmilld herbisideja tullaan kidyttdimaan huolettomam-
min ja suurempina méérind, kun ei ole pelkoa viljelykasvien vahingoittumisesta.
Herbisidien kadyttoonkin vaikuttavat kuitenkin taloudelliset nakokohdat ja vilje-
lijat tuskin haluavat kdyttaa torjunta-aineita enemman kuin on pakko. Herbisidi-
kestdavyyden siirtiminen kasveihin voi myds mahdollistaa tehokkaampien ja siten
pienempind maarind kaytettavien ja ymparistolle vihemman haitallisten herbisi-
dien kayton. Herbisidejd kestdvien rikkakasvien kehittyminen kuitenkin mitatoi-
si tamén kehityksen ja herbisideja voitaisiin joutua kdyttdimaan entistd enemman,
kun kestdvid rikkakasveja pitdisi torjua muilla aineilla. Siirtogeenisten kasvien
vaikutusta herbisidien kayttomaaériin ei kuitenkaan tiedetd, koska kdytannon ko-
kemusta ei vield ole. Lisdd tietoa tarvitaan. Myoskdan vaihtoehtoja herbisidien
kéytolle ei pidd unohtaa — paras vaihtoehto ymparistolle olisi herbisidien kayton
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lopettaminen kokonaan. Esimerkiksi luomuviljelyssa herbisideja ei kéytetd ja pe-
rinteisen viljelykierron avulla rikkakasviongelmaa voidaan jonkin verran pienen-
taa.

Hyonteiskestdvyyden aikaansaava Bt-toksiinien tuottaminen kasveissa on
tuonut vaihtoehdon perinteisille tuhohyonteisten torjunta-aineille, jotka havitta-
vét valikoimatta niin hyddylliset kuin haitallisetkin hyonteiset. Bt-toksiinit ovat
tehokkaita ja hyonteislajispesifisid eivatkd ne vaikuta kasveja syoviin eldimiin tai
ihmisiin. Ne hajoavat lisdksi maassa nopeasti. Bt-toksiineja on kiytetty tuhohyo6n-
teisten torjuntaan sellaisenaan jo vuosikymmenid, mutta niiden ilmentyminen
kasveissa vahentdisi niiden madraa ymparistossd entisestddn. Kestavien hyonteis-
kantojen kehittyminen on kuitenkin muodostunut ongelmaksi jo Bt-toksiinien
perinteisessdkin kdytdssa ja tilanne voi pahentua, kun toksiineja sisaltavia kasveja
otetaan laajempaan viljelyyn. Tdméa on hankala tilanne etenkin luomuviljelijoille,
joille Bt-toksiinivalmisteet ovat tdhdn mennessé olleet tehokkaimpia kéytettdvis-
séd olevia luonnonmukaisia hyonteismyrkkyja. Kestdavien hyonteispopulaatioiden
kehittymistd on tdrked seurata ja niiden syntyminen tulee mahdollisuuksien mu-
kaan estdd. Siirtogeenisten kasvien tapauksessa tiettyd kasvia ravintonaan kaytta-
vt hyonteiset altistuvat jatkuvasti tietylle toksiinille ja kestdvien yksildiden vali-
koituessa kestdvida hyonteispopulaatioita syntyy nopeasti. Lisdksi on todettu, etta
hyonteisten Bt-toksiinireseptorit eivét ole aivan niin spesifisid kuin on luultu, min-
ka vuoksi kestavyys yhta toksiinia vastaan voi saada aikaan kestdvyyden myos
muita toksiineja vastaan. Bt-toksiinia tuottavien kasvien joukkoon pitdisikin is-
tuttaa tietty méara ei-siirtogeenisia kasveja, jotka toimisivat Bt-toksiineille alttii-
den hyonteisyksildiden varastona, jotka toisivat populaatioon toksiineille altista-
via geeneja. Télloin kestdvyysgeenit eivit pddse lisddntyméan hyonteispopulaati-
0ssa niin nopeasti.

Viruskestdvyyden aikaansaamiseksi kasviin siirretddn yleensa sita infektoi-
van viruksen kuoriproteiini- tai rakenneproteiinigeeni. Jos kasvi tuottaa toimivaa
kuoriproteiinia, jonkin toisen kasvia infektoivan viruksen perintdaines saattaa
pakkautua tahan kuoreen. Koska kuoriproteiini saa osaltaan aikaan viruksen isan-
taspesifisyyden, tdima pakkautuminen, niin sanottu transkapsidaatio, voi saada
aikaan viruksen isdntdspesifisyyden tai levidmistavan muuttumisen. Transkapsi-
daatiota ei kuitenkaan ole luonnossa havaittu tapahtuvan ja se on toteutuessaan-
kin véliaikainen ilmio, silld seuraavalla lisadntymiskierroksella viruksen kuori syn-
tetoidaan sen omasta genomista. Kasvia infektoivan viruksen perintaines voi
my0s rekombinoitua siirtogeenisen kasvin genomissa olevan virusmateriaalin
kanssa. Tallainen muutos on periytyva ja voi teoriassa saada aikaan uuden virus-
tyypin muodostumisen. Samalla tavalla on kahden kasvia yhtd aikaa infektoivan
viruksen rekombinaatiokin mahdollista, eivdtka kasveissa ilmentyvit virusgeenit
juurikaan kasvata tédllaisen rekombinaation mahdollisuutta. Lisdksi kasveihin
yleensa siirretadn juuri kasvia infektoivien virusten geenejé, jolloin ne eivét aiheu-
ta muutoksia virusten periméddn. Viruskestavyyden riskeja arvioitaessa tdytyy
muistaa, ettd viruksia vastaan ei ole olemassa torjunta-aineita — tehokkain virus-
ten torjuntakeino on siis viruksia kestavien lajikkeiden kehittdminen.

Sieni- ja bakteeritauteja kestdvien lajikkeiden kehittdminen ja viljeleminen
voisi vdhentéa torjunta-aineiden kédyttomaarid ja niiden jadmia maaperéssa ja sa-
dossa. Myos taudinaiheuttajien, esimerkiksi homesienten tuottamat myrkylliset
aineet sadoissa voisivat vahentyd, jolloin ravinon laatu paranisi. Taudit saattavat
joillakin lajeilla olla populaation kasvua rajoittavia tekijoitd, minkd vuoksi kasviin
siirretty taudinkestdvyys voi saada aikaan kasvin kilpailukyvyn kasvamisen ja
lajin levidmisen uusille alueille ja jopa lisdédntymisen muiden lajien kustannuksel-
la. Suuri osa viljelykasveista on niin pitkélle jalostettuja, ettd ne eivét tauteja kes-
tavindkdan levidisi luontoon, mutta siirtdessadan geeneja sukulaislajeihin ne voisi-
vat saada aikaan muutoksia ndissa lajeissa. Taudinkestdvyyden siirtaiminen metsa-
puihin on huomattavasti riskialttiimpaa. Ndilld lajeilla taudit voivat normaaliolois-
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sa rajoittaa populaatioiden kasvua, jolloin taudinkestdvyys saisi aikaan huomatta-
van kilpailukyvyn kasvamisen. Koska puut ovat avainlajeja metsdekosysteemis-
sd, ne voisivat uusille kasvupaikoille levitessddn vaikuttaa huomattavastikin laji-
en valiseen tasapainoon. Taudinkestdvyys saadaan usein aikaan erilaisilla kasvissa
ilmentyvilld sienten ja bakteerien rakennetta hajottavilla entsyymedilld, ja tallaiset
aineet voivat vaikuttaa haitallisesti my6s muihin kuin tauteja aiheuttaviin baktee-
reihin tai sieniin, esimerkiksi sienijuuriin tai maaperan typensitojabakteereihin.

Erilaiset stressinsieto-ominaisuudet ovat tarkeitd etenkin Suomen pohjoi-
sissa oloissa. Hyvé talvenkestdvyys on vélttdmaton ominaisuus monivuotisilla
kasveilla. Talvesta selvitdkseen kasveilla taytyy my®os olla kyky torjua talvituho-
sienten hyokkaykset lumen alla. Erilaisten stressien parantunut sieto voi myds
saada aikaan kasvin kilpailukyvyn parantumisen. Kuten taudinkestdvyyden koh-
dallakin mainittiin, pitkélle jalostetut viljelykasvit eivét luultavasti pysty levid-
madn luontoon, vaikka niiden stressinsietoa parannettaisiin. Muihin lajeihin siir-
tyessddn esimerkiksi parantunut pakkaskestdvyys tai suolansieto voisivat auttaa
lajeja levidméédn uusille alueille, mika voisi vaikuttaa kasvupaikalla jo olevien
ekosysteemien rakenteeseen.

Merkkigeenind kdytetyn antibioottikestdvyyden peldtaan siirtyvén siirtogee-
nisistd kasveista maaperan bakteereihin tai kasveja syovien nisdkkdiden suolisto-
bakteereihin. Periaatteessa kestavyysgeenien siirtyminen kasvijdtteistd maaperan
bakteereihin ja niiden ilmentyminen sielld on mahdollista. Nama geenit on kuiten-
kin alunperin eristetty maaperdbakteereista, joten niiden siirtyminen ei juurikaan
lisdisi kestdvyysgeenien mddrdd ndissd bakteereissa. Kestavyysgeenien siirtymi-
nen kasveja syovien nisdkkdiden suolistobakteereihin on epatodennakdista, silla
ruoansulatusentsyymit pilkkovat DNA:ta tehokkaasti. Siirtogeenisissa kasveissa
ei myoskaan yleensa kaytetd ihmisten ja eldinten hoidossa kéytettéville antibioo-
teille vastustuskyvyn antavia geenejd, joten kestivyysgeenien mahdollinen siir-
tyminen ja ilmentyminen suolistobakteereissa ei tee antibioottihoitoa tehotto-
maksi.

Antibioottikestdvyyden kaytostd merkkigeenind voidaan véhitellen luopua,
kun vaihtoehtoisia menetelmid saadaan kehitettya. Tallaisia menetelmid ei kui-
tenkaan vield ole riittavasti kdytettavissa. Merkkigeeni voidaan myos haluttaessa
poistaa valikoinnin jédlkeen, jolloin geenin ilmentymisen tai siirtymisen vaaraa ei
taysikasvuisilla siirtogeenisilld kasveilla ole.

Siirtogeenisten kasvien ymparistoriskit Suomessa

Suomi on pohjoisen sijaintinsa ja ilmastonsa ansiosta melko edullisessa asemassa
siirtogeenisten kasvien ympadristoriskien kannalta, silld useimmat térkeét viljely-
kasvit eivat metsdapuita lukuunottamatta pysty taalla levidmaan ja muodostamaan
luonnonpopulaatioita. Koska useimmat viljelykasvit ovat alunperin kotoisin muu-
alta, niilla ei myoskadn ole taalla sukulaisia, joiden kanssa ne voisivat risteytya.
Tamaén vuoksi geenien levidminen siirtogeenisista kasveista on, todenndkéisesti
jilleen metsdpuita lukuunottamatta, Suomen luonnonoloissa melko vahaista. Ko-
konaisten ekosysteemien toimintaa ei kuitenkaan tunneta kunnolla ja uudenlais-
ten kasvien ja niiden sisaltimien ominaisuuksien tai kemiallisten yhdisteiden vai-
kutuksia luonnon ekosysteemeihin ei myodskddn tunneta eikd pystyta ennusta-
maan. Taman vuoksi taytyy mahdollisimman tarkkaan hankkia tietoa muun mu-
assa geenien kulkeutumisesta, geenien sdilymisestd maaperdssa seka siirtogeenin
toimintaan ja sddtelyyn vaikuttavista tekijoistd. Siirtogeenisten kasvien kohdalla
kyseessd ovat yleensd yhdesta tai muutamasta yksilosta alkunsa saaneet klooni-
viljelmét ja kunkin lajin riittdvasta geneettisen monimuotoisuuden sailyttamises-
td on huolehdittava. Siirtogeenisten kasvien viljelméat ovat samanlaisia kuin mitka
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tahansa monokulttuurit ja ne voivat olla erityisen riskialttiita tuholais- tai tautie-
pidemioille. Tama koskee etenkin hidaskasvuisia ja pitkdikaisia lajeja kuten met-
sdpuita, joilla geneettisen monimuotoisuuden sdilyttdiminen on erityisen tarkeaa.

Siirtogeenisten kasvien ymparistovaikutukset taytyy aina selvittda tapaus-
kohtaisesti. Koska siirtogeeninen kasvi poikkeaa alkuperdisestd lajikkeesta paa-
saantoisesti vain siihen siirretyn ominaisuuden osalta, nimenomaan siirretyn omi-
naisuuden vaikutuksiin tulisikin riskinarvioinnissa keskittya. Siirretyn geenin
mahdolliset pleiotrooppiset vaikutukset tulee kuitenkin myo6s huomioida. Ympa-
ristovaikutuksia tutkittaessa lahdetddn jo olemassa olevista tiedoista ja arvioi-
daan sitten siirretyn ominaisuuden vaikutuksia kyseessé olevaan kasvilajiin. Ym-
paristoriskien lisdksi tulisi huomioida myods mahdolliset positiiviset ymparisto-
vaikutukset, jolloin haittojen ja hyétyjen keskindinen arviointi on mahdollista.
Koska kokemusta siirtogeenisten kasvien laajamittaisesta viljelysta ei vield ole,
sen vaikutuksia ympéristoon ja etenkin luonnonymparistoon voidaan vain arvail-
la. Ymparistovaikutukset saattavat tulla ndkyviin vasta pitkienkin aikojen kulut-
tua. Tamén vuoksi geenien levidminen tulisi mahdollisuuksien mukaan estda. Jos
jollakin lajilla geenien levidmista ei kuitenkaan voida estdd, taytyy tarkoin harkita,
mitd ominaisuuksia siihen siirretdén, jotta ymparistoriskit voidaan minimoida.

Geenejd 10ydetddn jatkuvasti lisdd ja siirtogeenisten kasvien mééré tulee var-
masti kasvamaan. Tulevaisuudessa siirrettdvien ominaisuuksien painopiste siirty-
nee kestdvyysgeeneistd enemmaén laatuominaisuuksiin. Riskinarviointi on aina
tehtdva tapauskohtaisesti, mutta kaikkien viljelyssd olevien siirtogeenisten kasvi-
en kohdalla on huolehdittava siitd, ettd lajin geneettinen monimuotoisuus ei padse
kapenemaan.
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Liite I. Rasvojen rakenne ja tavallisimmat rasvahapot
kasveissa

Rasvat ja dljyt ovat hiilihydraattien lisaksi tarkeita energianlahteita kasveissa. Ne varastoidaan yleensd triglyserideind
niin sanotuissa sferosomeissa. Triglyseridimolekyylissa erilaisia rasvahappoja on esterditynyt glyserolirungon hydroksyy-
liryhmiin. Kasvien rasvahapot ovat yleensa suoraketjuisia hydroksyylihappoja, joissa on 12-20 hiiliatomia. Oljyt ovat
huoneenlammassa juoksevia johtuen rasvahapoissa olevista kasoissidoksista (tyydyttymattomista sidoksista). Rasvat ovat
puolestaan kiinteitd, silla ne sisaltivat enemman tyydyttyneita rasvahappoja, siis enemman yksilissidoksia.

CH,OH H,C— O~ &— (CH,),— CH,
| 9

CHOH HC— O—C—(CH,)),~ CH,
| 9

CH,OH H,C—O0—C—(CH,,—CH,

Glyseroli Triglyseridi

Tavallisimpia rasvahappoja kasveissa

tyydyttyneet rasvahapot

lauriinihappo  (12:0)* CH,(CH,) ,COH

myristiinihappo  (14:0) CH,(CH,) ,COH

palmitiinihappo  (16:0) CH,(CH) ,COH

steariinihappo  (18:0) CH,(CH) ,COH

tyydyttymattomat rasvahapot

oleiinihappo  (18:1) CH,(CH,),CH=CH(CH,).COH

linolihappo (18:2) CH,(CH,),CH=CH-CH -CH=CH(CH,),CO,H
linoleenihappo  (18:3) CH,CH,CH=CH-CH -CH=CH-CH -CH =CH-(CH,).COH
arakidonihappo  (20:4) CH,(CH,), (CH,-CH=CH),(CH,),CO.H

*lyhennyksen ensimmdinen numero tarkoittaa rasvahapon hiiliatomien lukumaaraa ja kaksoispisteen
jalkeen tuleva numero rasvahapossa olevien kaksoissidosten lukumaaraa
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Liite 2. Tiedjen ym. (1989) esitys geenitekniikalla
muunnettujen organismien riskinarvioinniksi.

(Kaavio on otettu suoraan alkuperaisesta julkaisusta. Kursiivilla merkityt osat koskevat vain geenitekniikalla muunnettu-
ja mikro-organismeja. Lopussa tekijoiden huomautuksia Tiedjen esitykseen.)

YMPARISTORISKIEN MAHDOLLISUUS:

PIENEMPI < <

> > SUUREMPI

|. GENEETTINEN MUUTOS

* geenin ominaisuudet

* geneettinen stabiilisuus

* muutoksen laatu

* ominaisuus

* geenin lihde
(* vektori
* vektorin lihde

* vektori-RNA:ta tai
-DNA:ta kohdesolussa

tunnetaan taysin ¢

stabiili ()

alkuperaisen geenin
deleetio @

ei ekspressoidu eika
toimi saatelyssa

sama laji
el vektoria

sama laji, ei patog.

el

yksi geeni lisatty
sdatelee alkuperdisen
geenin toimintaa
aheinen laji

ei siirry itsekseen

liheinen laji, ei patog.
patogeeninen laji ©

on, mutta el toimi

tunnetaan huonosti
tai ei ollenkaan

epavarma

useita geeneja
lisatty

uuden geeni-
tuotteen synteesi

kaukainen laji
siirtyy itsekseen

kaukainen tai

toimivaa )

2. KOHDEORGANISMI

* domestikaation aste

* voidaanko leviamista
kontrolloida

* alkuperadinen levinneisyys

(* kasvutapa

* rikkakasvimaisuus

* eloonjaamiskyky ja
sdilyvyys maassa

* levinneisyys; kasvu-
ymparisto

* geenien siirtyminen

luonnonpopulaatioissa

ei tule toimeen luonnossa

voidaan

vapaana elivi®

[ahisukulaiset eivat
rikkakasveja

Iyhytikainen

kapea

luonnonpopulaatioita
esiintyy

ei voida

paikallinen

|ahisukulaiset
rikkakasveja

luonnonvarainen;
leviamiskykyinen

eksoottinen
patogeeninen,
parasiittinen tai
symbioottinen )
itse rikkakasvi
pitkdikdinen
(esim. siementen

dormanssi) ©

laaja tai
tuntematon

usein
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YMPARISTORISKIEN MAHDOLLISUUS:

PIENEMPI < <

> > SUUREMPI

3. SHIRTOGEENISEN LAJIN OMINAISUUDET VERRATTUNA ALKUPERAISEEN LAJIIN

* kelpoisuus (fitness) vahentynyt palautuvasti vihentynyt  kasvanut
* toksisuus (virulenssi, vahentynyt palautuvasti vihentynyt ~ kasvanut
patogeenisuus)
(* isantavalikoima muuttumaton laajentunut )
* substraatin tai muuttumaton muuttunut laajentunut
resurssien kaytto
* kasvuymparisto muuttumaton kasvuymparisto
laajentunut tai
muuttunut
* taudin- tai herbivorian-  vahentynyt muuttumaton lisaantynyt
kestavyys
* kontrolloitavuus lisaantynyt muuttumaton vahentynyt
(antibiootit, herbisidit)
* geenin ilmentyminen ymparistdstd riippumaton riippuu
ympéristostd @
* samankaltaisuus aikai-  téysin samanlainen samanlainen erilainen
sempien fenotyyppien
kanssa
4. YMPARISTOTEKIJAT
* valintapaine (posit.) i on
* lahisukulaisia, joiden i on
kanssa voi risteytya
* polyttajat ja siementen i tai voidaan kontrolloida on, ei voida
levittdjat (hyonteiset, kontrolloida
linnut...)
* onko avainlaji eko- i on
systeemissa
* voiko kasvaa monen- i kylla
laisilla kasvupaikoilla
* voidaanko testiolo- kylla ei
suhteita simuloida
* voidaanko testialue kylla i
eristaa
* voidaanko vaikutuksia  kylld i

valvoa
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Joitakin tekijdiden kommentteja Tiedjen (1989) esitykseen:

jos geeni on vaarallinen, riskid ei pienenna se, ettd geenin ominaisuudet tunnetaan tai ettd tiedetdan sen olevan
stabiili

riippuu poistetusta geenist ja siitd, mitd ominaisuutta se on koodittanut kasvissa (jos geeni on esimerkiksi
rajoittanut kasvin lisadntymista, sen inaktivoiminen voi saada kasvin levittaytyméaan tehokkaammin)
riippuu siitd, ovatko patogeenisuusgeenit mukana vektorissa vai eivat

jos organismi on paikallinen, todennakdisyys ettd se pystyy levittaytymaan ymparistdon tai ettd silla on [3-
heisid sukulaislajeja, on suurempi kuin jos se on tuotu muualta; toisaalta eksoottisten lajien kdyttaytymista
uudessa ymparistdssa on vaikeampi ennustaa

vapaana elavat mikro-organismit ovat autonomisia kun taas patogeenien, symbionttien ja parasiittien kasvua
rajoittaa isannan levinneisyys; vapaana elavien organismien levittaytyminen ympariston olisi siis todenna-
kdisempda

tdssa kohdassa ei mainita mitadn levidmistehokkuudesta (siementuotannosta tai pélytysmuodosta)

joissakin tapauksissa tdma voi toimia myds kontrollikeinona ja pienentda riskid
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Liite 3. Riskinarvioinnin kriteereja Gaugitschin ja
Torgersenin (1995) mukaan.

Yleiset kysymykset:
- kokeen tarkoitus ja kuvaus
- kuvaus aikaisemmin tehdyista vastaavista kokeista ja niiden tuloksista

Kasvilajin ja siirrettavan geenin kuvaus:

- kuvaus kasvilajin ominaisuuksista ja ekologiasta

- kuvaus siirrettavan geenin ja vektorin ominaisuuksista

- kuvaus koealueesta

- tietoja aikaisemmin tehdyistd kokeista kyseiselld kasvilajilla/geenilla/vektorilla

Siirtogeenisen kasvin kuvaus:
- siirtogeenisen kasvin odotettavissa olevat ominaisuudet
- siirtyyko genomiin tuntematonta/yliméaraista DNA:ta?

Koealueen kuvaus:

- ekosysteemin kuvaus

- miten ekosysteemi on aiemmin reagoinut (ei-siirtogeenisiin) samoja ominaisuuksia sisaltaviin kasveihin
- lahelld olevien biotooppien kuvaus

Ekologinen riskinarviointi:

- kasvin levidmisbiologia ja siihen liittyvat riskit (rikkakasviominaisuudet, kilpailukyky, leviamiskyky)

- siirrettavan ominaisuuden vaikutukset kasvin rikkakasviominaisuuksiin, levidmiseen tai risteytymiseen lahisukuisten
lajien kanssa

- kokemukset ei-siirtogeenisen, ominaisuuksiltaan samanlaisen lajikkeen kanssa

- kokemukset muiden lajien kanssa, joihin on siirretty sama ominaisuus

- kokemukset aikaisemmista t&k-kokeista, joissa siirtogeenistd kasvia on tutkittu erilaisissa ymparistdoloissa

- mitd riskeja on geenin siirtymisesta lajista toiseen

Koejarjestely:

- kokeen ajoitus (kasvin kasvukausi ja kukkiminen)

- kokeessa esille tulevat uudet ominaisuudet ja niiden mahdolliset vaikutukset ympéristoon
- valvonta kokeen aikana ja sen jalkeen
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Liite 4. Geenitekniikan ja (molekyyli)biologian

kasitteitd.

(Sanaston laatimisessa on Kaytetty apuna kirjaa Tirri, Lehtonen, Lemmetyinen, Pihakaski ja Portin (1993): Biologian sa-
nakirja. Kustannusosakeyhtio Otava, Keuruu. 607 s.)

alleeli

antigeeni

antisense-RNA

desaturaasi

DNA

dormanssi

eksoni

ekspressio

embryo
embryogeeninen
epitooppi

eukaryootti

herbisidi
heterokromatiini

heterotsygoottinen

homologinen

homotsygoottinen
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geenin vaihtoehtoinen muoto; yhdestd geenistd voi olla useita alleeleja,
joista kaksi sijaitsee vastinkromosomeissa

aine, joka spesifisesti sitoutuu vasta-aineeseen ja saa elimistdssa yleensa
aikaan vasta-aineen tuoton

ribonukleiinihappomolekyyli, joka pariutumalla lzhetti-RNA:n kanssa
estdd sen toiminnan proteiinisynteesissa

entsyymi, joka muuttaa tyydyttyneitd rasvahappoja tyydyttymattomiksi
lisaamalld niihin kaksoissidoksia

deoksiribonukleiinihappo; DNA muodostaa kaikkien solujen ja myds
useimpien virusten geneettisen informaation

kasvien silmujen ja siementen lepovaihe, jossa aineenvaihdunta on
erittdin hidasta ja kasvu on pysahtynyt

proteiinin aminohappojarjestysta koodittava DNA-jakso (vrt. introni)

ilmentyminen; geenin kopioituminen RNA:ksi ja taman geneettinen
translaatio eli luenta edelleen proteiiniksi

alkio (proembryo=alkion esiaste)
alkiosta perdisin oleva
kohta antigeenissd, johon vasta-aine sitoutuu

aitotumainen; eliita, joiden soluissa on tuma ja sen sisalla kromosomit;
kaikki muut elidt paitsi bakteerit ja syanobakteerit

rikkakasvihavite
kromosomin geneettisesti inaktiivinen osa (vastakohta eukromatiini)

eriperintdinen; elig, jolla on eri alleelit vastinkromosomiensa geenipai-
koissa eli lokuksissa (vastakohta homotsygoottinen)

yhdenmukainen, yhtapitava, vastaava; esim. homologiset kromosomit,
joista toinen on peritty emolta ja toinen isalti

samaperintdinen; elid, jolla on samat alleelit vastinkromosomiensa
geenipaikoissa (vastakohta heterotsygoottinen)



hybridi

indusoituva

introni

in vitro

itseinkompatibiliteetti

kloonaus

komplementaarinen

konstitutiivinen

kosuppressio

kytkeytyminen, kytkentd

lipofiilinen
maternaalinen

monoklonaalinen vasta-aine

pleiotrooppinen

prokaryootti

protoplasti

rekombinaatio

resistenssi

restriktioentsyymi

risteytymisesta syntyva jalkeldinen; risteyma

jokin tekija saa aikaan esim. entsyymituotannon alkamisen eli entsyymi-
induktion

geenissd oleva jakso, joka ei koodita mitddn ja joka poistetaan lahetti-
RNA:n valmistuttua (vastakohta eksoni)

“koeputkessa”; solujen ja solukoiden kasvattaminen ja tutkiminen
irrotettuna normaalista biologisesta yhteydestaan (vastakohta in vivo)

itsepdlytyksen estaminen yksikotisissa kasveissa (siitepdlyhiukkanen ei voi
hedelmdittdd munasolua, jossa on samoja itsesiitosta sditelevid geeneji
kuin siind itsessaan)

menetelmd, jolla DNA-palasia rikastetaan jonkin vektorin, kuten plasmi-
din, avulla bakteerisolussa; haluttu geeni rikastetaan viljelemalld sita
kantavaa bakteerikantaa

taydentava

jatkuvatoiminen; entsyymi tai muu proteiini, jota solu tuottaa jatkuvasti
tasaisella vauhdilla kaikissa olosuhteissa riippumatta proteiinin tarpeesta

kasviin siirrettava toisen lajin geeni saa aikaan seka siirrettavan geenin
ettd kasvin alkuperdisen vastaavan geenin inaktivaation (ilmentymisen
estymisen)

tiettyjen geenien ja niiden saatelemien fenotyyppisten ominaisuuksien
periytyminen yhdessd; johtuu siit, ettd kyseiset geenit sijaitsevat samassa
kromosomissa hyvin lahelld toisiaan

rasvahakuinen, -liukoinen

emikasvista perdisin oleva; didinpuoleinen

yhdelle antigeenille spesifinen vasta-aine, jonka on tuottanut yhdest solus
ta perdisin oleva solukanta eli klooni

yksi geeni sdatelee useiden, toisistaan naenndisesti riippumattomien
ominaisuuksien syntya

esitumainen; soluton tai yksisoluinen elig, jolla ei ole varsinaista tumaa
vaan geneettinen materiaali on paljaana soluliman keskelld; bakteerit ja
syanobakteerit

kasvisolu, jonka soluseind on entsymaattisesti poistettu

geneettisten tekijoiden (geenien) yhdistyminen uudella tavalla, esim.
solunjakautumisessa

kestavyys; vastustuskyky

rajaava endonukleaasi; entsyymi, joka katkaisee DNA:n omasta spesifisestd
kohdastaan
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RNA ribonukleiinihappo; lahetti-RNA on komplementaarinen geenin
DNA-juosteen kanssa ja kaantyy polypeptidin aminohappojarjestykseksi
proteiinisynteesissd; joidenkin virusten (mm. retrovirusten) geneettisena
materiaalina on RNA

rubisco ribuloosi-1,5-bisfosfaattikarboksylaasi-oksygenaasi; fotosynteesin Calvinin
kiertoon osallistuva entsyymi

somaattinen kasvullisia eli vegetatiivisia soluja (muita kuin sukupuolisoluja tai niiden
esiasteita) tarkoittava

somaklonaalinen variaatio kasvatusolosuhteista johtuva kasvisolujen valinen muuntelu in vitro
-kasvatuksissa

transformaatio geeninsiirto; elididen keinotekoinen muuttaminen geneettisesti
toisenlaisiksi siirtamélla niihin vierasta DNA:ta

transkriptio |ahetti-RNA:n entsymaattinen synteesi DNA-mallin mukaan

translaatio [ahetti-RNA:n nukleotidijarjestyksen “kaantaminen® proteiinin
aminohappojarjestykseksi

transposoni DNA-jakso, joka pystyy siirtymadn kromosomistossa paikasta toiseen
tsygootti(nen) hedelmditynyt munasolu (hedelmdityneesta munasolusta peraisin oleva)
vektori kuljettaja, valittaja; esimerkiksi plasmidi, jonka avulla DNA:ta siirretddn

solusta toiseen
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Liite 5. Raportissa esiintyvdt geenit ja niiden

lopputuotteet.
geeni lahdeorganismi geenin koodittama lopputuote
(kdyttotarkoitus)

aal tarhapapu o-amylaasi-inhibnttori
(hyonteisresistenssi)

Al maissi dihydrokersetiini-4-reduktaasi
(antosyaniinien synteesi)

Ac/Ds maissi transposaasi (aktivaattori)/dissosiaatioelementti
(mm. merkkigeenien poisto)

Actl riisi aktiini
(konstitutiivinen promoottori)

Adhl maissi alkoholidehydrogenaasi
(konstitutiivinen promoottori)

als bakteerit, hiiva, kasvit asetolaktaattisyntaasi
(herbisidiresistenssi)

aroA kasvit, bakteerit 5-enolipyruvaattishikimaatti-3-fosfaatti-
syntaasi (aromaattisten aminohappojen
synteesi; glyfosaattiresistenssi)

bar Streptomyces hygroscopicus fosfinotrisiiniasetyylitransferaasi
(herbisidiresistenssi)

bxn Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae nitrilaasi
(bromoksiniiliresistenssi)

cat E. coli kloramfenikoliasetyylitransferaasi (CAT)
(reportterigeeni)

cry Bacillus thuringiensis Bt-toksiinit
(hyonteisresistenssi)

csrl-1 lituruoho asetolaktaattisyntaasi
(sulfonyyliurea- ja imidatsolinoniresistenssi)

gfp Aequorea victoria vihrea fluoresoiva proteiini (GFP)
(reportterigeeni)

HSP8I-1 lituruoho heat shock protein
(indusoituva promoottori)

inaZ Pseudomonas syringae pv. syringae jadkideaktiivisuus
(kylmankestavyys)

ipt A. tumefaciens isopentenyylitransferaasi
(sytokiniinien synteesi; selektiomarkkeri)

lacZ E coli [3-galaktosidaasi
(reportterigeeni)

luc Photinus pyralis lusiferaasi

Pyrophorus plagiophthalamus (reportterigeeni)

luxAB Vibrio harveyi, V. fischeri lusiferaasi
(reportterigeeni)

merA bakteerit elohopeaioniredutaasi
(raskasmetallitoleranssi)

nos Agrobacterium sp. nopaliinisyntetaasi
(promootteri)

npt Il E. coli neomysiinitransferaasi
(antibioottiresistenssi)

pat Streptomyces viridochromogenes fosfinotrisiiniasetyylitransferaasi
(herbisidiresistenssi)

pin2 peruna proteinaasi-inhibiittori |l
(hybnteisresistenssi)

PR-1 kasvit pathogenesis-related protein
(indusoituva promoottori)

psbA kasvit DI-proteiini
(triatsiiniresistenssi)

rbcS kasvit Rubiscon pieni alayksikka
(indusoituva promoottori)

tfdA Alcaligenes eutrophus 1,4-D-monoksygenaasi
(2,4-D-resistenssi)

Ubil maissi ubikitiini
(konstitutiivinen promoottori)

uidA E coli [3-glukuronidaasi (GUS)
(reportterigeeni)

vir Agrobacterium sp. virulenssitekijat

(auttavat T-DNA:n siirtymisessa kasvisoluun)
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Liite 6. Raportissa esiintyvat virukset ja nimien
lyhenteet Valkosen (1993) mukaan.

lyhenne suomenbkielinen nimi englanninkielinen nimi
CaMV kukkakaalin mosaiikkivirus cauliflower mosaic caulimovirus
CCMV pitkdpavun kloroosilaikkavirus cowpea chlorotic mottle bromovirus
CMV kurkun mosaiikkivirus cucumber mosaic cucumovirus
PLRV perunan kierrelehtivirus potato leafroll luteovirus
PRSV papaijan rengaslaikkuvirus papaya ringspot potyvirus
PSTVd perunan sukkulamukulaviroidi potato spindle tuber viroid
PVX perunan X-virus potato X potexvirus

PVY perunan Y-virus potato Y potyvirus

SHMV itdintianhampun  mosaiikkivirus sunnhemp mosaic tobamovirus
TMV tupakan mosaiikkivirus tobacco mosaic tobamovirus
WCIMY valkoapilan - mosaiikkivirus white clover mosaic potexvirus
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