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Alkusanat

Uudistetussa, tarkoituksellista muuntogeenisten organismien ymparistoon levit-
tamista saatelevassa EU:n direktiivissa 2001/18/EY on kirjattu ensi kertaa ymparis-
toriskien arvioinnin periaatteet. Ala on kuitenkin niin uusi, ettei vakiintuneita tut-
kimusmenetelmid muuntogeenisten, eli geenitekniikalla muunnettujen kasvien
(GM-kasvien) ympadristovaikutusten tutkimiseen ja seurantaan vield ole.

Riskien arvioinnin perustana on kasviin siirretty uusi ominaisuus (esim. her-
bisidikestdvyys tai hyonteiskestdvyys) ja sen toiminta uudessa ymparistossa (uu-
dessa kasvissa). Siksi eri GM-kasvien mahdolliset ympaéristovaikutukset voivat-
kin olla hyvin erilaisia, riippuen siirretysta ominaisuudesta ja kdytetystd kasvista.
Tésta syystd GM-kasvien ympaéristovaikutusten tutkimiseen on mahdotonta tar-
jota valmista menetelmédpakettia. Timéan raportin tarkoituksena onkin listata sel-
laisia tutkimusmenetelmid, joiden toivomme soveltuvan riskinarvioinnissa esiin
tulleiden tietotarpeiden tdyttdmiseen. Raportissa tarkastellaan viimeaikaisia GM-
kasvien ympaéristovaikutuksista tehtyja tutkimuksia ja esitellddn niissa kaytettyja
menetelmid.

Raportissa kasitelladn yksinomaan GM-kasvien ymparistovaikutuksia; ter-
veysvaikutuksia tai mahdollisia taloudellisia tai sosiaalisia vaikutuksia ei kasitella
lainkaan. Raportissa tarkastellaan myos jonkin verran GM-kasveihin liittyvaa kan-
sallista ja EU:n lainsdddéantod, seka kasitellddn lyhyesti GM-kasvien viljelyn seu-
rantaan ja riskienhallintamenetelmiin liittyvid kysymyksia.

Raportti on kirjoitettu ymparistoministerion rahoituksella. Tahdomme kiittaa
ymparistoministerion ylitarkastajaa Jyrki Pitkdjarved projektin ideoinnista. Hanna
Pasosta Helsingin yliopistosta ja Irma Saloniemed Turun yliopistosta kiitimme lam-
pimasti késikirjoituksen tarkastamisesta. Lisdksi kiitimme Leena Myllysta Turun
yliopistosta molekyylimenetelmé&osion ja erityisesti fylogeniaa késittelevan osuu-
den asiantuntevasta kommentoinnista sekd Magnus Nystromid SYKEsté kuvailu-
lehden ruotsinnoksesta.
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Sanasto

agrobakteeri maabakteeri, joka pystyy siirtimddn DNA:ta plasmidistaan
kasvin genomiin

aitotumallinen eli yksi- tai monisoluinen elig, jolla on solun tumaa ymparoiva

eukaryootti tumakalvo

alkeistumallinen elio, jolla ei ole solun tumaa ympéroéivaa tumakalvoa;

eli prokaryootti bakteerit ja arkkibakteerit

allelopatia kasvi ehkdisee toisen kasvin kasvua haitallisten sekundéaari-
yhdisteiden avulla

biodiversiteetti luonnon monimuotoisuus, joka siséltda lajien vélisen ja lajien
sisdisen monimuotoisuuden ja erilaisten elinymparistdjen
vaihtelun

bioremediaatio  saastuneen maaperan tai veden puhdistaminen mikrobien tai
kasvien avulla

Bt-toksiini Bacillus thuringiensis -bakteerin tuottama proteiini, joka on
myrkyllinen tietyille eldimille (yleensa perhosille tai kova-
kuoriaisille). Bt-toksiinia kdytetddn hyonteistorjunta-aineena

detritus kuollut eloperdinen materiaali

detrivori eldin, joka kayttda ravintonaan kuollutta eloperéista
materiaalia

DNA deoksiribonukleiinihappo; deoksiribonukleotideista koostuva
polymeeri, solun perinnéllinen aines

dormanssi esim. siemenen tai ition lepovaihe

ekosysteemi elioyhteiskunnan ja sen elottoman ympariston valinen
jarjestelma

endoparasiitti ~ sisdloinen

entsyymi kemiallista reaktiota nopeuttava proteiini

geeni perintotekija; nukleiinihapon osa, joka sisaltda informaation
proteiinien valmistamiseksi

genomi elion kromosomisto perintotekijoineen

herbisidi rikkakasvien torjunta-aine

herbivori kasviravintoa kdyttava elain

HGT horisontaalinen geeninsiirtyminen, geneettisen materiaalin
siirtymistd muuten kuin suvullisen lisddntymisen yhteydessa

homologinen samansyntyinen ominaisuus

homoplasia konvergenttisen (samankaltaisten ympaéristotekijoiden

aiheuttamat samankaltaiset ominaisuudet eli6ill4, joilla ei
yhteistd kantamuotoa) evoluution tuloksena syntynyt

samankaltaisuus
hybridi kahden perimaéltddn erilaisen vanhemman jélkeldinen
hybridisaatio risteytyminen (tai myds toisiaan vastaavien yksijuosteisten

nukleiinihappojen pariutuminen eméspariutumisen kautta)
ilmentyminen  ekspressio; esim. DNA:n koodaaman proteiinin tuottaminen
integroituminen DNA-jakson liittyminen isantasolun DNA:han
introgressio geenien siirtyminen genomin pysyvaksi osaksi toiseen saman
lajin populaatioon tai toiseen lajiin risteytymisen ja takaisin
risteytymisen kautta

introni geenin koodaavien jaksojen vilissd olevat DNA-alueet, jotka
silmukoidaan pois ldhetti-RNA:sta
invasiivinen levidva, tehokkaasti levittaytyva
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jaantikasvi
kallussolukko
kelpoisuus

kodominanssi
koirassteriili
konjugaatio
konstrukti
maternaalinen
myKkorritsa
naarassteriili
nukleiinihappo
parasiitti
patogeeni
pleiotrooppinen

promoottori

rekombinaatio
retrovirus

ritsosfaari
RNA
saatelyalue
terminaattori
toksisuus

transduktio

transformaatio

transposoni

tulokaslaji

valintaetu

.............................

viljelyn loppumisen jélkeen viljelyalalla kasvava kasvi
esim. soluviljelysta saatuja erilaistumattomia kasvisoluja
fitness; esitetddn yleensd yksilon elinikdisena jalkeldis-
tuotannon menestyksena

molemmat alleelit ilmenevit elion ulkoasussa

yksild, joka ei tuota toimivia koiraspuolisia sukusoluja
bakteerisolun perima siirtyy luovuttajabakteerista vastaan-
ottajabakteeriin, tapahtuma vaatii solujen kosketusyhteytta
geenitekniikalla aikaansaatu nukleiinihapporakenne, joka
sisaltaa halutut geenit ja saatelyalueet

aidinpuoleinen merkkigeeni, jota koodaamiensa ominai-
suuksien (esim. véri) ansiosta voidaan kayttaa siirtogeenisen
elion tunnistamiseen

kasvin juuren ja mykorritsasienten muodostama sienijuuri
yksil0, joka ei tuota toimivia naaraspuolisia sukusoluja
yksi- tai kaksijuosteinen DNA tai RNA

loinen

elio, joka aiheuttaa sairautta muille eliville

geenin vaikutus useampaan kuin yhteen ominaisuuteen
RNA-synteesin aloituskohtaa edeltivda DNA-alue geenin
sadtelyalueella

erillisten genomien perintdaineksen yhdistyminen

virus, joka tuottaa DNA:ta RNA-juosteen mallin mukaan
kaanteiskopioijaentsyymin avulla

kasvin juuristo

ribonukleiinihappo, ribonukleotideista koostuva polymeeri,
joka vie DNA:n informaation tuman ulkopuolelle ja toimii
proteiinisynteesin mallina

DNA-jakso, joka ohjaa geenin toimintaa esim. ohjaamalla
geenin ilmentyméaén vain tietyssd solukossa

RNA-synteesin lopetuskohdan jélkeinen DNA-alue
myrkyllisyys

DNA:n siirtyminen bakteerista toiseen bakteriofagien
(bakteereja infektoivien virusten) vélityksella

DNA:n siirtyminen eliéiden valilla vapaan DNA:n vilityk-
selld; tarkoittaa my0Os geenien siirtdmistd eliosta toiseen
geenitekniikan avulla

DNA-jakso, joka voi itsendisesti muuttaa paikkaa kromo-
someissa tai plasmideissa

lajit, jotka eivat varsinaisesti kuulu jonkin alueen alku-
peréiseen elidstoon vaan ne ovat kulkeutuneet alueelle esim.
ihmisen mukana

ominaisuus, jonka ansiosta yksilo voi tuottaa enemman jélke-
laisia kuin sellainen yksil6, jolla ei kyseistd ominaisuutta ole

---------------------------------
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Johdan¢o

Kasvien geeniteknisessd muuntamisessa vieras DNA-pétké, joka voi olla perdisin
mistd tahansa eliostd (tai joka voi periaatteessa olla synteettinen rakennelma),
siirretddn kasvin soluun niin, ettd se jdd genomin pysyvéksi osaksi ja periytyy
jalkeldisille. Haluttuja geeneja voidaan siirtda kasviin joko suoraan partikkelipom-
mituksen avulla (Klein ym. 1987) tai kédyttden hyvéksi agrobakteerin (Agrobacte-
rium tumefaciens tai A. rhizogenes) geeninsiirtokykya (Bevan ym. 1983; Fraley ym.
1983). Useita muitakin geeninsiirtomenetelmid on kehitetty, mutta kaksi edella-
mainittua ovat yleisimmin kéytettyjd. Partikkelipommituksessa metallihiukkasia
péaéllystetadn siirrettavalla DNA:lla, ja hiukkaset ammutaan suoraan kasvisoluk-
koon, jolloin DNA integroituu kasvin genomiin. Agrobakteeri on bakteeri, joka
luontaisestikin siirtdd osan DNA:staan (T-DNA) kasvisoluun aiheuttaen kasvissa
aitosyovan. Agrobakteerin T-DNA:n geenejd voidaan korvata halutuilla siirretta-
villa geeneilld, jotka agrobakteeri-infektion ansiosta siirtyvat kasvin genomiin (ks.
esim. Shaw ym. 1983). Agrobakteerimenetelmé tuottaa alhaisemman kopiomaa-
rén siirtogeeneja solussa verrattuna suoraan (partikkelipommitus) menetelméén,
jalisdksi siirretyt geenit integroituvat yleensa aktiivisesti toimivaan genomin osaan,
mika lisaa siirtogeenin ilmentymistodennakéisyyttd (Wisniewski ym. 2002). Toi-
saalta menetelma ei sovellu kaikkien kasvien (esim. useimmat yksisirkkaiset) gee-
nitekniseen muuntamiseen. Joidenkin kasvien, kuten esim. lituruohon (Arabidopsis
thaliana) kohdalla GM-kasvien tuottamiseen riittdd, ettd kasvi kastetaan agrobak-
teereita sisédltdvadan liuokseen, jolloin osasta kasvin tuottamia siemenid kasvaa siir-
togeenisid kasveja. Toisten kasvien kohdalla muuntaminen onnistuu ainoastaan
kallussolukkoviljelmid kayttamalla.

Halutun geenin lisdksi siirrettavassa DNA-yhdistelméassa on erilaisia merkki-
geenejd (esim. antibioottiresistenssigeeni) sekd sdatelyalueita (promoottorit, ter-
minaattorit), jotka ovat yleensa perdisin viruksista tai kasveista. Siirtogeenin ajal-
lista ja/tai paikallista ilmentymista voidaan saddella valitsemalla GM-yhdistelmaan
erilaisia geenin sadatelyosia. Esimerkiksi yleisesti kédytetty kukkakaalin mosaiik-
kiviruksen (CaMYV) 355-promoottori ilmentdd (DNA —RNA —> proteiini) sddtelemi-
aan geenejd jatkuvasti kasvin kaikissa solukoissa. Kayttdmalld muita promootto-
reita geeni voidaan saada ilmentymddn esim. ainoastaan haavoittumisen yhtey-
dessa tai vaikkapa pelkdstaan siitepdlyn muodostumisen yhteydessa (katso esim.
Kyozuka ym. 1991; Su ym. 1998). Kasvin tietyn oman geenin ilmentyminen voi-
daan myos estdd siirtdmalla kasviin kddnteinen kopio samasta geenista (antisen-
se-teknologia). Siirretyn geenin ilmentyminen voi toisinaan vaimentua tai muuten
muuttua GM-kasvissa ja sen suvullisissa jalkeldisissd, johtuen homologiasta eri
siirtogeenien tai siirtogeenin ja periméassa ennestaan olleiden geenien vélilla (Meyer
1995; Baulcombe ym. 1996, Matzke 2002). Yksi ensimmadisistd kaupalliseen levi-
tykseen hyviksytyista geenitekniikalla muunnetuista kasveista oli tomaatti, jon-
ka soluseinda hajottavan entsyymin geeni oli vaimennettu siten, ettd GM-tomaat-
ti oli pidempaan sdilyva kuin muuntamattomat tomaatit (ks. Henkel 1995).

Suurin osa kaupallisesti hyodynnettdvista siirtogeenisistd kasveista kuuluu
muutamaan viljelykasvilajiin ja GM-kasvien tuotanto keskittyy muutamaan maa-
han. GM Science Review’n (2003) mukaan vuonna 2002 GM-kasveja viljeltiin noin
59 miljoonan hehtaarin alueella, mista suurin osa (99 %) neljassa maassa: Yhdys-
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valloissa (66 %), Argentiinassa (23 %), Kanadassa (6 %) ja Kiinassa (4 %). GM-kasvien
viljelyssa kdytetystd maa-alasta 95 % oli kdytossa kolmen kasvilajin, eli soijapavun
(Glycine max; 62 %), maissin (Zea mays; 21 %) ja puuvillan (Gossypium hirsutum;
12 %) viljelyssa. Myos rapsi (Brassica napus ssp. oleifera) ja juurikkaat (Beta vulgaris
ssp. vulgaris) ovat jokseenkin yleisesti viljeltyja GM-kasveja. Vuonna 2003 GM-
kasvien viljelyala oli kasvanut 15 % edellisestd vuodesta (ks. www-sivu http://
www.afaa.com.au/biotechpdf/05 2004 World GM_Crop_Statistics.pdf) ja oli 67,7
miljoonaa hehtaaria.

Kasvien geeniteknisessd muuntamisessa kdytetddn yleensa yksittdisia omi-
naisuuksia (merkkigeenien ja sddtelyalueiden lisdksi). Tahén asti suurimpaan osaan,
eli 75 %:iin viljeltavista GM-kasveista on lisdtty herbisidikestavyyden (vastustus-
kyky rikkakasvihéavitteille) aikaansaava geeni. Toinen yleinen viljelykasveihin siir-
retty ominaisuus on hyonteiskestavyys (Bt-toksiinin tuotto; 15 %), joka on perai-
sin Bacillus thuringiensis -bakteerista. Nimensd mukaisesti hyonteiskestdvyysomi-
naisuus suojaa kasvia hyonteisia (etenkin perhosia; Lepidoptera ja kovakuoriaisia;
Coleoptera) vastaan. Joissakin tapauksissa sekéd herbisidi- ettd hyonteiskestdvyys
on siirretty samaan kasviin (GM Science Review 2003). Tulevaisuudessa kaytetta-
neen enemman kasvien laadullisiin ominaisuuksiin (esim. muunnellut proteiini-,
tarkkelys-, rasva- tai vitamiinikoostumukset) seka stressinsietoon (esim. kylman-
ja kuivuudenkestdvyys) vaikuttavia geeneja. Lisdksi GM-kasvien kadyttd biomas-
san, teollisten yhdisteiden ja ladkkeiden sekd rokotteiden valmistuksessa tulee
luultavasti yleistymééan (Moire ym. 2003; Warchescha & Mason 2003). Jonkin ver-
ran on myos tehty tutkimusta GM-kasvien kdytostd saastuneen maa-aineksen
puhdistamisessa (fytoremediaatio; katso esim. Pilon-Smits & Pilon 2002).

Vuodesta 1996 vuoteen 1999 GM-kasvien viljelyala kasvoi koko maailmassa
kaksikymmenkertaisesti (James 1999). Viljelyn lisdksi muuntogeenisid kasveja oli
vuoteen 2001 mennessa testattu 1726 kenttdkokeessa EU:n jasenvaltioissa ja 7815
kenttdkokeessa Yhdysvalloissa. EU:n jasenvaltioiden viljely kattaa maailanlaajui-
sesta GM-kasvien viljelyalasta muutaman tuhat hehtaaria ja oli vuoden 2002 tuo-
tannosta ainoastaan noin 0,03 % (Brandt 2003). Suomessa on vuoteen 2003 men-
nessa raportoitu 17 GM-kasvikenttakoetta (+ kaksi muuta GM-organismia). Ver-
tailun vuoksi Ruotsissa GM-kasvien kenttdkokeita raportoitiin vuoteen 2003 men-
nessa 65 kappaletta, ndistd suurimmassa osassa kasvatettiin muuntogeenista pe-
runaa.

Geenitekniikan kdyton yleistymisen my6ta on alettu kiinnittaa entistd enem-
man huomiota GM-kasvien viljelystd mahdollisesti aiheutuviin ymparistovaiku-
tuksiin. Geenitekniikan ymparistoriskien arviointi pohjautuu biologiseen, ekolo-
giseen, populaatiogeneettiseen ja molekyylibiologiseen tutkimustietoon. Riskin-
arvioinnin vaativuus kasvaa sovellusten laajuuden ja pitkdaikaisuuden myota. Ris-
kinarviointijarjestelmien ja niissd sovellettavien tutkimusmenetelmien kehittami-
nen on ollut toistaiseksi varsin vdhdistd. Ongelmallisia asioita ovat mm. riskinarvi-
ointia palvelevan tutkimuksen niukkuus, ekologisten vaikutusten vaikea ennus-
tettavuus ja soveltuvien tutkimusmenetelmien valinta. Aivan hiljattain on kuiten-
kin ilmestynyt laajoja, GM-kasvien viljelyn ymparistovaikutuksia arvioivia tutki-
muksia (esim. Field Scale Evaluations; katso Perry ym.2003; Squire ym. 2003),
jotka voivat auttaa GMO:ien ympadristovaikutusten tutkimusmenetelmien suun-
nittelussa ja valinnassa.
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GM-kasvien viljelyn mahdolliset
positiiviset ymparistovaikucukset

Geenitekniikan kaytolla saattaa joissakin tapauksissa olla ympaériston kannalta
edullisia vaikutuksia. Esimerkiksi jos kasvi tuottaa siirretyn ominaisuuden (esim.
viruskestdvyyden) seurauksena suuremman sadon pienemmaélld alueella, voi uu-
sien viljelyalojen tarve periaatteessa pienentya.

Myo6s herbisidien maaran vahenemiselld voi olla edullisia ympéristovaiku-
tuksia. Toisaalta Martinez-Ghersa ym. (2003) mukaan vield ei ole saatu nayttoa
siitd, ettd herbisidikestavien GM-kasvien kadyttoonoton myoéta viljelyn kustan-
nukset olisivat laskeneet tai sadot suurentuneet. Champion ym. (2003) vertasivat
herbisidien kdyttomaarié ja kdytettyjen tehoaineiden (Al; active incredient) kayt-
tomaaria herbisidikestavien GM-kasvien (maissi, sokerijuurikas, rapsi) ja muunta-
mattomien verrokkien vélilla. Tutkimuksen mukaan herbisidikestavat GM-juurik-
kaat (Beta vulgaris) ja -rapsi (Brassica napus ssp. oleifera) selvisivat huomattavasti
harvemmilla herbisidikésittelyilla kuin vastaavat perinteisesti viljellyt kasvit.
Maissilla taas tarvittiin sekd GM- ettd perinteisessa viljelyssa jokseenkin yhtd monta
kasittelyd. Kokeessa tehoaineiden kadyttomadrat olivat ldhes kaikilla tutkituilla
GM-kasveilla merkittdvasti pienemmat kuin verrokeilla. Ainoastaan rapsin vilje-
lyssa kéytettyjen tehoaineiden méaara ei eronnut merkittavasti GM-kasvien ja ver-
rokkien valilld (Champion ym. 2003). Toisaalta tutkimuksessa havaittiin biodi-
versiteetin pienenemistd GM-kasvialoilla verrattuna perinteisilld herbisideilld ka-
siteltyihin viljelyksiin, johtuen kéytetyistd rikkakasvikasittelyista.

Joidenkin tietojen mukaan (katso GM Science Review 2003) herbisidikestavia
GM-kasveja kasvatettaessa tarve maanmuokkaukseen vahenee. Tdma voi puoles-
taan vahentda viljelyn ympaéristohaittoja mm. vdhentyneen eroosion ja lisdanty-
neen hiilensidonnan myota.

Perinteiset hyonteistorjunta-aineet tuhoavat kaikki hyonteiset, niin polytta-
jat kuin tuholaisetkin. Maaperdbakteereista (Bacillus thuringiensis) perdisin olevien
Bt-toksiinien vaikutus on sen sijaan jokseenkin valikoivaa ja mm. luomuviljelijat
ovat perinteisesti kdyttdneet Bt-toksiineja luonnonmukaisina hyonteistorjunta-
aineina (ks. esim. Gatehouse ym. 2002). Hilbeck ym. (1998a) mukaan Bt-toksiinit
ja niitd ilmentavéat kasvit ovat ympadristoystavallisempid kuin yksikddn muista
kaytossa olevista hyonteistorjuntamenetelmista ja Bt-toksiinien ilmentyminen itse
kasveissa voi periaatteessa vdhentdd hyonteistorjunta-aineiden kayttomaaria.
Kuitenkin GM Science Review'n (2003) mukaan Bt-kasvien viljelysta ei valttamat-
td koidu lainkaan ympaéristohyotya verrattuna perinteiseen viljelyyn (tai hyotya
syntyy rajallisesti) tilanteissa, jossa Bt-kasvit tarvitsevat ylimaaraisida hyonteistor-
junta-aineruiskutuksia kohdehyonteisten kontrollointiin tai sekundaaristen tuho-
laisten (joita Bt-toksiini ei pida kurissa) kontrollointiin.

Erds perunassa kasvaimia aiheuttava ankeroinen (Globodera pallida) on mer-
kittdva tuholainen perunaviljelyksilld Britanniassa. Perinteisesti ankeroisen tor-
juntaan kaytetdan yhdisteitd (oksimikarbamaatti), jotka ovat myrkyllisia useim-
mille eldimille. Britanniassa on kuitenkin kehitetty ankeroiskestaivd GM-peruna,
johon on siirretty riisin kystatiinia (proteinaasi-inhibiittori) tuottava geeni. Alus-
tavien kokeiden mukaan GM-kystatiiniperunan viljely on vaaratonta maapera-
mikrobeille seka tutkituille niveljalkaisille, mutta ehkdisee tehokkaasti anke-
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roisten lisddntymista (Urwin ym. 2001). Kystatiinia ilmentdvan GM-perunan vilje-
ly voi siis aiheuttaa vihemmaén ymparistovaikutuksia kuin perinteinen viljely, jos-
sa kédytetddn torjunta-aineita.

Sieni- ja bakteeritauteja kestdvien lajikkeiden kehittdminen ja viljeleminen
voi vahentéda torjunta-aineiden kdyttomaéaéria ja niiden jaédmia maaperdssa ja sa-
dossa (ks. Haikio & Kangasjarvi 1999). Myo6s esim. homeista perdisin olevat myr-
kylliset aineet voisivat viahentyéa ravintokasveissa. Kuivuuden- ja/tai suolankesta-
vien GM-kasvien viljelylld voisi periaatteessa vahentada/hidastaa aavikoitumista
(Huang ym. 2002). Toisaalta kuivissa ja suolaisissa oloissa voidaan kasvattaa myos
muuntamattomia kasveja.

Teollisuuden, kaivostoiminnan ja maanviljelykemikaalien saastuttamien mai-
den puhdistaminen perinteisilld menetelmilld on kallista ja ty6ldsta. Kasvien kayt-
to esim. raskasmetallien poistamiseen maaperasta toimii aurinkoenergialla ja ka-
sittely voidaan tehdd paikan pailld muiden menetelmien ohella (Pilon-Smits &
Pilon 2002). Maaperaa tavallisia kasveja tehokkaammin puhdistavia GM-sovel-
luksia voisivat olla esim. nopeakasvuiset sareptansinappi (Brassica juncea) tai erilai-
set poppelit (Populus spp.), joiden metallikestavyyttd ja -kertyvyyttd on geenitek-
nisin menetelmin paranneltu (Pilon-Smits & Pilon 2002). Hiljattain on my®os kehi-
tetty lituruoho (Arabidopsis thaliana), jonka avulla voidaan etsid maamiinoja. Muun-
togeeninen lituruoho muuttuu punaiseksi kun sen juuret joutuvat kosketuksiin
tiettyjen miinoista liukenevien aineiden kanssa (ks. http:/www.gene.ch/genet/
2004/Jan/msg00117.html).
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GM-kasveihin yleisesti liitettyja
ymparistoriskeja

Mielipiteet muuntogeenisten kasvien ymparistovaikutuksista vaihtelevat. Esim.
brittildisen GM Science Review (2003) -raportin mukaan vield ei ole saatu pitdvaa
ndyttoa siitd, ettd GM-viljelysta olisi koitunut ympaéristolle suurempaa haittaa kuin
perinteisestd maanviljelystd huolimatta siitd, ettd GM-kasvisatoa on jo tuotettu ja
kulutettu monta miljoonaa tonnia. Vield ei ole kuitenkaan saavutettu yksimieli-
syytta siitd, kuinka paljon ja kuinka kauan GM-kasveja tulisi viljelld, ennen kuin
niiden hyvéksyttavasta turvallisuudesta voidaan tehdé yleisid johtopadatoksia.
Dale ym. (2002) mukaan nykyisen tietimyksen perusteella ei ole vakuuttavaa
ndyttoa siitd, ettd GM-kasvit olisivat pohjimmiltaan erilaisia kuin muuntamatto-
mat kasvit ja ettd niiden viljelyn mahdolliset ympaéristovaikutukset ovat verratta-
vissa perinteisessd maanviljelyssa ilmeneviin haittoihin (esim. kasvien levidmis-
kyky, rikkamaisuus, toksisuus, vaikutukset biodiversiteettiin).

GM-kasvien mahdolliset ymparistovaikutukset riippuvat sekd siirretysta
ominaisuudesta ettd kasvilajista, johon ominaisuus/ominaisuudet on siirretty.
Muuntogeenisten kasvien kdytdssd on uutta se, ettd kasvissa voi olla ominaisuus,
joka on siirretty sithen hyvin erilaisesta organismista. Téllaisissa tapauksissa ei
voida olla varmoja siitd, vaikuttaako geeni uudessa geneettisessd ymparistossa
arvaamattomalla tavalla, esim. vaikuttamalla haitallisesti elididen (symbiontit, loi-
set) viliseen vuorovaikutukseen. Naihin kysymyksiin ei 16ytyne yksiselitteisia
vastauksia, vaan jokainen tapaus on tutkittava erikseen.

Seidler ja Levin (1994) mukaan riskinarvioinnin kannalta olennaisia

tutkimusaiheita ovat

* siitepdlyvirran monitorointi,

* hybridien jéljittdminen,

* muuntogeenisten kasvien siementen maaperassa sdilymisen tutkiminen ja

* maaperan elioyhdyskuntiin kohdistuvien (muihin kuin kohdeorganismeihin
kohdistuvien) vaikutusten tutkiminen.

Giovannetti ym. (2003) mukaan tihdnastisen tutkimuksen perusteella

merkittivimmiksi osoittautuneet GM-kasvien viljelyn ymparistoriskit ovat

* siirtogeenien levidminen ymparistoon GM-kasvien siitep6lyn tai siementen
mukana seka levidmistd seuranneen introgression ympadristovaikutukset

* horisontaalinen geenien siirtyminen GM-kasveista maaperédbakteereihin

* sekd maaperddn GM-kasveista siirtyneiden hyonteiskestavyysproteiinien
(etenkin Bt-toksiinit) vaikutukset maaperdan mikrobiyhdyskuntiin.

Edelld mainittujen kaltaisten suorien ymparistovaikutusten lisdksi GM-kasvien
viljelylla voi olla valillisid ympéristovaikutuksia, esim. muuttuneiden viljelyme-
netelmien (tuholais- ja rikkakasvikésittelyt) seurauksena.
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Seuraavassa on esitetty kirjallisuudessa yleisimmin GM-kasvien viljelyn yh-
teydessa mainittuja mahdollisia suoria ja vélillisid ymparistovaikutuksia. Kehys-
tetyissd tietolaatikoissa esitellddn aiheeseen liittyvid tutkimuksia. GM-kasvien
allergeenisuutta ja terveysvaikutuksia ei kasitelld, koska niita ei lueta varsinaisiin
ympadristovaikutuksiin. GM-kasvien viljelyn ympaéristovaikutuksia ovat kasitel-
leet laajasti myos Haikio ja Kangasjarvi (1999) ja Kemppinen ym. (2003).

3.1 Invaasiokyky

Invaasiokyvylla tarkoitetaan kasvin kykyéa runsastua ja levitd uusille alueille mah-
dollisesti alkuperdisten kasvien kustannuksella. Siirtogeenit, jotka aiheuttavat
muutoksia esim. kasvin siemenissa (koossa, painossa, muodossa), stressinsiedossa
tai taudinkestdvyydessd voivat vaikuttaa kasvin kelpoisuuteen ja siten myds in-
vaasiokykyyn. Veltman ym. (1996) mukaan ainoa luotettava ennuste sille, onko
uusi kasvi invaasiokykyinen vai ei, on tieto siitd, onko se ollut sitd muilla esiinty-
misalueillaan. GM-kasveja verrataankin usein tulokaslajeihin. GM Science Review'n
(2003) mukaan Britanniassa uuden GM-viljelykasvin levidmiskyvyn todennakéi-
syyden maarittdmiseen sovelletaan kahta mallia. Ensimmaéinen néista on vieraskas-
vimalli (alien species model), jonka mukaan noin 0,1 % kasvatettavista muualta
perdisin olevista kasveista osoittautuu haitallisiksi ymparistolle. Lukuun on paa-
dytty sen perusteella, ettd Britanniaan tuoduista 15 000:sta kasvista 15 on aiheutta-
nut ymparistdongelmia. Toinen malli on viljelykasvimalli (crop model), jonka mu-
kaan GM-kasvit eivat muuten eroa perinteisista viljelykasveista, paitsi ettd niihin
siirretty ominaisuus voi muuttaa kasvin kelpoisuutta (fitness). GM Science
Review’n (2003) mukaan tunnetusti levidmiskykyisten kasvien (puuvartiset kas-
vit, monivuotiset heinit) kohdalla on tutkittava muuttaako siirretty ominaisuus
kasvin kelpoisuuteen vaikuttavia ominaisuuksia (lisédntymisominaisuudet ja nii-
hin vaikuttavat tekijédt, esim. kasvunopeus, koko, pitkdikdisyys, selviytymisky-
ky). Yleisesti on oletettu, ettd siirtogeenin ilmentyminen kasvissa voi lisdtd sen
energeettisid kustannuksia ja siten mahdollisesti vaikuttaa heikentdvasti kasvin
kasvuun ja lisdédntymiseen, vaikka varsinainen kohdeominaisuus paranisikin (ks.
esim. Bergelson ym. 1996; Pilate ym. 2003; Burdon & Thrall 2003). Tama luultavasti
pétee vain joidenkin kasvien ja joidenkin ominaisuuksien kohdalla, silld esim. Hails
(2000) ei tutkimuksessaan havainnut eroja glufosinaattikestavan GM-rypsin (Bras-
sica rapa) ja muuntamattoman rypsin kelpoisuuksissa.

Rikkamaisille kasveille yhteisid ominaisuuksia ovat monivuotisuus, suuri sie-
mentuotanto, syvé/levidva juuristo, suolankestdvyys, kuivankestdavyys ja niitta-
misen sieto. Rikkamaiset kasvit eivit ole levinneet metsiin, vaan enimmaéakseen
erilaisille héirityille kasvupaikoille, kuten tienvarsille, joutomaille ja peltojen reu-
noille. Suomessa tulokaslajeista mm. jéattipalsami (Impatiens glandulifera), jattiput-
ket (Heracleum mantegazzianum, H. persicum), kurttulehtiruusu (Rosa rugosa) ja lupii-
nit (Lupinus spp.) ovat levinneet luontoon tehokkaasti.

Suurin osa viljelykasveista on niin pitkalle jalostettuja, ettd ne tuskin muun-
togeenisindkdan levidisivat ympéaroivaan luontoon (Héikio & Kangasjarvi 1999).
Lisaksi useimmat viljelykasvit eivit selvid ilman ihmisen apua. Toisaalta esim. rap-
si (Brassica napus) on selvinnyt tiettdvasti ainakin kahdeksan vuotta tienvarsikas-
vina Ranskassa (Pessel ym. 2001). De Kathen (1996) mukaan rapsi onkin ainoa
tdhén asti invaasiokykyiseksi osoittautunut viljelykasvi. Britanniassa peruna (So-
lanum tuberosum) sdilyy viljelyksilla itsestddn kasvukaudesta toiseen (jadntikasvi)
ja sitd kontrolloidaan glyfosaatilla (herbisidi). On siis mahdollista, ettd glyfosaat-
tikestdvdn GM-perunan viljely voisi tulevaisuudessa aiheuttaa rikkakasviongel-
man Britanniassa (Riches & Valverde 2002).

Levidmiskykyd voidaan tutkia esim. selvittdmalld siirtogeenien vaikutusta
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GM-kasvien kelpoisuuteen. Siemenen ominaisuudet, kuten tuotettujen ja itdvien
siementen maard, sekd siementen koko ja paino sekd levidmiskyky ovat monien
tutkijoiden mukaan merkittdvimpid kasvin levidmistiheyteen ja siementen selviy-
tymiseen, ja siten myos kelpoisuuteen vaikuttavista tekijoistd. Esim. rypsi levida
helposti pienten siementensé ansiosta etenkin teiden varsille ja tuulilevitteiset sie-
menet voivat aiheuttaa massiivisia invaasioita etenkin hairityilld kasvupaikoilla
(tienvarret, joutomaat). Lisdksi pienikokoiset siemenet omaavat yleensd parhaan
dormanssikyvyn. Ellstrand ja Schierenbeck (2000) mukaan risteytyminen ldhilaji-
en kanssa voi lisdtd kasvin levidmiskykyd. Aiemmin Britanniassa tehdyissa ko-
keissa havaittiin, ettd ainakaan siirretty herbisidikestavyysominaisuus ei lisannyt
yhdenkéan tutkitun kasvin (kuusi eri lajia) levidmiskykyd (Crawley ym. 2001).

3.2 Geenivirta

Siirtogeenien levidminen muuntogeenisista kasveista ympardivaan luontoon on
heréttanyt pelkoa geenivirran mahdollisesta koyhdyttavasta vaikutuksista ekosys-
teemeihin sekd pelkoa entistd pahempien tuholaisten ja rikkakasvien kehittymi-
sestd. Geenien siirtymistd kasvista toiseen ristipolytyksen avulla sanotaan verti-
kaaliseksi geeninsiirtymiseksi. Horisontaalinen geeninsiirtyminen taas on geneet-
tisen materiaalin siirtymista sellaisten organismien valill4, jotka eivit pysty lisddn-
tymddn keskenddn suvullisesti. Horisontaalista geeninsiirtymista voi siis tapah-
tua varsin erilaisten organismien vililld, kun taas vertikaalinen geeninsiirtyminen
on mahdollista ainoastaan toisilleen ldheistd sukua olevien kasvien valilla.

3.2.1 Hybridisaatio ja introgressio

Introgressio on geneettisen materiaalin siirtymista keskenddn lisaantymiskykyi-
sistd kasveista risteytymisen ja takaisinristeytymisen seurauksena ja muodostu-
mista genomin pysyvaksi osaksi. Ellstrand ym. (1999) ja Ellstrand (2001) mukaan
siirtogeenisistd kasveista luonnonpopulaatioihin kohdistuva geenivirta saattaa olla
merkittdva kasvien evoluutioon vaikuttava tekija ja johtaa jopa harvinaisten laji-
en havidmiseen. Lisdksi Ellstrand ja Schierenbeck (2000) mukaan hybridisaatio saat-
taa johtaa invaasiokykyisten kasvien kehittymiseen. Erityisen tuhoisaa geenivirta
viljelykasveista niiden luonnonvaraisiin sukulaisiin voisi olla lajien erilaistumis-
keskuksissa. Esimerkiksi Meksikossa, joka on maissin erilaistumiskeskus, on GM-
maissin viljely tastd syysta kielletty toistaiseksi kokonaan (Quist & Chapela 2001).
Lajinsisdista geenivirtaa viljelykasveista niiden luonnonvaraisiin kantoihin tapah-
tuu jatkuvasti (ks. Ellstrand 2001, 2003a), samoin kuin my®os ldhisukuisten lajien
valilla (Arriola & Ellstrand 1996). Risteytymistd on joissain tapauksissa osoitettu
tapahtuneen esim. rapsin (Brassica napus ssp. oleifera) ja peltokaalin (B. campestris)
valilla (Jergensen & Andersen 1994; Chevre ym. 2000). Jalostuksen seurauksena
viljelykasveilla on kuitenkin usein ominaisuuksia (esim. itsepolytys), jotka vaikeut-
tavat niiden risteytymistd luonnonvaraisten lajien kanssa (Kemppinen ym. 2003).
On joitakin viitteita siitd, ettd perinteiselld jalostuksella paranneltujen viljelykasvi-
en geenejd voi sdilyd luonnossa. Esimerkkeja tasta ovat durra (Sorghum vulgare) seka
luonnonvaraiset auringonkukat (Helianthus spp.), joiden luonnonpopulaatioista on
16ytynyt viljeltyjen sukulaisten geeneja (Harlan ym. 1992; Linder ym. 1998).
Introgressiosta aiheutuvia mahdollisia ympaéristovaikutuksia ovat mm. hy-
bridien invaasiokyvyn lisdédntyminen (esim. siirtyneen herbisidikestdvyyden myo-
td), luonnonpopulaatioiden hdvidminen tai niiden geneettisen monimuotoisuu-
den vdheneminen. Esim. Majumder ym. (1997) ja Akimoto ym. (1999) ovat ra-
portoineet viljellyn riisin (Oryza sativa) introgressiosta johtuvaa Oryza rufipogonin
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geneettistd eroosiota’. Suomessa esiintyvista kasveista esim. keltamatara (Galium
verum) on alkanut harvinaistua. Téhdn on ketojen vdhenemisen lisdksi syyna
esteeton risteytyminen paimenmataran (G. album) kanssa (ks. http:/www.
yrttitarha.com/kanta/keltamatara/). Muita mahdollisia geenivirran ympaéristovai-
kutuksia ovat esim. uusien, herbisidejd kestdvien rikkakasvien synty. Toisaalta
herbisidien kaytto itsessddnkin aikaansaa resistenttejd kasveja (Pratley ym. 1999).
Chilcutt ja Tabaschnik (2004) mukaan geenivirta Bt-toksiineja ilmentavista GM-
kasveista niitd ymparoiviin muuntamattomista saman lajin kasveista koostuvaan
turvareunukseen voi nopeuttaa Bt-toksiineja kestdvien hyonteiskantojen kehit-
tymistd. Tama johtuu siitd, ettd GM-siitepdlyn polyttamat muuntamattoman kas-
vin siemenet voivat ilmentad Bt-toksiinia. Tastd syystéd turvareunus ei endé koos-
tukaan kokonaan toksiinittomista kasveista (Chilcutt & Tabaschnik 2004).
Keeler ym. (1996) mukaan herbisidikestdvyyden siirtymiselld GM-kasveista nii-
den luonnonvaraisiin kantoihin tai sukulaisiin ei ole kilpailuetua lisddvaa vaiku-
tusta oloissa, joissa herbisideja ei kdytetd. Kuitenkin Gliddon (1994) ja Haygood
ym. (2003) mukaan jokin uusi ominaisuus saattaa vakiintua populaatiossa, vaikka
se ei olisikaan kilpailukykya lisdava.

GM-kasvien introgressiomahdollisuutta tutkittaessa olisi kiinnitettdva huo-
miota ominaisuuksiin, jotka vaikuttavat kasvin levidmiskykyyn ja siementen dor-
manssikykyyn. Useat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd siitepolyn levidminen on
tarkein tekija kasvien vélisessd geenivirrassa (Loveless & Hamrick 1984; Fenster
1991; Nason & Hamrick 1997). Liséksi siemenen ominaisuuksia muuttavat luon-
nonkasvigeenit saattavat vaikuttaa siementen dormanssiin ja itdmiseen (Linder
ym. 1998) ja siten myos geenivirtaan pidemman ajan kuluessa. Viljelykasveilla ei
yleensa ole dormanssia, mutta kyky saattaa siirtyd niihin risteytymisen kautta.
Siemenen ominaisuudet (kuten dormanssikyky) periytyvét yleensd maternaali-
sesti, joten GM-kasvi polyttdjand ja dormanssikykyinen luonnonvarainen emo-
kasvi mahdollistavat uuden ominaisuuden esiintymisen dormanssikykyisessa kas-
vissa (Linder & Schmitt 1994).

Joidenkin tutkijoiden mukaan (ks. esim. Hails 2000) geenivirtaa GM-kasveis-
ta ei itsessadn pitdisi pitda riskind vaan olisi tutkittava, onko siirtogeenin omaaval-
la kasvilla negatiivista vaikutusta ekosysteemiin verrattuna vallitsevaan tilantee-
seen. Esimerkiksi geenivirran kohteena olleet juurikkaan luonnonvaraiset popu-
laatiot olivat Bartsch ym. (1999) tutkimuksen mukaan geneettisesti jopa moni-
muotoisempia kuin populaatiot, jotka eivit olleet vastaanottaneet geeneja viljely-
kasveilta. Kasvin kilpailukykya parantavan ominaisuuden yleistyminen (esim.
geenit, jotka lisddvat kasvin vastustuskykya tuholaisia ja tauteja vastaan) popu-
laatiossa on todennédkoisempédd kuin neutraalin ominaisuuden. Toisaalta, kun gee-
nivirta siirtogeenisestd kasvista luonnonpopulaatioon kasvaa tarpeeksi suureksi,
hybridin kelpoisuudella ei ole enédé vaikutusta geenin runsastumiseen (Haikit &
Kangasjarvi 1999). Viljellyn rapsin seka villiintyneiden Brassica -lajien kokeelliset
ja teoreettiset tutkimukset osoittavat, ettd isot siitepdlylahteet, kuten laajat vilje-
lyalueet, lisadvat geenivirtaa (Squire ym. 1999). My0s korjuun jilkeen maahan
jddneet siemenet voivat vaikuttaa geenivirtaan. Dormanssikykyisistd siemenista
itineet GM-kasvit voivat toimia siitepolyldhteind vield pitkien aikojen kuluttua
varsinaisesta viljelystd. GM-kasvien siemenet voivat myos sekoittua perinteisesti
viljeltyjen tai luonnonvaraisten kasvien siementen kanssa sadonkorjuun tai varas-
toinnin aikana. Esimerkiksi sokerijuurikkaan (Beta vulgaris ssp. vulgaris) siemenen
mukana saattaa olla luonnonvaraisen juurikkaan (merijuurikas; B. vulgaris ssp.
maritima) tai risteymien siemenid, joista itdneet kasvit voivat risteytyd GM-juurik-
kaan kanssa. Ellstrand ja Schierenbeck (2000) mukaan viljellyn ja luonnonvarai-
sen juurikkaan siemenet sekoittuvat Vélimeren alueella, jossa tuotetaan sieme-
net Pohjois-Euroopan juurikasviljelyksille. Ainakin Ranskassa ja Britanniassa on
tavattu rikkajuurikasta, joka on sokerijuurikkaan ja luonnonvaraisen juurikkaan
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risteymd. Ndissa tapauksissa siitepolyn ldhteend on kuitenkin ollut luonnon-
varainen juurikas (Boudry ym. 1993). My6s Suomessa juurikaspelloilla kasvaa
viljellyn juurikkaan lisdksi luonnonvaraisen ja viljellyn juurikkaan hybrideja, joil-
la on mahdollisuus risteytya viljellyn juurikkaan kanssa (ks. http://www.sjt.fi/
Villijuurikkaat_ja_kukkavarret.htm). Tdmé kuitenkin edellyttdd useamman yksi-
16n kukkimista ensimmadisen kasvukauden aikana tai (kukkimiskykyisten) jaanti-
kasvien esiintymistd viljelyalalla.

Esimerkki geenivirrasta

Maissin (Zea mays) genetiikka on erittdin hyvin tunnettu, ja maissia on suhteellisen helppo transformoida. Maissin
siitepoly on kuitenkin osoittautunut helposti levidvaksi, ja siemenerdt voivat sekoittua varastoinnin ja kuljetuksen
aikana. Vaikka Suomessa maissia viljellddn vain pienessa mittakaavassa, on StarLink GM-maissi (sisaltad Cry9C-
proteiinin geenin Bacillus thuringiensis -bakteerista; ks. esim. Bucchini & Goldman 2002) hyvé esimerkki laajasta
geenivirrasta GM-kasveista muuntamattomiin kasveihin. StarLink-maissia alettiin kasvattaa Yhdysvalloissa ennen kuin
sen sopivuus ihmisten tai eldinten ravinnoksi oli varmistettu, ja myshemmin herésivat epdilykset sen allergeenisuudesta.
Maissin leviaminen ymparistdon yritettiin estad kasvatusvaiheessa. Siita huolimatta viranomaisten mydhemmin testaa-
masta 10 000:sta ravintokdyttoon tarkoitetusta maissierastd jopa joka kymmenennestd ndytteesta loytyi StarLink—
maissia. StarLink-maissin levidmistapa on edelleen ratkaisematta, mutta tapaus osoittaa, ettd ainakin maissin kohdal-
la GM- ja muuntamattomat lajikkeet sekoittuvat helposti (Ellstrand 2003b).

Quist ja Chapela (2001) mukaan Meksikossa, jossa GM-maissin viljely on ollut kiellettya vuodesta 1998 lahtien, maissin
maatiaiskannoista on loytynyt siirtogeeni-DNA:ta. Meksiko on maissin erilaistumiskeskus ja GM-introgressio voi uhata
maatiaiskantojen geneettistd monimuotoisuutta. Tosin esim. Kaplinsky ym. (2002) ja Wisniewski ym. (2002) mukaan
tutkimuksen tulokset eivat ole luotettavia menetelmallisten virheiden takia.

Herbisidikestavyys

Kasvit voivat kehittaa herbisidikestavyyden myds spontaanisti, tasta on esimerkkind tankearaiheind (Lolium rigidum)
Australiassa (ks. Pratley ym. [999). Useiden tutkimusten mukaan triatsiinikestavien rikkakasvien kelpoisuus on huo-
nompi kuin luonnonvaraisten tyyppien ymparistossa, jossa herbisidejd ei kdytetd, mutta sama ei valttamatta pade
muihin- herbisidikestavyystyyppeihin (Keeler ym. 1996). Bergelson ym. (1996) osoittivat tutkimuksessaan, ettd herbi-
sidikestavan lituruohon (Arabidopsis thaliana) siementuotanto oli alentunut 34% kestavyysgeenin tahden. Toisaalta
Snow ym. (1999) mukaan rikkamaiseen rypsiin (Brassica rapa) GM-rapsista introgressoitunut glufosinaattikestavyysge-
eni ei vahentanyt rypsin kelpoisuutta. Samassa tutkimuksessa osoitettiin, etta herbisidikestavyys sailyi rypsissa ilman
herbisidien kdyton aiheuttamaa valintapainettakin. Herbisidikestavyysominaisuus ei siis valttimatta lisaa kasvin ener-
geettisia kustannuksia ja saattaa siten jaada pysyvaksi ominaisuudeksi luonnonvaraisiinkin populaatioihin (Hails
2000).

3.2.2 Horisontaalinen geenin siirtyminen

Horisontaalinen geenin siirtyminen (horizontal gene transfer; HGT) on geneetti-
sen materiaalin siirtymista ei-ldhisukuisten organismien viélilld joko elidkunnan
sisdlla (esim. bakteerien valilld) tai eri elikuntien valilla (esim. kasvista baktee-
riin). Bakteereilla tunnettuja HGT:n mekanismeja ovat DNA:n siirtyminen konju-
gaation, transduktion tai transformaation vélityksella yksilostd toiseen. Esimer-
kiksi antibioottiresistenssigeenit voivat siirtyd kaukaistakin sukua olevien bak-
teerien valilla ja yleistyd etenkin olosuhteissa, missé runsas antibioottien kaytto
antaa resistenssin omaaville bakteereille valintaedun. Geenien tiedetédan siis siir-
tyvén yleisesti bakteerien viélilld, mikd yleensa otetaankin huomioon geenimuun-
neltujen mikro-organismien ympaéristovaikutusten arvioinnissa (Pitkdjarvi 1997).
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On kuitenkin esitetty, ettd siirtogeenejd voisi siirtyd myos GM-kasveista muihin
organismeihin, esim. maaperan bakteereihin tai patogeenisiin mikro-organismei-
hin. Tutkimustietoa horisontaalisesta geenien siirtymisestd muihin organismeihin
kuin bakteereihin on olemassa hyvin vahan. Koska esim. sienet ovat aitotumallisia
kuten GM-kasvitkin, geenin ilmentyminen niissi mahdollisen horisontaalisen siir-
tymisen jdlkeen voi olla todenndkdisempda kuin bakteereissa (GM Science Re-
view 2003).

Simonet (2000) mukaan transformaatio (vapaan kasvi-DNA:n ottaminen bak-
teerisoluun) on ainoa mahdollinen mekanismi, minka avulla kasvin DNA:ta voisi
siirtyd bakteeriin. Joillakin bakteereilla (katso esim. Paget & Simonet 1994;
Nielsen ym. 2000) onkin kyky tahadn. Vaikka vain muutamien bakteerilajien tie-
detddn olevan transformaatiokykyisiéd, edellytykset siihen ovat olemassa useim-
missa bakteeriryhmissd, myos arkkibakteereilla (Lorenz & Wackernagel 1994;
Demaneche ym. 2001). DNA:n siirtymisen edellytyksena kuitenkin on, ettd trans-
formaatiokykyisen bakteerin genomissa on jo olemassa tietyn pituinen (n. 20 emés-
paria) vastaava homologinen DNA-fragmentti (de Vries ym. 2001). Liséksi tarjol-
la on oltava riittdvan pitkd fragmentti vapaata kasvin DNA:ta (de Vries ym. 2001;
Conner ym. 2003). Transgeenejd onkin pystytty jaljittimdan maaperastéd (labora-
torio-olosuhteissa) vield kahden vuoden kuluttua niiden maaperaan joutumisesta
(Paget & Simonet 1994; Widmer ym. 1996; Gebhard & Smalla 1999, mutta katso
my6s Hay ym. 2002). Geenien siirtymisen mahdollisuutta voi lisita se, ettd GM-
konstruktit sisdltdvat usein elementtejd, kuten esimerkiksi merkkigeeneja, jotka
ovat perdisin bakteereista. Toinen geenin siirtymisen mahdollisuutta lisdava tekija
voi olla siirtogeenin liittdminen viherhiukkasen genomiin, silld sen rakenne vastaa
bakteerien genomia tuman rakennetta paremmin. Lisdksi viherhiukkasten suuri
madra soluissa (useita satoja/solu) lisdd saatavilla olevien siirtogeenien lukumaa-
rdd (GM Science Review 2003).

Joidenkin tutkijoiden mukaan (ks. esim. Kurland ym. 2003) horisontaalinen
geenin siirtyminen kasveista bakteereihin ei ole yhtd todennédkéista kuin geenin
siirtyminen yksinkertaisen genomin omaavien elididen (eli bakteerien) valilla. Vie-
raan DNA:n integroitumiselle bakteerin genomiin, sekd myos geenin ilmentymi-
selle on biologisia esteitd. Aitotumallisten elididen geeneissa olevat intronit esté-
vat kyseisten geenien ilmentymisen alkeistumallisissa soluissa. Lisdksi geenin siir-
tyminen on Kurland ym. (2003) mukaan merkityksetontd, mikéli bakteerisolu ei
pysty hydodyntdmaan geenin ilmentdméaa informaatiota. Lisdksi uudella geenilld
pitdisi olla valintaetua lisddvid ominaisuuksia, jotta sen omaavien bakteerien osuus
populaatiossa lisddntyisi. Dale ym. (2002) mukaan siirtogeenisen vapaan DNA:n
osuus verrattuna totaaliseen vapaan DNA:n maardan luonnossa on niin pieni, ettd
sen vaikutukset ovat jokseenkin merkityksettomid. Tama onkin varsin luultavaa
silloin, kun kyseessé on siirtogeeni, jota on ympdristdssd runsaasti saatavilla en-
nestddn. On kuitenkin mahdollista, ettd tulevaisuudessa kasvien geeniteknisessa
muuntamisessa kiytetddn muunnettuja tai kokonaan uudenlaisia geeneja, tai gee-
nejd, jotka ovat perdisin taysin toisenlaisista ekosysteemeista kuin se ekosystee-
mi, jossa GM-kasvia kasvatetaan. Téll6in uuden geenin aiheuttamalla ominaisuu-
della saattaa ilmetad arvaamattomia ymparistovaikutuksia.

Kasvien ja bakteerien vélistd geenin siirtymaa on vaikea monitoroida ja esim.
Bertolla ja Simonet (1999), Gebhard ja Smalla (1999), Nielsen ym. (1997),
Nielsen ym. (1998) tutkimuksissa ei kyetty osoittamaan geenivirtaa kasveista
bakteereihin. Aivan viime aikoina on kuitenkin saatu suoraa nayttoa siirtogeenien
siirtymisestd GM-kasveista bakteereihin (Nielsen ym. 2000; Tepfer ym. 2003; ks.
tutkimusmenetelmaét-osio).

Antibioottiresistenssigeenien (merkkigeeni) kdyttd kasvien muuntamisen
yhteydessa on herattanyt arveluja, ettd resistenssiominaisuus voisi edelleen siir-
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tyd GM-kasveista edelleen (patogeenisiin) bakteereihin, minka seurauksena bak-
teerit muuttuisivat vastustuskykyisiksi kyseisille antibiooteille. My0s resistenssi-
geenien siirtyminen kasvinsydjien ruoansulatuskanavan bakteeriflooraan GM-re-
hun mukana on mahdollista (Duggan ym. 2003). On kuitenkin eri asia, olisiko
resistenssigeeneista ylimaardista etua kyseisille bakteereille. Merkkigeenina ylei-
sesti kdytetty nptll (kanamysiini/neomysiiniresistenssi) -geeni on perdisin bak-
teerista (Escherichia coli) ja maaperdssd on ennestddn runsaasti bakteereita, jotka
omaavat hyvin samankaltaisen geenin. Kliinisesti merkityksellisten antibioottire-
sistenssigeenien kdyttdo merkkigeeneind on EU-alueilla varovaisuussyista kiellet-
ty GM-tuotteissa vuoden 2004 lopusta ldhtien, ja tutkimus- ja kehittdmiskokeissa
vuoden 2008 lopusta lahtien. Kanamysiini/neomysiiniresistenssi ei kuitenkaan
kuulu kiellettdviin ominaisuuksiin.

HGT viruksiin

Virusgeenien kayttd viruskestdvien kasvien tuottamisessa on heréttanyt pelkoa
siitd, ettd kasvin virusperdiset siirtogeenit rekombinoituvat viruksen omien geeni-
en kanssa ja sitten siirtyvat viruksiin, miké aikaansaisi (teoriassa) uuden virustyy-
pin muodostumisen (katso Haikié & Kangasjarvi 1999; Tepfer 2002). Viruskesta-
vyyden lisddmiseksi kasviin siirretddn yleensa viruksen kuoriproteiini- tai raken-
neproteiinigeeni. Jos kasvi tuottaa toimivaa kuoriproteiinia, jonkin toisen kasvia
infektoivan viruksen perintdaines saattaa teoriassa pakkautua tdhdn kuoreen
(transkapsidaatio, mitd ei luonnossa ole kuitenkaan havaittu), ja ndin muuttaa het-
kellisesti viruksen isdntaspesifisyytta tai levidmistapaa, silld kuoriproteiini saa ai-
kaan viruksen isdntédspesifisyyden. Koska viruksen perima ei muutu, uuteen isan-
tadn siirtyva transkapsidoitu virus tuottaisi taas alkuperdisen kaltaisia jalkeldisid,
joiden isdntaspesifisyys on myos alkuperdisen kaltainen. Uuden isénnéan infektoi-
minen voi siis tapahtua vain kerran, ellei transkapsidaatiota tapahdu joka infektio-
kierroksella.

Kasvia infektoivan viruksen perintdaines voi periaatteessa rekombinoitua
kasvin genomissa olevan siirtogeenisen materiaalin kanssa, mika voisi olla (aino-
astaan) retrovirusten kohdalla periytyvaa. Mikali horisontaalinen geenien siirty-
minen on mahdollista GM-kasvin ja virusten vélilld, voi herdtd pelkoa sen aiheut-
tamista uudenlaisista, ekosysteemeille vahingollisista viruksista.

3.3 Vaikutukset muihin kuin kohde-elioihin (nontarget
effects)

Jotkut kasvien geeniteknisessd muuntamisessa kdytetyt ominaisuudet (esim. Bt-
toksiinin tai kitinaasin tuotto) toimivat torjunta-aineina tiettyjd tuholaisia (kas-
vinsy6jdhyonteisid tai patogeenisia sienid) vastaan. Téllaisilla ominaisuuksilla voi
olla vaikutuksia my6s muihin kuin kohde-elitihin. Téllaisia ovat viljelykasvin
ohessa eldvit eliot, jotka eivét aiheuta merkittavid (esim. taloudellisia) tuhoja vil-
jelyksella (esim. saalistajat, loiset, polyttdjat tai maaperan mikrobit). Vaikutukset
voivat olla suoria, esim. tiettyd hyonteistd vastaan tarkoitettu Bt-toksiini voi vai-
kuttaa muihin kuin kohde-eldimiin tai vaikutus voi kohdistua maaperdn mikro-
organismeihin. Vaikutukset voivat olla myos viélillisid, esim. herbisidikestavan GM-
kasvin viljelyn yhteydessa muuttuneet herbisidikésittelyt voivat vaikuttaa koko
ekosysteemiin. GM Science Review’'n (2003) mukaan muihin kuin kohdeorganis-
meihin kohdistuvia vaikutuksia voi ilmeta kaikilla sellaisilla viljelykasveilla, joi-
hin on siirretty toksiineja kontrolloimaan tauteja tai tuholaisia.
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3.3.1 Vaikutukset maaperdn mikrobeihin

Kasvit vaikuttavat maaperdan mikrobiyhdyskuntien runsauteen, koostumukseen
ja aktiivisuuteen ja mikrobit taas puolestaan vaikuttavat kasveihin ja koko ekosys-
teemiin (mykorritsat, typped sitovat bakteerit, hajottajat, patogeenit jne.).
Kowalchuk ym. (2003) mukaan GM-kasvien viljely voi muuttaa néita vuorovai-
kutuksia. Mikrobit edustavat 80 %:a maaperdn biomassasta ja vastaavat ekosys-
teemin toiminnasta, kuten ravinteiden kierrosta ja hajottamisesta. Esimerkiksi sien-
ten kitiinid hajottavat kitinaasit (joita siirretddn kasveihin sienitautikestavyyden
lisddmiseksi) voivat vaikuttaa my0s sienijuuria muodostaviin symbionttisiin sie-
niin. Hyonteiskestavyytta lisdavilla Bt-toksiineilla voi olla joko suoria tai valillisia
vaikutuksia maaperén eliostoon. Bt-toksiinien altistumisreitti maaperéaeli6illa on
suora kontakti GM-kasvin juuriin, kosketus juurten erittdmiin toksiineihin ja kuol-
leen GM-kasviaineksen joutuminen maaperddn sadonkorjuun yhteydessa
(Saxena ym. 1999, 2002; Saxena & Stotzky 2000). Joissain maatyypeissd Bt-toksii-
nit voivat sdilya toimintakykyisind pitkid aikoja (Tapp & Stotzky 1998; Crecchio &
Stotzky 2001). Kuitenkaan GM-kasvien CrylAb-toksiinia sisaltdvien juurierittei-
den ei ole osoitettu vaikuttavan merkittavasti lieroihin, sukkulamatoihin, alku-
eldimiin tai bakteereihin (Saxena & Stotzky 2001). Vaikka useimmat tutkimukset
eivét ole pystyneet osoittamaan GM-kasvien viljelyn haitallisia vaikutuksia maa-
perdn bakteereihin (Heuer & Smalla 1999; Donegan & Seidler 1999; Cowgill ym.
2002), jonkin verran on my®os raportoitu muutoksista bakteeriyhdyskuntien ra-
kenteessa kasvien ritsosfadrissa (ks. esim. Lottmann ym. 1999).

Ei-toivottuja GM-kasvien maaperdin kohdistuvia vaikutuksia ovat http://
www.defra.gov.uk/environment/acre/soilecology/acre_soilecology_interim.pdf
mukaan mm.

* siirtogeenin itsensa tuottamista aineista (esim. Bt-toksiinit) aiheutuvat haital-
liset vaikutukset maaperan elidihin

* GM-kasvin viljelyssd kdytettdvien maatalouskemikaalien haitalliset vaiku-
tukset maaperan organismeihin

* maaperdn biodiversiteetin ja fertiliteetin pienentyminen GM-kasvien viljelyn
seurauksena

* GM-kasvien hidastunut hajoaminen maaperassa

GM Science Review’n (2003) mukaan GM-kasvien viljelyn yhteydessa havaitut
maaperdn mikrobiyhdyskuntien rakenteen muutokset eivat poikkea oleellisesti
niistd muutoksista, joita on havaittu perinteisessa viljelyssa. Toisaalta GM Science
Review’'n (2003) mukaan suurin osa tihédnastisesta muihin kuin kohde-elidihin
kohdistuvasta tutkimustiedosta on saatu pienimuotoisista ja lyhytaikaisista ko-
keista. Pitkdaikaisemmista kokeista saisi varmasti kattavampia tuloksia.

3.3.2 Vaikutukset muihin kuin kohde-eldimiin

GM-kasvien vaikutukset voivat kohdistua suoraan herbivoreihin, detrivoreihin,
pOlyttdjiin ja petoihin (mikali sen jokin elinvaihe kdyttda kasvia ravintonaan) tai
vaikutukset voivat siirtyd ravintoketjussa eteenpdin esim. petoniveljalkaisiin,
lintuihin ja nisdkkaisiin. Vaikka suuressa osassa kasvitutkimuksia ei ole pystytty
osoittamaan GM-kasvien (etenkin Bt-kasvien) haitallisia vaikutuksia muihin kuin
kohde-eldimiin  (Riddick ym. 2000; ~ Wraight ym. 2000; ~ Schuler ym. 2001;
Duan ym. 2002, 2004; Romeis ym. 2003; Dutton ym. 2003a, 2003b), on myo0s
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saatu toisenlaisia tuloksia. Esim. Hilbeck ym. (1998b) tutkivat Bt-maissilla (Cry1Ab)
syotetyn saaliseldimen vaikutusta erddseen harsokorentoon (Chrysoperla carnea) ja
yrittivdt arvioida, johtuiko Bt-toksiinille altistuneita eldimid syoneen harsokoren-
non korkea kuolleisuus suoraan Bt-toksiinista vai viélillisesti huonokuntoisista
saaliseldimistd. Kokeen tulosten mukaan vaikutukset nayttivit johtuvan kummas-
takin tekijastd. Myohemman tutkimuksen (Romeis ym. 2004) mukaan Hilbeck ym.
(1998b) havaitsemat vaikutukset johtuivat pikemminkin saaliseldinten laadusta
kuin Bt-toksiinin suorista myrkkyvaikutuksista. Ponsard ym. (2002) tutkivat Bt-
puuvillalla syotettyjen saaliseldinten vaikutuksia niiden saalistajiin. Kahden lutei-
siin kuuluvan hyonteisen (Orius tristicolor ja Geocoris punctipes) elinika oli merkitta-
vasti lyhentynyt niiden kéytettyd ravintonaan Bt-puuvillaa syoneitd saaliseldi-
mid. GM-kasvien mahdollisella haitallisella vaikutuksella kohdelajien saalistajiin
ja loisiin saattaa olla merkittavia ekologisia seurauksia.

3.3.3 Valilliset vaikutukset

Herbisidikestavien viljelykasvien viljelylld voi olla vélillisid vaikutuksia viljely-
alueen kasvillisuudesta riippuvaisiin eldimiin (katso esim. Heard ym. 2003a,
2003b). Field Scale Evaluations (FSE) Britanniassa osoitti, ettd muuttuneet rikka-
kasvikasittelymenetelméat herbisidikestavien GM-kasvien viljelyssa vaikuttivat
merkittdvasti rikkakasvien biomassaan. Viljelyalojen kasvinsydjat seka detrituk-
sen (kuolleen kasvimateriaalin) sy6jat ja monet niiden saalistajista ja loisista oli-
vat puolestaan herkkid rikkakasvibiomassan muutoksille. Hawes ym. (2003)
mukaan tutkimustulokset ennakoivat, ettd mikali herbisidikestavat GM-viljely-
kasvit otettaisiin Britanniassa laajaan kdytt6on, monen toiminnallisen eliGryhméan
runsauksissa voisi ajan kuluessa tapahtua merkittavia muutoksia. Toisaalta maan-
viljelij6illa voi olla taysin eri késitys rikkakasvilajiston- ja biomassan merkityksel-
lisyydestéd kuin ekologeilla, silla torjuntamenetelmien tarkoituksena on juuri va-
hentda rikkakasveja.

Bt-toksiinit

Bacillus thuringiensis on bakteeri, joka tuottaa hyonteistorjuntaproteiineja (Bt-proteiinit tai &-endotoksiinit;
Vaeck ym. 1987). Bt-toksiinit ovat suhteellisen spesifeja ja ne vaikuttavat ainoastaan sellaisiin hyonteisiin (ldhinna
kovakuoriaisiin; Coleoptera ja perhosiin; Lepidoptera), joilla on suolistossaan naille myrkyille sopivat reseptorit
(Schuler ym. 1999). Eri bakteerikannat vaikuttavat eri hydnteisryhmiin, ja tietty Bt-toksiini vaikuttaa vain yhteen (tai
muutamaan) hydnteislajiin. Cryl- ja Cry2 -ryhmien Bt-toksiinit ovat spesifeja perhosille kun taas Cry3 —toksiinit
vaikuttavat kovakuoriaisiin. Bt-toksiineja on jo monta vuotta kdytetty hydnteistorjunnassa ruiskuttamalla niita viljelyk-
sille. Kasvien geenitekniseen muuntamiseen Bt-toksiineja ilmentavia geenejd on kaytetty laajalti (ks. esim. van
Aarssen ym. 1995). Geeneja on tosin jouduttu muokkaamaan ennen siirtoa, jotta proteiinit toimisivat kunnolla kasveis-
sa (Koziel ym. 1993). Promoottorina Bt-toksiinia koodaavien geenien kanssa kdytetaan yleensd CaMV (kukkakaalin
mosaiikkiviruksen) 355 —promoottoria, joka ilmentdd proteiinia jatkuvasti kasvin kaikissa solukoissa.

Bt-maissin viljelyn vaikutuksista monarkkiperhoseen on kiistelty ankarasti viime vuosina. Monarkkiperhonen kayttda
ravintonaan enimmakseen erdita silkkiyrtteja (sukuun Asclepias kuuluvia kasveja), jotka Yhdysvalloissa kasvavat
etenkin maissipelloilla ja niiden lahituntumassa. Losey ym. (1999) tutkivat Bt-maissin vaikutusta monarkkiperhosen
toukkiin sydttamalla niille silkkiyrttid, jonka padlle oli ripoteltu Bt-maissin siitepdlya. Téllaista ravintoa syoneiden
toukkien kuolleisuus osoittautui tutkimuksessa 44 % korkeammaksi kuin vertailuryhmén toukkien, joiden ravintokasvin
paall oli Bt-siitepdlyn sijasta muuntamattoman maissin siitepolya. Tutkimusta on kuitenkin kritisoitu muun muassa
siita, ettd menetelmista on annettu niin ylimalkainen kuvaus, etta tutkimusta on joiltakin osin vaikea toistaa (ks. esim.
Wisniewski ym. 2002). Myghempien tutkimusten (esim. Hellmich ym. 2001; Stanley-Horn ym. 2001) mukaan maissin
geeniteknisessd muuntamisessa kaytetty Cry-geeni (joita on monta vaihtoehtoa), promoottori (ilmentyykd Bt-toksiini
jatkuvasti ja kaikkialla vai esim. vain siitepdlyssé) seka siitepolyn maara vaikuttavat Bt-maissin siitepdlyn haitallisuu-
teen monarkkiperhosen toukille.
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3.4 Muut vaikutukset

Edellamainittujen vaikutusten lisdksi GM-kasvia viljeltdessd voi ilmetd my0s tay-
sin odottamattomia vaikutuksia. Odottamattomat vaikutukset tulevat todenna-
koisimmin ilmi seurantatutkimuksissa ja pitkdn ajan kuluessa. Ennalta arvaamat-
tomia vaikutuksia voi syntya esim. siirtogeenien pleiotrooppisista ominaisuuksis-
ta, eli siitd, ettd siirtogeeni vaikuttaakin useampaan kuin yhteen ominaisuuteen.
Tietty siirtogeeni voi vaikuttaa toivotun ominaisuuden ohella my6s esim. kasvin
risteytymiskykyyn. Normaalisti itsepolytteiseen lituruohoon (Arabidopsis thalia-
na) siirretty herbisidikestavyysgeeni vaikutti kasviin ristipolytteisyytta lisdavasti
(Bergelson ym. 1998). Khattak ym. (2002) havaitsivat, ettd viruksen kuoriproteii-
nin tuottaminen rokotetta varten tupakassa ja perunassa vaikutti edellisen lehtia
heikentdvasti ja jadlkimmaisen kasvin mukuloita pienentévasti. Alla ym. (2003) jul-
kaisivat hiljattain yllattavan tutkimustuloksen, jonka mukaan runsaasti GUS (beta-
glukuronidaasi) —proteiinia tuottavaa siirtogeenistd perunaa ravintonaan kaytta-
van kirvan (Myzus persicae) kelpoisuus oli merkittavasti parempi kuin muuntama-
tonta perunaa ravintonaan kdyttavén kirvan. Sama ilmi6 oli havaittu aiemmin ko-
loradokuoriaisia (Leptinotarsa decemlineata) tutkittaessa (Lecardonnel ym. 1999).
Cherqui ym. (2003) osoittivat sittemmin tutkimuksessaan, ettd GUS-proteiinin
edullinen vaikutus hyonteisten kelpoisuuteen johtui sen probioottisista vaikutuk-
sista. GUS-proteiinia koodaava uidA-geeni on geenitekniikassa yleisesti kaytetty
merkkigeeni.

Siirtogeenien vaikutus kasvin omaan genomiin

Siirtogeenit voivat sijoittua genomissa satunnaisesti, estden siten jonkin tarkean
geenin toiminnan. Martienssen ja Springer (1998) ja Jeon ym. (2000) ovat tutki-
muksissaan saaneet ndyttoa siitd, ettd siirtogeenikonstruktien insertio genomiin
aiheuttaa mutaatioita genomin omissa geeneissd. Luultavasti myds luonnollisesti
viljelykasveissa esiintyvat liikkuvat elementit (esim. transposonit) voivat aiheut-
taa samankaltaisia vaikutuksia. Siirtogeenin satunnainen sijoittuminen genomis-
sa voi teoriassa esim. muuttaa kasvin ravinto-ominaisuuksia ja vaikuttaa siten sita
syoviin hyonteisiin sekd ndiden saalistajiin ja loisiin (Schuler ym. 1999;
Dutton ym. 2002). Schuler ym. (1999) painottaa erityisesti kasveista herbivorian
seurauksena haihtuvien yhdisteiden merkitystd. Haihtuvien yhdisteiden méaéaras-
sa tai laadussa tapahtuva muutos voi aiheuttaa kdyttdytymisen muuttumista koko
ravintoketjussa, silld monet herbivorien luontaisista vihollisista paikantavat saa-
liinsa ndiden yhdisteiden avulla. Vaihtoehtoisesti siirtogeenit voivat integroitua
jonkin erittdin aktiivisen sdételyalueen viereen ja ilmentya aiottua enemman.

Kestavien tuholaiskantojen kehittyminen

GM Science Review’n (2003) mukaan laaja ja yhdenmukainen GM-kasvien viljely
yhdessa niiden kanssa kéytettavien tauteja tai rikkakasveja torjuvien maanvilje-
lyskemikaalien kanssa aiheuttaa kohdetuholaisille vahvan valintapaineen. Aika,
joka resistenttien kohdeorganismien kehittymiseen kuluu, on riippuvainen kayte-
tyista toksiineista ja niiden ilmentymistavasta, sekd kohdeorganismin ekologias-
ta, genetiikasta ja lisddntymisestd (erityisesti sukupolvien vilisestd ajasta). Hyon-
teiset kehittavat kestavyyden Bt-toksiineja vastaan melko helposti (Ferré & Van
Rie 2002). Groot & Dicke (2002) mukaan Bt-kasvien viljely voi nopeuttaa Bt-kesta-
vien hyonteisten kehittymista, silld hyonteiset ovat tekemisissa GM-kasvin ilmen-
taman Bt-toksiinin kanssa pidempadn kuin jos toksiinia ruiskutettaisiin pellolle.
Lisaksi Groot ja Dicke (2002) otaksuvat, ettd kohdeherbivorien luontaiset viholli-
set (pedot ja loiset) hyddyntavat useammin (Bt-toksiinin vaikutuksesta) hitaasti
kehittyvia saaliseldimid, jolloin kestdvammat kohdehyonteiset jadvat useammin
henkiin ja siirtavét kestdvyysominaisuutensa eteenpdin seuraaviin sukupolviin.
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Muita ennustamattomia vaikutuksia on mm. kokonaan uusien tuholaisten
kehittyminen GM-kasvien viljelyn seurauksena. Groot & Dicke (2002) ennustavat,
ettd GM-kasvien negatiivinen vaikutus lihansydjéniveljalkaisiin voi aiheuttaa nii-
den aiemmin (eli ennen hyonteiskestavien GM-kasvien kdyttoonottoa) suhteelli-
sen harmittomina pidettyjen saalislajien populaatioiden kasvua ja siten mahdolli-
sesti uusien tuholaisten syntymista.
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Suomen luonnon erityispiirt<eet ja

taalla mahdollisesti kay¢toon-
otettavat GM-sovellukset

Suomi kuuluu ilmastonsa ja muun luontonsa puolesta boreaaliseen vyohykkee-
seen. Ilmasto ja kasvillisuus ovat vuorovaikutuksessa keskendén siten, ettd kasvil-
lisuusvyohykkeiden rajoilla keskeiset ilmastomuuttujat muuttuvat jyrkasti rin-
nan kasvillisuuden kanssa (ks. http:/www.tsv.fi/ttapaht/013/solantie.htm.). Suo-
messa vallitsee ns. vili-ilmasto, jossa on sekd mereisen, ettd mantereisen ilmaston
piirteitd. Talvet ovat kylmid ja suurimmassa osassa maata on talvella lumipeite.
Kesédt ovat lampimid, mutta lampétilaerot eivét ole niin suuria kuin mantereisen
ilmaston alueella. Kesalld péivat ovat pitkid, mutta kasvukausi on kuitenkin lyhyt,
niin ettd monet kasvit kukkivat samanaikaisesti. Metsatyypit poikkeavat Eteld- ja
Keski-Euroopan metsityypeistd. Maaperd on ohutmultainen, hapan ja ravinne-
koyha. Useimmat tarkeét viljelykasvit eivat Suomessa metsapuita lukuunottamatta
pysty levidmééan ja muodostamaan luonnonpopulaatioita tai hybrideja kotimais-
ten sukulaisten kanssa. Poikkeuksia tastd ovat kuitenkin mm. jotkut ristikukkaiset
(Brassicaceae), ja metsapuut, esim. koivu (Betula spp.), kuusi (Picea abies) ja méanty
(Pinus sylvestris). Lisdksi Suomessa kehiteltyjd GM-kasveja (puita ja joitakin mar-
joja lukuunottamatta) tuskin tullaan siirtiméan lajien levidmiskeskuksiin, silld
suomalaiset kasvit on jalostettu kestimddn nimenomaan tékaldisid pohjoisia olo-
suhteita.

Periaatteessa esim. muuntogeenisilla rypsilla tai rapsilla (Brassica rapa, B. na-
pus) seka lisaksi sokerijuurikkaalla (Beta vulgaris) on mahdollisuus kehittyd GM-
rikkakasveiksi Suomen olosuhteissa, silld ne voivat muutenkin esiintya rikkoina
viljelysmailla. Stressinsieto-ominaisuudet (esim. kylmadnkestavyys) ovat tarkeita
Suomen karuissa ymparistooloissa ja taudit (bakteeri- virus- ja sienitaudit, seka
ankeroiset ja muut selkdrangattomat) voivat joillain kasveilla (esim. jalava, ménty,
jotkut ristikukkaiset) olla populaation kokoa rajoittavia tekijoitd, joten GM-tek-
nologian avulla parannettu stressin- tai taudinkestdvyys voi lisata merkittavasti
kasvin kilpailukykya. Sen maarittamiseksi, onko tietty GM-kasvi mahdollisesti
levidmiskykyinen, voi sitd verrata Suomessa aggressiivisiksi tulokaslajeiksi tai
menestyviksi rikkakasveiksi osoittautuneisiin kasveihin. Téllaisia ovat mm. jatti-
palsami (Impatiens glandulifera), jattiputket (Heracleum mantegazzianum, Heracleum
persicum), kurttulehtiruusu (Rosa rugosa) ja lupiinit (Lupinus spp.). On siis selvitetta-
va onko kyseisilla lajeilla yhteisid leviamiskykyyn ja selviytymiseen vaikuttavia
ominaisuuksia. Lisdksi kelpoisuuteen vaikuttavia ominaisuuksia (siemenen ja sii-
tepolyn ominaisuudet, kasvin stressinsietokyky, taudinkestavyys, kasvunopeus,
koko, pitkadikdisyys) tulisi vertailla GM-kasvin, muuntamattoman kasvin ja (mi-
kali Suomessa esiintyy sukulaislajeja, joiden kanssa GM-kasvi on risteytymiskel-
poinen) ndiden hybridien valilla.

Suomessa mm. muuntogeeniset metsdpuut voivat polyttdd luonnonkantoja.
Lisaksi esim. rypsilld (Brassica rapa ssp. oleifera) ja rapsilla (B. napus ssp. oleifera) on
mahdollisuus risteytyd luonnonvaraisen lahisukulaisensa peltokaalin (B. campest-
ris) kanssa (Haikio & Kangasjarvi 1999). My0s kaura (Avena sativa) saattaa ristey-
tya pahana rikkakasvina pidetyn hukkakauran (A. fatua) kanssa ja sokerijuurikas
rikkamaisena kasvavien juurikkaiden kanssa. Bartsch ym. (1999) ovat tutkineet
geenivirtaa viljellyista juurikkaista (Beta vulgaris ssp. vulgaris) luonnonvaraisiin
juurikkaisiin (Beta vulgaris ssp. maritima). Tutkimuksessa viljellyille juurikkaille tyy-
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pillisid alleeleja 16ytyi etenkin juurikasviljelmien lahelld kasvavista luonnonvarai-
sista populaatioista, mikd osoitti, ettd geenivirtaa todella tapahtuu eri kantojen
vililla. Merijuurikasta on tavattu viime vuosisadalla my6s Suomessa. Tosin meri-
juurikasyksildita on Suomessa tavattu vain muutamalla kasvupaikalla satunnais-
lajina (ks. esim. www-sivu: http://www.jncc.gov.uk/ProtectedSites/SACselection/
habitat.asp?FeatureIntCode=H1210), joten introgressiomahdollisuus viljellyista
luonnonvaraisiin juurikkaisiin on ldhinna teoreettinen. Sen sijaan sokerijuurikkaan
siementen seassa on yleensa rikkamaisen juurikkaan (viljellyn ja luonnonvarai-
sen juurikkaan risteyma) siemenia (ks. http:/www.sjt.fi/Villijuurikkaat_ja_kukka-
varret.htm), joten on mahdollista, ettd GM-juurikkaat voisivat risteytya niiden
kanssa.

Téhén asti tehdyistd kenttdkokeista ja niissd kdytetyista GM-sovelluksista
voi saada késityksen siitd, minkalaisia kaupallisia GM-kasveja Suomessa tullaan
mahdollisesti viljelemaan.

Taulukko 1. Kenttakokeet Suomessa vuoteen 2004 mennessi:

Kasvi Geeni Ominaisuus

Ohra merkkigeeni geenivirran monitorointi B/FI/96/4MB
o Y B/FI/97/3MB

Parsakaali Bt-resistenssi lysiinisynt. B/FI/99/IMB

Kaali Bt-resistenssi lysiinisynt. geeniekspressiotesti ja Y

Kukkakaali Bt-resistenssi lysiinisynt. parann. varastoproteiini Y

Rypsi Bt-resistenssi lysiinisynt. Y

Kuusi merkkigeeni B/FI/96/IMB

Ménty Y Y

Koivu Y Y

Kuusi merkkigeeni B/FI/91/2MB

Ménty Y Y

Koivu Y Y

Rapsi glyfosaattikestavyys herbisidikestavyys B/FI/97/6MB

Y lisdtty stearaattipitoisuus rasvahappomuunnos B/FI/96/2MB

Peruna sienenkestavyys (Phytophtora) B/FI/97/IMB

Y viruskestavyys (Y virus) Y

Peruna koirassteriliteetti/fertiliteetin kukkiminen B/FI/01/IMB
palauttaminen

Peruna virusresistenssi viruskestavyys (X virus) B/FI/96/3MB

Peruna lisatty tarkkelyspitoisuus tarkkelysmuutos B/FI/04/IMB

Koivu kitinaasisynteesi ~sieni- ja B/FI/00/IMB

Y glukanaasisynteesi hydnteiskestavyys

Koivu nitraattireduktaasisynt. kasvuominaisuudet B/F1/00/IMB
+ Rubisco sekd hiili- ja typpiaineenvaihdunta

Sokerijuur. glufosinaattikestavyys herbisidikestavyys B/FI/98/IMB

Y glyfosaattikestavyys herbisidikestavyys B/FI/99/21MB

Y o herbisidikestavyys B/FI/96/5MB

Y Y herbisidikestavyys B/FI/97/4MB

Y Y herbisidikestavyys B/F1/97/5MB

Tupakka arginiinidekarboksylaasi- stressinsieto B/FI/99/3MB
ekspressio

Muut

Rhizobium sp. merkkigeeni B/F1/00/IMA

Streptococcus sp.  bioluminesenssi - markkeri B/FI/95/IM
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Riskinarvioin¢i

Suomen kansallinen lainsdddénto, joka pohjautuu EU:n lainsdddéntoon, edellyt-
taad kattavaa riskien arviointia ennen GMO:ien tarkoituksellista ymparistoon le-
vittdmista tai suljettua kayttod. GMO:ien ympadristoriskien arvioinnissa tarkastel-
laan suoria ja vélillisid, valittomasti tai viipeelld ilmenevia ymparistovaikutuksia.
Riskinarvioinnin perusteena on vaaratekijoiden tunnistaminen seké niiden toden-
nakoisyyden ja haitan suuruuden arviointi. Mikali GM-elion kayttaytymisesta ei
ole riittavasti tietoa, tarvitaan lisda tutkimusta. Kun riski on tunnistettu, erilaiset
toiminnanharjoittajan toimet voivat auttaa vahentdimaéan vaaratekijan vaikutuk-
sia (riskinhallinta). Kun GM-elion vaikutuksista ei ole olemassa riittavasti tietoa,
sovelletaan yleensa varovaisuusperiaatetta. Riskien vakavuuden maéritteleminen
on kuitenkin hyvin tulkinnanvaraista ja yleensa geenitekniikan ympaéristoriskien
arviointi on mahdollista suorittaa vain kvalitatiivisesti. Damgaard ja Leokke (2002)
jakavat riskinarvioinnin kahteen luokkaan. Ensimmaéinen on tietystd GM-kasvista
intuitiivisesti tehty riskien kartoitus (‘the concept of familiarity”), joka perustuu
keréttyyn tietoon, toinen (kirjoittajien mielestd oikea ekologinen riskinarviointi)
perustuu todenndkoisyyksien arviointiin (‘scientific risk assessment’). Ohjeita ris-
kinarvioinnin jarjestelmélliseen suorittamiseen 16ytyy mm. www-sivulta: http://
www.geenitekniikanlautakunta.fi/lomakkee.htm.

Tarkeimmait GM-kasvien ymparistovaikutusten riskinarviointiin vaikuttavat
tekijat

* Kasvilaji
* Siirrettdva ominaisuus
* Ympdristotekijat, jotka vaikuttavat kasvin kdyttaytymiseen

Riskinarviointikaytintoja

* Tiedjen (1989) riskinarvioinnissa GM-kasveja verrataan muuntamattomiin
kasveihin ja keskitytddn fenotyypin muutoksiin. Menetelma perustuu siihen,
kuinka hyvin muutokset tunnetaan ja kuinka paljon ne poikkeavat alkuperai-
sistd ominaisuuksista. Haiki6 & Kangasjarvi (1999) mukaan menetelma ei ole
kovin hyvéd, mutta se on kuitenkin ensimmadinen riskinarviointimalli.

* Gaugitsch ja Tergensen (1995) mukaan riskinarviointi perustuu jo olemassa
olevaan tietoon, ja he painottavat kokeen huolellista suunnittelua.

* Goy ja Duesing (1996) mukaan geenin siirtymisen todennikdisyys x geenin siirty-
misen seuraukset = mahdolliset ympiristovaikutukset.

 Zurich Hazard Analysis-malli (Jank ym. 1997)

* Gmhazid (Koivisto ym. 2001) on arviointikdytdntd, joka on perdisin proses-
siteollisuuden riskien arvioinnista.

.............................................................. Suomen ympadristd 736



Kansallinen lainsaadanto
Suomessa GM-kasveilla tehtdavaa tutkimusta ja kenttdkokeita sddtelee geenitek-
niikkalaki ja -asetus. Suomen uudistettu geenitekniikkalaki (847/2004) astui voi-
maan 15.9.2004. Tarkeimméat muutokset vanhaan lakiin verrattuna ovat tarkenne-
tut riskinarviointiohjeet, velvollisuus kuulla yleistad kenttdkokeista, tuotteisiin liit-
tyvé seurantavelvoite, tuotteiden lupa-ajan rajoittaminen maksimissaan 10 vuo-
teen ja julkinen geenitekniikkarekisteri. Lisdksi valvontavelvoite siirretddn kol-
melle eri ministerion alaiselle virastolle: Suomen ympaéristokeskukselle (SYKE),
Kasvintuotannon tarkastuskeskukselle (KTTK) ja Sosiaali- ja terveydenhuollon
tuotevalvontakeskukselle (STTV). SYKE valvoo avointa kédyttod ympaéristokysy-
myksissd, KITK avointa kdyttod maa- ja metsatalouden alalla, ja STTV valvoo seka
suljettua kdyttod kokonaisuudessaan ettd avointa kdyttod terveyskysymyksissa.
Kaikkien GM-kasvien parissa tydskentelevien toiminnanharjoittajien tulee tehda
ilmoitus kayttoon tarkoitetusta tilasta ja kdyton aloittamisesta; ilmoituksessa ku-
vataan mm. henkil6sto, kdytettavat GM-organismit, toiminta ja sen tarkoitus ja
laajuus, tilat, erilaiset eristimistoimet, jaitehuolto ja suunnitelmat vaaratilanteiden
varalle. Lisdksi tulee arvioida muunnettujen organismien kdytostd mahdollisesti
ympidristolle tai ihmisen terveydelle aiheutuvat haitalliset vaikutukset.
Kenttdkoetta varten tehddan edellisten selvitysten liséksi ilmoitus tarkoituk-
sellisesta levittdmisestd ymparistoon muussa kuin markkinoillesaattamistarkoi-
tuksessa Geenitekniikan lautakunnan tulee hyvéksyé ilmoitus ennen kokeen aloit-
tamista. Arvioidessaan ilmoitusta geenitekniikan lautakunta kdyttdd apunaan
ympadristdasiantuntijoiden antamia lausuntoja. Em. kenttdkokeen riskinarvioin-
nissa selvitetddn mm. vastaanottajakasvin
* levinneisyys
e lisddntymistapa
e lisddntymiseen vaikuttavat tekijat
*  sukupolvien vélinen aika
*  risteytymismahdollisuudet
* elinkyky
e levidmiskyky

Riskinarvioinnissa selvitetddn myos GM-tekniikassa kédytetyt menetelmit ja mm.

*  kaytetyn sekvenssin koko, alkupera ja tehtdvét, sekd GM- ja kohdekasvin

* lisddntymisen seké levidmis- ja elinkyvyn erot ja tutkitaan siirretyn/muun-
netun geenin

*  muuntumattomuus

*  mahdollisuus siirtyd GM-kasveista muihin elidihin

Liséksi arvioidaan mahdolliset toksiset tai haitalliset vaikutukset ihmisen tervey-
delle tai ympéristolle, vuorovaikutus kohdeorganismien ja muiden elididen kans-
sa, tunnistus- ja havaitsemismenetelmat, sekd aiemmat tutkimus- ja kehittamis-
kokeet. Myos koealueen sijainti, koko ja ekosysteemi kuvataan ja tehddan arvio
mahdollisista ymparistovaikutuksista, kuten muunnettujen kasvien invaasiosta
luonnollisiin elinymparistéihin, mahdollisista valintaeduista tai -haitoista, seka
vuorovaikutuksesta kohdeorganismien ja muiden elididen kanssa.

EU:n lainsdaadanto

EU:n direktiivi 90/220:n mukaan geneettisesti muunnettuja organismeja ei saa paas-
tdd ymparistoon ilman kunnollista riskinarviointia ja viranomaisten lupaa. Uudis-
tetussa, tarkoituksellista GMO:ien ymparistoon levittamista sdadtelevassa direk-
tiivissa 2001/18/EY on kirjattu ensi kertaa ymparistoriskien arvioinnin periaatteet.
Téma asettaa lisdvaatimuksia riskien arvioinnin jarjestelméllisyydelle, toistetta-
vuudelle, aukottomuudelle ja teoreettiselle perustalle. Direktiivin mukaan suora
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ympadristovaikutus on sellainen joka johtuu itsestdidn GMO:sta eikd ilmene syy-
suhteisen tapahtumaketjun seurauksena. Vilillinen ymparistovaikutus taas on
syysuhteisen tapahtumaketjun seurauksena ymparistoon kohdistuva vaikutus,
joka tapahtuu erilaisten mekanismien, kuten muiden organismien kanssa tapahtu-
van vuorovaikutuksen, perintdaineksen siirtymisen tai kaytossa tapahtuvien muu-
tosten seurauksena. Vilittomasti ilmenevat ymparistovaikutukset havaitaan jo
GMO:n levittdmisen aikana, ja ne voivat olla suoria tai vélillisid. Viipeelld ilmene-
vid vaikutuksia taas ei vélttamattad havaita GMO:n levittdmisen aikana, mutta ne
voivat ilmetd suorina tai valillisind vaikutuksina joko myohemmadssa vaiheessa,
tai jopa vasta levittdmisen lopettamisen jélkeen.

Jos GMO:niin liittyy vaaratekija (Vaihe 1), se on aina olemassa ja sitd voidaan
pitdad luontaisena ominaisuutena. Vaaratekijat voivat tietylla todennékoisyydella
(Vaihe 3) johtaa (haitallisiin) seurauksiin, ja ndiden seurausten laajuus (Vaihe 2) voi
vaihdella.

Vaihe 1. Sellaisten ominaisuuksien tunnistaminen, joilla voi olla haitallisia vaiku-
tuksia
Vaikutukset vaihtelevat tapauksittain ja niitd voivat olla:
- ihmiselle aiheutuvat taudit, allergeeniset ja toksiset vaikutukset
- eldimille tai kasveille aiheutuvat taudit, mukaan luettuina toksiset, ja kun
siihen on aihetta, allergeeniset vaikutukset
- vastaanottavan ympariston lajien populaatioiden dynamiikkaan seka
ndiden populaatioiden geneettiseen monimuotoisuuteen kohdistuvat
vaikutukset
- muuttunut alttius patogeeneille siten, ettd tarttuvat taudit levidvat
helpommin ja/tai syntyy uusia reservoaareja (varastoja) tai vektoreita
- ehkdisevien tai terapeuttisten ladketieteellisten, eldinlddketieteellisten tai
kasvinsuojeluun liittyvien hoitojen vaarantuminen esim. siten, etta siirre-
tddn geenejd, jotka aiheuttavat resistenssin ihmisten tai eldinten hoidossa
kaytettaville antibiooteille
- biogeokemialliset vaikutukset (biogeokemialliset syklit), erityisesti hiilen
ja typen kiertoon maaperdssa orgaanisen aineen hajotessa.

Vaihe 2. Kunkin haitallisen vaikutuksen mahdollisten seurausten arviointi, jos tal-

laisia vaikutuksia ilmenee

Kunkin mahdollisesti ilmenevin haitallisen vaikutuksen seurausten laajuus
olisi arvioitava.

Riskinarvioinnissa on tdrked arvioida paitsi todennékoisyyttd, jolla mahdolliset
haitalliset ominaisuudet ilmenevit, myds seurausten laajuutta. Laajuuteen
vaikuttavat todenndkoisesti:

- geenikonstrukti

- kaikki tunnistetut haitalliset vaikutukset

- levitettyjen GMO:ien maara (laajuus)

- ympéristo, johon GMO:t on tarkoitus levittaa
- levitysolosuhteet, myds valvontatoimet

- edelld mainittujen tekijéiden yhdistelmat

Seurausten laajuus:

* ‘Suuret seuraukset’ esim. yhden tai useamman lajin méaarissa tapahtuvia mer-
kittavid muutoksia (hdavidminen, viheneminen), jotka eivit ole palautuvia,
tai ovat erittdin hitaasti palautuvia.

* “Kohtalaiset seuraukset’ esim. organismien populaatiotiheyksissa tapahtuvia
merkittdvid muutoksia, jotka eivit kuitenkaan johda lajin tdydelliseen héavia-
miseen tai joilla olisi merkittdva vaikutus uhanalaisiin tai hydtylajeihin.
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* “Viahaiiset seuraukset’ voivat olla organismien populaatiotiheyksissa tapahtu-
via vdhdisid muutoksia, jotka eivét johda minkddn muiden organismien po-
pulaation tai lajin tadydelliseen havidmiseen ja jotka eivat vaikuta kielteises-
ti ekosysteemin toimintaan. Muutokset voivat vaikuttaa lyhyella tai pitkal-
14 aikavdélilld ainoastaan sellaisiin lajeihin, jotka eiviat ole uhanalaisia tai
kuulu hy6tylajeihin.

* “Erittiin pienilla seurauksilla’ tarkoitetaan sitd, ettd kyseisen ympariston po-
pulaatioissa tai ekosysteemin toiminnassa ei tapahdu merkittavid muutok-
sia.

Mahdollisista seurauksista voidaan tehda tiivistelmé tavalla, joka kasittdd kaikki
ekologiset yksikot (lajit, populaatiot, trofiatasot ja ekosysteemit), joihin vaikutus
voi kohdistua, sekd varotoimet ja epdvarmuusasteen.

Vaihe 3. Kunkin tunnistetun mahdollisen haitallisen vaikutuksen ilmenemistoden-

nékoisyyden arviointi

My6s haitallisten vaikutusten ilmenemistodenndkdisyyden arviointi on tarkeaa.

Arvioidaan, kuinka todenndkoistd on, ettd haitallisia vaikutuksia todella ilme-
nee. Joissakin tapauksissa on késiteltdva sekd ilmenemisen todennakdi-
syyttd, ettd sen taajuutta.

Arvioitaessa elossasdilyvyyttd on tarpeen arvioida, kuinka suuri osa GMO:ista
todennédkoisesti sdilyy elossa levittdmistd varten ehdotetuista riskinhallin-
tatoimista huolimatta. Jos geenivirta on todennékdéinen, olisi otettava huo-
mioon tallaisten tapausten todenndkdinen maéaéra tai yleisyys. Jos GMO:illa
on patogeenisid tai toksisia ominaisuuksia, olisi arvioitava, kuinka suureen
osaan kohdeorganismeja ne todennékdisesti vaikuttavat ymparistossa.
Jokaisen tunnistetun haitallisen vaikutuksen osalta on mahdotonta arvioida
kvantitatiivisesti, milld suhteellisella todennékoisyydelld se ilmenee. Ilme-
nemistodennakoisyydestd voidaan kuitenkin kayttaa ilmaisuja ‘suuri’,
‘kohtalainen’, ‘vahdinen’ ja “erittdin pieni’.

Vaihe 4. GMO:ien kunkin tunnistetun ominaisuuden aiheuttaman riskin arviointi

Kunkin tunnistetun ominaisuuden, jolla mahdollisesti on haitallisia vaikutuksia
ihmisten terveyteen tai ymparistoon, aiheuttaman riskin arviointi olisi teh-
tdva mahdollisimman perusteellisesti alan uusimman tiedon pohjalta yhdis-
tamalla haitallisen vaikutuksen ilmenemisen todenndkéisyys seka seurauk-
sien laajuus, mikéli vaikutus ilmenee.

Vaiheissa 2 ja 3 tehtyjen pédatelmien perusteella olisi arvioitava haitallisten
vaikutusten riski kunkin vaiheessa 1 tunnistetun vaaran osalta. Kvantitatii-
vinen arviointi on luultavasti mahdotonta. Kunkin vaaran arvioinnissa olisi
otettava huomioon vaaratekijan

- seurausten laajuus (suuret, kohtalaiset jne.)

- haitallisen vaikutuksen todenndkéisyys (suuri, kohtalainen jne.)

- jokaisen yksittdisen haitallisen vaikutuksen laajuus ja todennékéisyys, jos
vaaratekijalld on useampi kuin yksi haitallinen vaikutus.

Jokaista GMO:a on kaésiteltdva tapauskohtaisesti. Jos esim. jonkin haitallisen
vaikutuksen seuraukset arvioidaan jossakin tapauksessa suuriksi ja ilmene-
mistodenndkdisyys erittdin pieneksi, riski voi asettua minne tahansa astei-
kolla suuresta erittdin pieneen. Tulos riippuu kyseisistd olosuhteista seka sii-
td, miten ilmoittaja painottaa tiettyja tekijoitd, jotka olisi kaikki kuvattava
selvésti ja perusteltava ympadristoriskien arvioinnissa.

Vaikka ymparistoriskien arvioinnin on perustuttava kvantifioitaviin tuloksiin,
monet arvioinnin lopullisista tuloksista ovat todenndkéisesti laadullisia.
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Vaikka tulokset ovatkin laadullisia, niiden on mahdollisuuksien mukaan ol-
tava myos vertailukelpoisia (tietojen vertaaminen esim. muita kuin GMO:ia
koskeviin tietoihin).

Vaihe 5. GMO:ien tarkoitukselliseen levittdimiseen tai markkinoille saattamiseen

liittyvien riskien hallintastrategioiden soveltaminen

Riskien arvioinnilla voidaan tunnistaa mahdolliset hallintaa vaativat riskit. Olisi
valvottava tunnistettuja riskeja ja otettava huomioon kaikki epdvarmuuste-
kijat. Varotoimet olisi suhteutettava riskin suuruuteen ja epavarmuusastee-
seen. Riskinhallintatoimien olisi oltava sellaisia, ettd riskia voidaan vahen-
tdd merkittavasti. Hallintastrategioihin voi kuulua eristaimistoimien toteut-
taminen jokaisessa olennaisessa GMO:ien késittelyn ja kdyton vaiheessa.
Strategioihin voi kuulua monenlaisia toimia, kuten erilaisia keinoja lisdan-
tymisprosessin eristimiseksi, fyysisid tai biologisia esteitd sekd GMO:ien
kanssa kosketuksissa olleiden koneiden ja siilididen puhdistamista.

Vaihe 6. GMO:ien kokonaisriskin maarittaminen

GMO:ien kokonaisriskin arviointi olisi tehtdavéa ottaen huomioon kaikki ehdote-
tut riskien hallintastrategiat.
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Seuranta

Seuranta on joko sellaisten ymparistovaikutusten tarkastelua, jotka on tunnistettu

GMO:ien riskinarvioinnissa tai odottamattomien vaikutusten seuraamista. EU:n

direktiivi 2001/18/EY velvoittaa ilmoittajan laatimaan seurantasuunnitelman osa-

na GMO:n tarkoituksellista levittdmistd ymparistoon koskevaa ilmoitusta. Kor-
keammilla kasveilla ja muilla kuin korkeammilla kasveilla on eri ilmoitukset, jal-
kimmaisille tulee ilmoittaa GMO:ien jdljitykseen ja niiden vaikutusten seuraami-
seksi aiotut menetelmdt, niiden herkkyys ja luotettavuus, tekniikat geenivirran
havaitsemiseksi, sekd seurannan kesto ja taajuus. Korkeammilla kasveilla vaadi-

taan lisdksi kuvaus seurantasuunnitelmista ja tekniikoista. Direktiivissa (2001/18/

EY) on mainittu sekd tapauskohtainen ettd yleinen seuranta.

*  Tapauskohtainen seuranta (case specific monitoring) — kasittaa riskinarvi-
oinnissa havaitut riskit (esim. lajien ja geenien levidminen ymparistoon,
suorat ja vélittomat vaikutukset). Tapauskohtaisen seurannan taustalla on
yleensd selvasti tunnistettu riski (esim. geenivirta GM-kasvin ja luonnonva-
raisen sukulaisen vélilld). Tapauskohtainen seuranta on ilmoittajan tehtava.

*  Yleinen seuranta (general surveillance) — késittaa riskinarvioinnissa havait-
tujen vaikutusten lisdksi mahdolliset odottamattomat vaikutukset. Yleinen
seuranta on pitkdaikaista ekologista ja monitieteellistd tutkimusta. Seuranta
voi kasittaa valillisid, odottamattomia ja viipeelld ilmenevid vaikutuksia ja
saattaa vaatia pysyvid, laaja-alaisia testialueita.

Vaikka seuranta on (todenndkoisesti) kallista, aikavievdd, ja metodit vield
suurelta osin madarittelematta, se voi kuitenkin olla ainoa keino saada tietoa esim.
riskinarvioinnissa esitetyistd vaaroista, sekd tunnistamattomista ja ennustamat-
tomista vaaroista. Seurannan avulla voidaan mahdollisesti my6s ehkaista havait-
tuja haittoja sekd hankkia yleista tietoa GMO:ien ympaéristovaikutuksista (seu-
rannasta enemman; ks. Kemppinen ym. 2003).

Seurannan vieli jokseenkin avoimia kysymyksii ovat Kemppinen ym. (2003)
mukaan mm. seuraavat

* Kuinka suurella todennékdisyydelld haitat tulee voida havaita (menetelmien
herkkyys)?

* Kuinka pitkddn seurantaa tulee jatkaa, jotta kaikki vaikutukset voitaisiin
havaita?

* Miké on riittdvan suuri alue ja seurantapaikkojen tiheys/nédytteiden otanta
kussakin tapauksessa? Namé madraytyvat tapauskohtaisesti.
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Esimerkkeja seurattavista vaikutuksista

* GMO:ien invaasiopotentiaali, risteytyminen luonnonvaraisten tai perintei-
sesti viljeltavien yksiléiden kanssa, kilpailukyky muuntamattomiin kasvei-
hin verrattuna, levidinpankki, levidinten levinneisyyden laajuus/runsaus,
itdimisnopeus, itimisekologia.

* Selkdrangattomia tutkittaessa voidaan keskittyd mahdollisiin kohdelajeihin,
niiden saalistajiin/symbiontteihin/loisiin ja alueen indikaattorilajeihin

* GM-kasvien kayttoonoton myo6ta mahdollisesti muuttuneiden viljelymene-
telmien ympaéristovaikutusten seuraaminen

* Kowalchuk ym. (2003) mukaan seurantaan tulisi ottaa mukaan horisontaa-
lisen geenien siirtymisen (HGT; kasvi — bakteeri) seuraaminen, silla sita
todenndkoisesti tapahtuu ddrimmadisen harvoin ja se on havaittavissa ainoas-
taan pitkaaikaisissa kokeissa. HGT:n seuraaminen on kuitenkin hyvin vaikeaa
juuri harvinaisuutensa ja kehittymattomien testimenetelmien takia. Liséksi
nykytietimyksen valossa HGT:n ymparistovaikutukset jadnevéat vahdaisiksi,
joten sen seuranta ei valttamatta ole tarkoituksenmukaista kuin harvoissa
tapauksissa.
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Tuckimusmenetelmat

Luvussa 3. mainittuja mahdollisia GM-kasvien ymparistovaikutuksia ovat:
*  parantunut levidmiskyky (invaasio)

*  hybridisaatio ja introgressio

*  horisontaalinen geenin siirtyminen

e vaikutukset muihin kuin kohde-eli6ihin

*  muut (odottamattomat vaikutukset)

Naihin sisédltyvat EU:n direktiivissda 2001/18/EY mainitut ymparistovaikutukset,

sekd kirjallisuudessa mainitut mahdolliset ymparistovaikutukset:

*  vastaanottavan ympadriston lajien populaatioiden dynamiikkaan seka nai-
den populaatioiden geneettiseen monimuotoisuuteen kohdistuvat vaiku-
tukset

*  muuttunut alttius patogeeneille siten, ettd tarttuvat taudit levidvat helpom-
min ja/tai syntyy uusia reservoaareja (varastoja) tai vektoreita

* ehkdisevien tai terapeuttisten ladketieteellisten, eldinldédketieteellisten tai
kasvinsuojeluun liittyvien hoitojen vaarantuminen esim. siten, ettd siirre-
tddn geenejd, jotka aiheuttavat resistenssin ihmisten tai eldinten hoidossa
kaytettaville antibiooteille

*  biogeokemialliset vaikutukset (biogeokemialliset syklit), erityisesti hiilen
ja typen kiertoon maaperdssa orgaanisen aineen hajotessa.

Edellda mainitut vaikutukset tulisi huomioida riskinarvioinnissa (kuva 1). Toisaalta
mikali kasvilla ei esim. tiedeta viljelyalueella olevan luonnonvaraisia kantoja tai
risteytymiskykyisid sukulaisia, ei introgression mahdollisuuttakaan ole. Lisaksi
esim. horisontaalisen geenin siirtymisen tutkiminen voi osoittautua liian kalliiksi
tai vaikeaksi tehtdviksi, jotta se voitaisiin toteuttaa.

Riskinarvioinnissa keskitytdaan niihin seikkoihin, jotka erottavat GM-kasvin
vastaavasta muuntamattomasta kasvista (kuva 1). GM-kasvien viljelyn ymparis-
tovaikutusten arviointi tai oikeiden tutkimusmenetelmien valinta voi olla vaikeaa
ekosysteemien monimuotoisuuden takia (Wolfenbarger & Phifer 2000). On epéto-
dennékoistd, ettd esim. pelkdn merkkigeenin siirtdminen muuttaisi kasvin ekolo-
giaa tai sen vuorovaikutusta ymparistonsa kanssa (katso kuitenkin esim. Alla ym.
2003), kun taas esim. siirretylld taudinkestdavyydelld saattaa olla merkittavidkin
ympéristovaikutuksia. Gaugitsch (2002) mukaan GM-kasvin tdydellisesta elinkier-
ron arvioinnista voisi olla apua muuntogeenisten kasvien riskinarvioinnissa. Elin-
kierron arviointi pitédisi sisdllddn kasvin vaiheet siemenestd sadonkorjuuseen ja
sisallyttdisi mukaan myos viljelymenetelmét (kdytetyn polttoaineen, lannoittei-
den, pestisidien ym. mééarat) ja muut ympériston kannalta tarkeét tekijat. Elinkier-
ron arviointia olisi kehitettdva niin, ettd siihen voitaisiin sisallyttdd sekd lasken-
nalliset parametrit (energiankulutus, lannoitteiden méaara jne.), ettd myos laadulli-
set tekijat, kuten esim. geeninsiirtymisen ja invaasion ymparistovaikutukset (Gau-
gitsch 2002). Toisaalta elinkierron arvioinnista saatavat tulokset riippuvat valituis-
ta viljelymenetelmistd ja voivat olla erilaisia eri kasvuymparistoissa esim. erilaisis-
ta rikkaruohopaineista johtuen.
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Kuvaile

Tiedonhankinta Kasvi: taksonomia, evoluutiohis-  Ymparisto: vuodenajat, saatyypit, Geeni: biokemialliset, fysiologiset | Hanki tiedot kasvista
toria, morfologia, ekologiset vuoro- viljelykaytannét, risteytymiskykyiset ja morfologiset muutokset, ja ymparistosta
vaikutukset, kasvuvaatimukset, luonnonvaraiset kasvit jne. geneettinen vakaus, missa ja

Arviointi: risteytymiskykyiset sukulaiset jne. milloin ilmentyy jne.

rviomnt: S X Méaérittele huippu-

Mahdolliset kohteet? INVAASIO GEENIVIRTA NONTARGET’ VAIKUTUKSET tapahtumat

Va'k”,t”kset kohtee- Maarittele lisaantymis- ja levia- | | Arvioi kasvin hybridisaatiomahdol- | | Valitse elisryhmét, joihin siirret- | (assessment endpoints)

seen”? ) ! ; . . T o
miskyky olosuhteissa, jossa kas- lisuudet (esim. kirjallisuuden perus-| | ty/muunnettu ominaisuus mahd.

. - via on tarkoitus viljella (onko teella). Arvioi siirretyn ominaisuu- vaikuttaa (herbivorit, loiset, jne.).

Tunnista kasvin elin- ) - . . ) . e X o

. s x esim. kukkimis- tai dormanssiky- den valintaetuvaikutus. Arvioi mahd. vaikutukset. Maa-

kierron kriittisimmat ) A s . JAg . : ) A s - o

vaiheet kyinen). Maarittele elinkierron vai- | | (Maarittele horisontaalisen geenin- | | rittele elinkierron vaiheet, joihin Madrittele mittauspisteet
heet joihin siirretty ominaisuus siirtymisen mahdollisuus ja siita muutettu ominaisuus todenna- p

N . . X X : . ) . L C (measurement endpoints)
) todennakoisimmin vaikuttaa mahdollisesti saatava valintaetu). kéisimmin vaikuttaa. Huomioi
Tiedonpuute? P .
suorat ja valilliset vaikutukset.
..................................................................................................... Valitse relevantit tutkimus-
Vertaile GM- Arvioi kasvin . . menetelmét ja tilastolliset
- ja muuntamattoman kas- hybridisaatiomahdollisuudet (esi'r\m/lqlttsajo\::lktg:(us‘:stt van :e_s;nt V?I':It(gje.n rr‘llt‘_rauspls—
Laboratorio- ja vin kelpoisuuksia mittaamalla esim. risteyttamiskokeiden avulla. : elden tutkimisexsl

kutukset). Menetelmien va-
linta riippuu siirretysta omi-
naisuudesta ja kasvin vuo-
rovaikutus-verkostosta.

kasvihuonekokeet esim. siementen ominaisuuksia,

biomassaa, kasvullista lisaanty-
mista jne. Kiinnita erityista
huomiota elinkierron
kriittisiin vaiheisiin,

Maaérittele introgression todennakdisyys
esim. hybridisaation frekvenssin seka
kasvien (GM-kasvin, vanhempien
ja takaisinristeytyneiden suku-
polvien) kelpoisuuden
ittauksen avull

Tutki aiemmissa
vaiheissa herkiksi osoit-
tautuneiden elididen reakti-
oita populaatiotasolla ja vuoro-
vaikutuksessa muiden elididen
Arvio vaikutusten seurauksista populaatio- | kanssa seka erilaisissa ympa-
tai ekosysteemitasolla ristdoloissa. Kiinitd huomiota
naytteiden keruun
ajankohtaan.

ittaa invaasion
ja vakiintumisen mahdolli-
'suuksia mm. testaamalla, parjaako
GM-kasvi kontrollikasvia paremmin
luonnonolosuhteita vastaavissa oloissa
(my6s esim. erilaisissa kilpailu- tai
predaatiopaineissa). Kiinnita
erityistd huomiota elinkierron
kriittisiin vaiheisiin

\ 4
Kenttékokeet

EKOLOGINEN MALLINNUS I—} v

Arvioi havaitun vaikutuk-
sen frekvenssi ja
vakavuus.

TUTKIMUS HAVAITTUJEN
VAIKUTUSTEN EETTISESTA JA
SOSIAALISESTA HYVAKSYTTA-
VYYDESTA

\ 4
A

Kuva I. GM-kasvin ympdristovaikutusten arvioinnin vaiheet. Tutkittavien ominaisuuksien ja
tutkimusmenetelmien lisdksi tulee kokeen suunnittelussa kiinnittdd huomiota mm. tutkimuk-
sen riittdvddn kestoon ja toistojen mddrddn, sekd siihen, ettd koeasetelma vastaa kdytettdvdd
tilastollista mallia.

GM-kasveilla voi olla erilainen vaste erilaisissa ympaéristdissa, esim. erilaisista stres-
sitekijoistd riippuen. Vaikka kasveja olisikin tutkittu jossain tietyssd ympaéristossd,
ei ole varmaa, ettd tulokset patisivdt muualla, esim. muissa maissa viljeltdessa.
Mahdollisten pitkdaikaisten tai viipeelld ilmenevien ymparistovaikutusten selvit-
tdmiseen tarvitaan laajoja, pitkdaikaisia, tapauskohtaisia tutkimuksia (Riches &
Vallverde 2002). Useissa yhteenvedoissa (esim. Kowalchuk ym. 2003) suositel-
laan tehtdviaksi monivaiheisia tutkimuksia GM-kasvien ymparistovaikutusten ar-
vioinnissa.

Ensimmadisessd vaiheessa maaritelladn indikaattorieliét ja tutkitaan erilaisia
altistumismahdollisuuksia, seuraavassa vaiheessa tehdaan pienimuotoisia labora-
toriokokeita jne. Mikali vaikutuksia huomataan aiemmissa kokeissa, jatketaan
tutkimusta seuraavaan vaiheeseen aina kenttdkokeisiin asti. Toisaalta vaikka la-
boratorio- tai kasvihuonekokeissa ei GM-kasvilla vaikutuksia havaitakaan, voi-
vat vaikutukset ilmetd kenttakokeissa. Kenttiakokeissa GM-kasvi on luonnollises-
sa vuorovaikutuksessa muiden elididen kanssa ja tulokset saattavat poiketa kont-
rolloiduissa kasvihuoneolosuhteissa tehtyjen kokeiden tuloksista (Pasonen ym.
2004). Kowalchuck ym. (2003) mukaan tutkimuksissa saatujen tulosten merki-
tysta tulisi arvioida myo6s esim. ekosysteemin toiminnan kannalta.
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Ymparistovaikutusten madrittimiseen ja ennakoimiseen (riskinarviointi)
soveltuvia lahestymistapoja ovat

* vertailu muuntamattomiin kasveihin

* kokemukset muista kasveista, joihin siirretty sama ominaisuus
* laboratorio- ja kenttdkokeet,

* ekologinen mallintaminen seka

* kaikkien ndiden yhdistelma.

Alustava arvio siitd, onko siirretty/muutettu ominaisuus vaikuttanut jollakin ta-
valla GM-kasvin kelpoisuuteen saadaan yksinkertaisesti vertailemalla GM-kas-
vin ja muuntamattoman verrokin kasvu- ja lisddntymisominaisuuksia kasvihuo-
neolosuhteissa. Kuitenkin mm. muihin kuin kohde-eli6ihin kohdistuvien vaiku-
tusten selvittiminen vaatii monimutkaisempia koejarjestelyja. Pitkdaikaiset tai
odottamattomat vaikutukset saattavat ilmeta vasta kenttdolosuhteissa pitkdn ajan
kuluessa. Lisdksi esim. GM Science Review'n (2003) mukaan olisi varomatonta
yleistdd herbisidikestdvien GM-kasvien ymparistovaikutuksia mittaavasta
kenttakokeista saatuja tuloksia koskemaan my6s muunlaisia GM-kasveja. Esimer-
kiksi lisadntyneen invaasiokyvyn mahdollisuus onkin selvitettdva erikseen kun-
kin kasvilajin ja kunkin siirretyn ominaisuuden kohdalla sekd mahdollisesti my6s
erilaisissa ympaéristdolosuhteissa.

Kareiva ym. (1996) mukaan GM-kasvitutkimusten tulokset viittaavat siihen,
ettd alle kolme vuotta kestavat tutkimukset antavat riittiméattoméan arvion kasvi-
en lisdédntymisen/levidmisen nopeuden/laajuuden muutoksesta, huolimatta tutkit-
tujen alueiden laajuudesta tai maarastd. Esim. Crawley ym. (2001) seurasivat GM-
viljelykasvien selviytymista (verrattuna muuntamattomiin kasveihin) perati kym-
menen vuoden ajan, kun taas GM-tuotekokeissa tehtdvien tutkimusten kesto saat-
taa olla ainoastaan muutamia kuukausia.

Linder ja Schmitt (1994) mukaan nollasegreganttilinjan kasvit, jotka ovat sa-
maa sukupolvea kuin siirtogeeniset kasvit, ovat parhaita kontrollikasveja GM-
kasvitutkimuksissa. Nollasegreganttilinjan kasvit ovat sellaisten kasvien jalkeldi-
sid, joilla siirtogeeni on vain toisessa vastinkromosomissa (hemitsygootti), ja jot-
ka ovat menettaneet siirtogeenin mendelistisen eroamisen seurauksena. Linder ja
Schmitt (1994) pitavéat solukkoviljelyn avulla saatuja kontrollikasveja nollasegre-
gantteja huonompana vaihtoehtona mahdollisen somaklonaalisen variaation (ks.
Walden & Schell 1990) takia. Solukkoviljelyn avulla saadut muuntamattomat kas-
vit ovat kuitenkin yleisesti kdytettyja kontrolleja GM-tuotekokeissa.

Yleinen argumentti laboratorio-olosuhteista saatuun nédyttoon siirtogeenis-
ten kasvien ymparistovaikutuksista on, ettd laboratoriotutkimusten tuloksia ei
voida suoraan verrata luonnossa tapahtuviin mekanismeihin. Tulevaisuudessa olisi-
kin saatava tietoa GM-kasvien ympadristovaikutuksista kenttdolosuhteista, laa-
jemmilta alueilta sekd pidemmaltd ajalta kuin tahadnastisista tutkimuksista. Mah-
dollisesti erilaiset mallintamismenetelmaét voivat tulevaisuudessa osin korvata GM-
kasveilla tehtdvét laaja-alaiset ja mahdollisesti riskialttiit tutkimukset.

7.1 Invaasiokyky

Hyvan levidmiskyvyn omaava kasvi pystyy valtaamaan kasvupaikkoja, joissa se
ei aiemmin ole esiintynyt, sekd myos vakiintumaan uusille kasvupaikoille (Ell-
strand & Schierenbeck 2000). Kasvin levidmisessa uudelle kasvupaikalle on useita
vaiheita: siementen tai muiden diasporien levidminen, itdiminen sekd populaation
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selviytyminen (survival) ja vakiintuminen (persistence), seka vield mahdollisesti
hybridisaatio luonnonvaraisten kasvien kanssa. Uuden GM-kasvin levidmisky-
vyn muutos muuntamattomaan kasviin verrattuna tulisi selvittad mikali uusi omi-
naisuus on siirretty potentiaalisesti hyvédn levidmiskyvyn omaavaan kasviin, tai
mikéli ominaisuus itsessddn parantaa merkittavasti kasvin selviytymistd viljely-
alueen ulkopuolella. Erityisesti sellaiset siirtogeenit, jotka antavat GM-kasville
selvan valintaedun (esim. stressinsieto) voivat parantaa kasvin mahdollisuuksia
runsastua muiden (alkuperdisten) kasvien kustannuksella (Crawley ym. 2001).
GM-kasvien invaasiokykyd voidaan kenties jossain méarin ennakoida vertaamal-
la niiden ominaisuuksia aggressiiviseksi tiedettyjen tulokaslajien ominaisuuksiin.
Joly (2000) on ehdottanut tietopankin perustamista mahdollisesti aggressiivisiksi
levidjiksi osoittautuvista lajeista. Téllainen tietopankki siséltdisi elidistd monen-
laisia tietoja (fylogenia, levidmisstrategia, rooli ekosysteemissd) ja siitd voisi olla
hyotyd GM-kasvien ymparistovaikutuksia arvioitaessa.

Minkai kasvilajien/siirretyn ominaisuuden kohdalla riskinarvioinnissa kannattaa
huomioida parantunutlevidmiskyky?

Suomessa mahdollisesti levidmiskykyisiksi osoittautuvia GM-kasveja ovat esim.
rapsi (Brassica napus ssp. oleifera), rypsi (B. rapa ssp. oleifera), jotkut metsapuut, ja
mahdollisesti vadelma (Rubus idaeus), sokerijuurikas (Beta vulgaris) ja kaura (Avena
sativa). Rapsi levida helposti, ja siind on muitakin rikkamaisia piirteitd, kuten suuri
siementuotanto, siementen pieni massa ja hyva dormanssikyky. Myos tuulilevit-
teiset GM-metsdpuut, kuten koivu (Betula spp.), kuusi (Picea abies), leppa (Alnus
spp.) ja ménty (Pinus sylvestris), joilla on parannettu taudin- tai stressinkestavyys-
ominaisuus, voivat osoittautua hyvin levidviksi. Puut ovat paitsi avainlajeja met-
sdekosysteemeissd, myos pitkdikdisid. Haikio & Kangasjarvi (1999) mukaan tau-
dinkestavyyden siirtiminen puihin on erityisen riskialtista, silld se voi parantaa
kasvin kilpailukykyd huomattavasti. Tdma tosin edellyttda sitd, ettd jokin pato-
geeni on merkittdva levidmistd rajoittava tekija. Voidaan my®0s ajatella, ettd sellai-
sen luonnonvaraisen kasvin kohdalla, jolla on takanaan pitkd evoluutiohistoria
(esim. koivu), yhden geenin siirtdminen ei valttamatta lisad kilpailukykya niissa
olosuhteissa, joihin laji on pitkdn ajanjakson aikana sopeutunut. Monet sellaiset
Suomessa yleisesti viljeltdvat kasvit (kuten esim. kurkku, peruna, tomaatti), joille
on jo olemassa GM-sovelluksia, eiviat todenndkéisesti pysty levidmadn Suomen
olosuhteissa, eikéd niilld ole taalld risteytymiskykyisid luonnonvaraisia populaati-
oita tai ldhisukulaisia.

Mika on levidmiskyvyn paras indikaattori?

Teoriassa GM-kasvi voi muuttua hyvin levidmiskykyiseksi mikéli sithen siirretty
ominaisuus on kelpoisuutta parantava. Kelpoisuuden mééritelma on yksilén kyky
tuottaa lisddntymiskykyisid jalkeldisia. Tahdn kykyyn voivat vaikuttaa monet
ominaisuudet, esim. kasvunopeus ja taudinkestavyys, joita voidaan pitda epédsuo-
rina kelpoisuuden mittareina (components of fitness; ks. Kjellsson ym. 1997). Kas-
vin kelpoisuutta arvioitaessa joudutaan tekeméan oletuksia, silld kelpoisuutta on
vaikea mitata (ks. Kjellsson ym 1997 sekd Ouborg ym. 1991; Wolfe 1993; Hauser &
Loeschcke 1995; Stratton 1995). Elinikdinen kelpoisuus késitetddn yleensa yksilon
tuottamien jalkeldisten maarana. Erityisesti pitkdikdisten kasvien elinikdisen kel-
poisuuden maarittdminen voi olla hyvin vaikeaa. Elinikdisen kelpoisuuden sijasta
kaytetaankin usein sellaisia kelpoisuuden osatekijoitd, joiden arvellaan vaikutta-
van kasvin kelpoisuuteen (Kjellsson 1997). Téllaisia tekijoitd ovat elossa sdilymi-
nen, siitepdlyn kunto ja kilpailukyky, seké siementen laatu. Kelpoisuuden kanssa
korreloivia tekijoitd taas ovat kasvunopeus, kukintaan liittyvat ominaisuudet (tuo-
tanto, ajankohta) ja polyttdjien vierailutiheys. Kjellsson ym. (1997) mukaan kel-
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poisuuden osatekijét eivat kuitenkaan vélttaimattd anna kuvaa elinikdisesta kel-
poisuudesta, silld muut elinvaiheet voivat olla tutkittuja tekijoitd enemman valin-
tapaineen alaisena. Kelpoisuuden osatekijoita ja kelpoisuuden kanssa korreloivia
ominaisuuksia voidaan kdyttdd yhdessd kelpoisuuden mittarina (Hauser &
Loeschcke 1995; Kjellsson ym. 1997).

Kirjallisuudessa on mainittu lukuisia kasvien levidmiskykyyn mahdollisesti
vaikuttavia ominaisuuksia. Ndistd yleisimmin mainittuja ovat

* abioottiset tekijat

* siementen runsaus, koko ja levidmiskyky

* kasvin kyky erittdd ymparistoon muita kasveja haittaavia kemiallisia
yhdisteitd (allelopatia)

* siitep6lyn ominaisuudet ja kukinnan runsaus

* hyva tuholaisten/tautien kestavyys

* stressinsieto (kuivuus, kylmyys, suolaisuus)

* iso koko ja parantunut kasvunopeus

* nopea lisdédntymiskierto

* tehokas suvuton lisdédntyminen.

My®6s ymparisto, erityisesti kilpailuolosuhteet vaikuttavat kasvien levidmispo-
tentialiin. Invaasiokykyiset kasvit valtaavatkin yleensd hairittyja kasvupaik-
koja, kuten pellonreunoja ja tienvarsia (esim. lupiini).

Miten levidmiskykya voidaan tutkia?

Tieto siitd, onko kyseinen kasvi ollut invaasiokykyinen jossakin muualla, seka
siitd, onko siirretty ominaisuus lisdénnyt jonkin toisen kasvin levidmiskykyéa voi
olla lahtokohtana levidmiskyvyn arvioinnissa. GM-kasvin ominaisuuksia voidaan
my0s verrata aggressiivisiksi tiedettyjen tulokaslajien, esim. lupiinien (Lupinus
spp.), jattiputkien (Heracleum mantegazzianum ja H. persicum) ja kurttulehtiruusun
(Rosa rugosa) ominaisuuksiin. Kjellsson ja Simonsen (1994) mukaan GM-kasvien
levidmiskyvyn arviointiin tarvitaan lisdd tutkimustietoa viljelykasvien levidmis-
kyvystd luonnonolosuhteissa seka erityisesti niistd tekijoitd, jotka estdvat kasvien
levidmista ymparistoon. Lisaksi tarvitaan tietoa sekd uusia geneettisid ja ekologi-
sia tutkimusmenetelmid esim. taimivalinnan (seedling selection) merkityksen sel-
vittdmiseksi kasvien levidmisessd. GM-kasvin ja muuntamattoman kasvin kelpoi-
suuksien vertailu esim. eri kelpoisuuden osatekijoitd kayttamalla voi olla hyodyl-
lista levidmiskykyéa arvioitaessa. Seuraavassa luetellaan levidmiskyvyn tutkimi-
seen mahdollisesti soveltuvia menetelmié, joista suuri osa on perdisin Kjellsson ja
Simonsen (1994) esittdmaéstd ekologisten tutkimusmenetelmien listasta. Menetel-
ma on kirjoitettu lihavoituna kun se esiintyy tekstissa ensimmadistd kertaa.

Siemenen ominaisuudet

Etenkin siementen kokoa, runsautta, levidmis- ja dormanssikykya on perinteisesti
pidetty kasvien levidmiskyvyn indikaattoreina. Siemeniin voivat vaikuttaa seka
itse siirretty ominaisuus, ettd myos sen kanssa kdytetty promoottori (ilmentyyko
uusi geeni koko kasvissa). Kjellsson & Simonsen (1994) mukaan kasvien (ja kasvi-
populaatioiden) siementuotanto on ratkaiseva tekija kasvin levidmistiheyden ja
taimien eloonjadmisen kannalta. Siementen levidmismatka vaikuttaa kasvin levi-
amistehokkuuteen. Tiedot siemenpankin koosta ja siementen selviytymiskyvysta
ovat tarkeitd arvioitaessa GM-kasvien pitkdaikaista eloonjaamista uusilla kasvu-
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paikoilla. Siemenen koon ja muodon perusteella voidaan ennakoida sen sailymista
maaperassd (Thompson ym. 1993). Siemenpankkien avulla voidaan siten tutkia
myo6s GM-kasvin ajallisen levidmisen potentiaalia.

Siementen koko vaikutti Turnbull ym. (1999) tutkimuksessa selvésti tutkittu-
jen seitsemdn yksivuotisen kasvin levidmiskykyyn. Suuret siemenet paransivat
kasvien kilpailukykyd niiden asettautuessa alueille, joilla oli jo ennestddn tihea
kasvillisuus. Suuria siemenid tuottavilla kasveilla on toisaalta pienisiemenisia kas-
veja pienempi siementuotanto (Turnbull ym. 1999).

Tuotettujen siemenaiheiden méaéra voidaan yksinkertaisesti laskea. Toisaalta
kaikista siemenaiheista ei vélttaimatta kehity eldvia siemenid mikéli esimerkiksi
polytys ei ole riittdvdn tehokas. Siementuotannon suuruutta voidaan mitata suo-
raan laskemalla siemeniéd (ks. esim. Legere & Deschenes 1989; Herrera 1991) tai
valillisesti siemenkerdimia kayttamalld (sopivat erityisesti tuulilevitteisten sie-
menten tutkimiseen; ks. Werner 1975; Kjellsson 1992). Elinkykyisten siementen
lukumaééré saadaan selville idattimiskokeen avulla. Siementen idéattamiskoe (ks.
Thompson & Grime 1979; Dalrymple & Rogers 1983; Ballegaard & Warncke 1985;
Granstrom & Fries 1985; Blum ym. 1992; Kjellsson 1992; Aliotta ym. 1993;
Agarwal ym. 2002) on menetelm4, jossa siemenet iddtetddn ja taimien kasvua seu-
rataan esim. agar-alustalla tai suodatinpaperilla. Idattdmiskoe voidaan tehda myos
maa-alustalla esim. siemenpankkeja tutkittaessa (ks. Heard ym. 2003a, 2003b). Idéat-
tamiskokeiden valo- ja lampoolosuhteita voidaan vaihdella tutkittaessa ymparis-
toolosuhteiden vaikutuksia siementen itdmiskykyyn. Siementen itdmiskoetta on
kaytetty lisdksi mm. hybridisaation tutkimisessa (Seavey & Carter 1994) seka risti-
polytyksen maaran arvioinnissa (Eckert & Barrett 1994).

Siementen levidmismatkan ja -tiheyden kartoittamiseen voidaan kéyttaa esim.
fluoresoivaa varia tai radionuklidileimausta (Jensen & Nielsen 1986; McEvoy &
Cox 1987; Primack & Levy 1988) seka siemenkerdimia (Werner 1975; Kjellsson 1992).
Tietysta ldhteesta (esim. GM-kasvista) perdisin olevia elinkykyisid siemenid voi-
daan jaljittaa valillisesti etsimadllad itdneista taimista spesifeja DNA-markkereita
esim. PCR:n* ja sekvensoinnin* avulla. Markkeritutkimuksissa on suunniteltava
tarkkaan naytteiden lukumaara ja tutkimusalueen laajuus, jotta levidmisesta saa-
taisiin mahdollisimman luotettava kuva. Sama menetelmé soveltuu seka siitepo-
lyn ettd siementen tutkimiseen. Tama tosin edellyttda sopivan markkerin olemas-
saoloa ja tulee kalliimmaksi kuin edella mainitut menetelméat. Siementen levidmis-
td voidaan my0s ennakoida erilaisten tietokonesimulaatioiden avulla. Esimerkiksi
Rouget ja Richardson (2003) ovat selvittdneet missd méarin kasvin levidinten maa-
rdlla (propagule pressure) voidaan selittda tulokaspuiden levidmiskykya Etela-
Afrikan tasangoilla. Tulosten mukaan levidinten méaéara indikoi tulokaspuiden ylei-
syyttd (mitattu latvusten peittdvyyden avulla) paremmin kuin kokeeseen sisélly-
tetyt ymparistotekijat. Mallit, jotka yhdistivat sekd ympaéristotekijat, ettd levidin-
ten lukumaaran pystyivat ennakoimaan latvusten peittdvyyden muutoksia yli 70 %
tarkkuudella (Rouget & Richardson 2003).

Siemenpankkeja voidaan tutkia kerdttyjen maandytteiden idattdmiskokeilla
(kerdysmenetelmat: ks. Roberts 1981; Bigwood & Inouye 1988; Kjellsson 1992),
jolloin elinkykyisten siementen mééra siemenpankista voidaan maarittaa. Esim.
Aikio ym. (2002) ovat vertailleet kahden eri siemenpankkistrategian omaavien
yksivuotisten kasvien lisddntymistehokkuuksia. Lisdksi Heard ym. (2003a, 2003b)
tutkimuksissa on kuvattu siemenpankkien tutkimista vaihe vaiheelta seké kasi-
telty kerdtyn aineiston analysointiin soveltuvia tilastollisia menetelmia.

Kjellsson ja Simonsen (1994) mukaan GM-kasveja tutkittaessa olisi hyva ar-
vioida my®6s ymparistotekijoiden, kuten kasvipeitteen, hdirinnan ja ympéristostres-
sin vaikutuksia siemenen itdimiseen.

Pienalakokeiden (microsite tests; ks. Kjellsson & Simonsen 1994) avulla saa-
daan tietoa siementen itdmisestd ja taimettumisesta esim. eri asteisesti héirityilla
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kasvualoilla. Pienalakokeita voidaan kéyttdd yhdessd pysyvien koealojen ja sie-
menten hautauskokeen kanssa, tai vaihtoehtoisesti siirtoistutuskokeita kaytta-
malld. Pysyvat koealat (permanent quadrats) -jarjestelyn (ks. Kjellsson & Simon-
sen 1994 seka Peart 1984; Klemow & Raynal 1985; Schmid & Harper 1985; Winn
1985; Eriksson 1987; Fernandez-Quintanilla ym. 1986; Hendrix & Trapp 1992;
Gustine & Sanderson 2001; Hirst ym. 2003) avulla mitataan demografisia muutok-
sia ennalta tarkasti kartoitetuissa populaatioissa. Esim. 50 cm x 50 cm koealat vali-
taan satunnaisotannalla. Mukana tulee olla riittdvdn monta toistoa. Kjellsson ja
Simonsen (1994) mukaan koealojen laidoille kannattaa jattaa noin 20 cm:n pusku-
rivyohyke, jonka késittely ei eroa itse koealan kasittelystd. Ndin pystytddn esta-
madn reunavaikutus itse koealoilla. Koejarjestelyn avulla voidaan esim. seurata
invaasiotapahtumia ja populaatioiden geneettisen monimuotoisuuden muutoksia
(ks. esim. Gustine & Sanderson 2001). Muutoksia voidaan seurata myos pitkalla
aikaviélilla. Maaperdn siemenpankin havidmiseen kuluvaa aikaa voidaan mitata
kasvihuoneissa erilaisissa olosuhteissa. Siementen hautauskoetta voidaan kayttaa
kasvien sekd lyhyt- ettd pitkdaikaisen selviytymisen tutkimiseen erilaisilla kasvu-
paikoilla, sekd esim. lampétilan, kosteuden ja maaperan typpipitoisuuden vaihte-
lun vaikutusten selvittdmiseen (ks. Kjellsson & Simonsen 1994 seka Toole & Brown
1946; Rampton & Ching 1970; Roberts & Neilson 1980; Kivilaan & Bandurski 1981;
Rice 1985; Froud-Williams & Chancellor 1986; Granstrom 1987; Zhang & Maun
1990; Osman ym. 1991). Hautausmenetelmén potentiaalinen kesto on useita vuo-
sia esim. siemenpankin siementen pitkdikdisyyden ja dormanssin parametreja sel-
vitettdessd. Menetelméan avulla voidaan esim. vertailla GM-kasvien, muuntamat-
tomien kasvien, sekd niiden hybridien siementen elinkykyéa. Tulosten perusteella
voidaan laskea hajoamis/lahoamiskdyra kullekin kasvityypille (Linder & Schmitt
1994). Siirtoistutuskoejdrjestelyssd tutkittavien kasvien siemenet kylvetddn (tai
taimet istutetaan) kentélle noin 50 cm x 50 cm kasvualustoille. Koejarjestelya kay-
tetddn seurattaessa muualta tai toisenlaisilta biotyypeiltéd perdisin olevien kasvila-
jien selviytymista ja vakiintumista (Kjellsson & Simonsen 1994). Taimien selviyty-
mista erilaisissa kilpailu- tai predaatiopaineissa tai erilaisissa kasvuolosuhteissa
tutkitaan mittaamalla yksiléiden (tai populaatioiden) kasvunopeuksia tietyn pi-
tuisina ajanjaksona (katso esim. Hartnett & Bazzaz 1985; Rice 1985; Krannitz &
Carey 1988; Hazebroek & Metzger 1990; Wilson & Tilman 1991; van Tiendren 1992;
Brewster & Sutherland 1993; Dorken & Barrett 2003). Koejérjestelyssa kaytetaan
yleensd pysyvid koealoja tai pienalakoejérjestelya.

Allelopatian vaikutus
Hiljattain julkaistujen tutkimusten mukaan (ks. Bais ym. 2003; Baldwin 2003)
allelopatia saattaa olla merkittdva tekija invaasiokykyisten tulokaslajien levittay-
tymisessa vakiintuneisiin ekosysteemeihin. Erés Ita-Euroopasta levittdytynyt kau-
nokkilaji (Centaurea maculosa; engl. spotted knapweed) on osoittautunut invaasio-
kykyiseksi ldntisessa Pohjois-Amerikassa (Bais ym. 2003). Kaunokin levidmisen
syyksi uudella kasvualueella havaittiin sen erittdmien fytotoksiinien (eras katekii-
ni) myrkkyvaikutus kilpaileviin eliihin. Myrkky vaikuttaa sille herkkien kasvien,
kuten esim. lituruohon (Arabidopsis thaliana) geeniekspressioon, johtaen lopulta
kasvin juuriston kuolemaan. Bais ym. (2003) mukaan tutkimuksen tulokset tuke-
vat ns. ‘uusi ase -hypoteesia’, jonka mukaan invaasiokykyisten tulokaskasvien levit-
tdytymistd vakiintuneisiin yhdyskuntiin edistdd uuden alueen alkuperéisten laji-
en puuttuva vastustuskyky tulokkaan fytotoksiineille. Uuden GM-kasvin levia-
miskykyd voidaan siis mahdollisesti ennakoida tutkimalla sitd, onko siirretylla
ominaisuudella muiden kasvien kasvua estdvia ominaisuuksia.

Allelopatian kilpailuvaikutuksia voidaan tutkia laboratoriossa kayttamalla
siementen idattdmiskoetta, jossa alustaan lisdtddn tutkittavasta kasvista saatuja
uutteita eri pitoisuuksina. Esim. Bertin ym. (2003) ovat kdyttdneet siementen idéat-
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tamista erilaisia kasviuutteita siséltavilld agarmaljoilla allelopatian tutkimiseksi.
Menetelmén avulla voidaan selvittaa esim. tdysikasvuisten kasvien ja taimien kil-
pailua. Kjellsson & Simonsen (1994) mukaan allelopatian tutkimiseen soveltuvia
kenttdkokeita olisi kehitettava lisaa.

Luonnolliset viholliset

Erdan teorian ('the enemy release hypothesis’; ks. Keane & Crawley 2002) mukaan
aggressiivisten tulokaskasvien menestyksen syyna uudella kasvualueella on kas-
vin vapautuminen sen tarkeimmistd luonnollisista vihollisista. Luonnollisia vihol-
lisia voi my®s esiintya uudella kasvualueella vahemmaén kuin kasvin alkuperaisel-
14 levinneisyysalueella. Toisen hypoteesin ('the biotic resistance hypothesis’) mukaan
tulokaslajien kanssakdyminen uuden kasvualueen alkuperéisten lajien (myos vi-
hollisten) kanssa rajoittaa tulokaslajien haitallisia ymparistovaikutuksia. Mitchell
ja Power (2003) testasivat nditd hypoteeseja tutkimalla viruksia, sekd noki-, har-
ma- ja ruostesienid, jotka infektoivat eurooppalaisia tulokaskasveja Pohjois-Ame-
rikassa. Tulokset osoittivat, ettd huomattavasti harvemmat sieni- ja viruslajit in-
fektoivat kasvia sen uudella kasvualueella verrattuna infektoivien lajien lukumaa-
raan kasvin alkuperéiselld levinneisyysalueella. Sienilajeja oli Pohjois-Amerikassa
24%,javiruslajeja 84% vahemman. Lisdksi Mitchell ja Power (2003) mukaan invaa-
siokykyiset tulokaskasvit, jotka olivat kokonaan vapautuneet luonnollisista vi-
hollisistaan osoittautuivat usein ympaéristolleen haitallisemmaksi kuin lajit, joilla
oli tuholaisia my06s uudella kasvupaikalla. Mitchell ja Power (2003) saamat tulok-
set tukivat kumpaakin hypoteesia ("the enemy release hypothesis’ja 'the biotic resistance
hypothesis’). Myos Wolfe (2002) on testannut ‘the enemy release’ -hypoteesia kaytta-
malla esimerkkind Euroopasta Pohjois-Amerikkaan 1800-luvulla levinnyttd val-
koailakkia (Silene latifolia). Tutkimuksessa tarkasteltiin 86 populaatiota. Tulokset
osoittivat, ettd eurooppalaiset valkoailakit vahingoittuivat 17 kertaa todennakoi-
semmin kuin pohjoisamerikkalaiset populaatiot. Vahingoittumisen syyna olivat
Wolfe (2002) mukaan sellaiset kasvinsy6jét ja sienet (erityisesti erds siemensyoja
sekd nokisieni), joita tavataan enimmékseen Euroopassa. Tutkimuksen tulos siis
tuki 'the enemy release’ -hypoteesia. Mahdollinen luontaisista vihollisista vapautu-
misen vaikutus kasvin levidmiskykyyn tulisi ottaa huomioon arvioitaessa GM-
kasveja, joilla on parannettu taudinkestdavyys bakteereita, sienid ja viruksia vas-
taan (tai myrkkyvaikutus kasvinsyojid vastaan). Sitd ennen tulisi selvittdd, onko
joku tauti/tuholainen GM-kasvin levidmistd rajoittava tekija ja milld tavalla siir-
retty ominaisuus vaikuttaa kyseisiin eliihin.

Kjellsson ja Simonsen (1994) suosittelevat satunnaistetulla palstoilla tehtavia
siirtoistutuskokeita erilaisissa olosuhteissa GM-kasvien taimien selviytymisen ja
kasvun tutkimiseksi, sekd vertailuun muuntamattomien kasvien kanssa. Taimien
selviytymisté erilaisissa kilpailu- tai saalistuspaineissa tai erilaisilla kasvualustoil-
la voidaan tutkia mittaamalla yksildiden (tai populaatioiden) kasvunopeuksia tie-
tyn pituisina ajanjaksona seka tutkimalla esim. lehtien pinta-alan muutoksia (ks.
esim. Khan & Tripathi 1989). Kjellsson ja Simonsen (1994) mukaan menetelman
kaytto voi hyodyistaan huolimatta olla mahdotonta turvallisuussyista (mikali GM-
kasvilla on ominaisuuksia, jotka estdvit sen testaamisen kenttakokeissa). Taimien
kehitystd voidaan my®ds tutkia simuloimalla luonnonolosuhteita suljetussa tilassa
mesokosmos-jdrjestelyssd. Mesokosmos-koejérjestelyssa tutkittavat kasvit kas-
vatetaan kasvihuoneessa luonnosta keratyilld kasvualustoilla, joissa on mukana
myo6s muuta kasvillisuutta (ks. Kjellsson & Simonsen 1994; Kercher & Zedler 2004).
Mesokosmos-koesuunnittelun avulla voidaan simuloida luonnonolosuhteita, tut-
kia esim. hdirinnan vaikutuksia ja seurata GM-kasvien vaikutuksia muihin kuin
kohde-eliéihin paremmin kuin sellaisissa koejarjestelyissd, joissa on mukana ai-
noastaan tutkittava kasvilaji.
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Herbivorian vaikutusten mittaamiseksi Kjellsson ja Simonsen (1994) ehdot-
tavat kemiallisia poissulkemiskokeita (chemical exclusion experiments; ks. Brown
& Gange 1989; Gange ym. 1989; Hanley 2004), joissa erilaisia torjunta-aineita kayt-
tdmalld rajataan pois tiettyjen selkdrangattomien eldinten vaikutus kasvin kas-
vuun. Kemialliset poissulkemiskokeet voidaan yhdistda siirtoistutusmenetelméan
kayttoon.

Stressinsieto (kuivuus, kylmyys, suolaisuus)

Eroja GM- ja muuntamattomien kasvien kuivuuden-, kylmén- tai suolansiedossa
voidaan testata esim. siirtoistutuskokeissa eri asteisilla kuivuuden/kylmyyden/
suolaisuuden gradienteilla joko kentélld tai kasvihuoneessa. Taimien selviytymis-
td erilaisissa stressiolosuhteissa voidaan tutkia mittaamalla yksildiden (tai popu-
laatioiden) kasvunopeuksia tietyn pituisina ajanjaksona seka tutkimalla esim. leh-
tien pinta-alan muutoksia (muutosten mittaukset: ks. esim. Khan & Tripathi 1989).

Kasvin koko ja kasvuominaisuudet

Kokoon ja kasvunopeuteen vaikuttavat ominaisuudet voivat parantaa GM-kas-
vin levidmiskykya. Kjellsson ja Simonsen (1994) mukaan taimen selviytyminen ja
kasvunopeus ovat tarkeimpia tekijoitd yksittdisen kasvin lisddntymismenestyk-
sen (siementuotannon ja klonaalisen kasvun), ja siten myos koko populaation kil-
pailukyvyn kannalta. My0s tdysikasvuisen kasvin koko vaikuttaa kasvin kilpailu-
kykyyn ja lisddntymismenestykseen. Pattison ym. (1998) osoittivat tutkimukses-
saan Havaijilla, ettd hyvin levidmiskykyiset kasvit olivat nopeakasvuisempia kuin
heikomman levidmiskyvyn omaavat lajit. Myos Grotkopp ym. (2002) havaitsi-
vat, ettd mdnnyn taimen suhteellinen kasvunopeus oli suoraan yhteydessa sen
levidmiskykyyn. Kasvin kasvunopeus riippuu resurssien (valo, ravinteet) saata-
vuudesta, mutta Kjellsson ja Simonsen (1994) mukaan erityisesti muiden kasvien
kilpailuvaikutuksesta.

Biomassan (erityisesti kuivapainon) mittaaminen on paras keino tutkittavien
kasvien koon selvittimiseen. Biomassan mittaamisen haittapuoli on se, ettd tut-
kittavat kasvit on poistettava kokeesta. Biomassan lisdksi voidaan mitata kasvin
kasvunopeutta (Choe ym. 1988; Brewster & Sutherland 1993), lehtipinta-alaa, seka
lehtien demografiaa (ks. esim. Hartnett & Bazzaz 1985; Doust & Doust 1987). Vii-
meksi mainitussa menetelméssa kdytetddn lehtien maaraa, kuolleisuutta ja fe-
nologiaa kasvin elinvoimaisuuden selittdjand. Grotkopp ym. (2002) tutkimuk-
sessa esitetddn erilaisia kasvunopeuden, lehtipinta-alan, siemenen massan ym.
mittausmenetelmii, seka tilastollisia menetelmid ndista saatujen tulosten analy-
sointiin ja potentiaalisen/todellisen invaasiokyvyn mittaamiseen. Ekologisten
mallien kaytto kilpailuvaikutusten arvioinnissa tulee luultavasti tulevaisuudes-
sa lisdantymaan.

Lisdantymiskierto

Nopea lisdédntymiskierto voi vaikuttaa olennaisesti kasvien levidmiskykyyn.
Rejmanek ja Richardson (1996) mukaan lyhyt nuoruusvaihe ja lyhyt véli suurten
siementuotantovuosien vililld olivat pienen siemenmassan ohella médnnyilld le-
vidmiskykyé ennakoivia piirteitd. GM-kasvien ja kontrollien eroja taimivaiheen
kasvunopeudessa voidaan vertailla kasvihuone- tai kenttikokeissa. Sen sijaan sie-
mentuotannon madran mittaaminen vaatii pidempiaikaista seurantaa.

Suvuton lisddntyminen

Fladung ym. (2003) mukaan myo6s suvuttoman lisdédntymisen mahdollisuus on
otettava huomioon GM-kasvien ymparistovaikutuksia arvioitaessa. Mikdli GM-
kasvilla on parempi kyky suvuttomaan lisdédntymiseen kuin muuntamattomalla
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kasvilla, voi my®s sen leviamiskyky parantua. (Liséksi koirassteriilien kasvien kéyt-
to ei estd geenivirtaa, mikali kasvi lisdédntyy myos suvuttomasti.)

Kasvullisen lisdédntymisen potentiaalia voidaan Kjellsson ja Simonsen (1994)
mukaan tutkia esim. mittaamalla juurakoiden ja maanpéallisten osien suhdetta
(ks. Hartnett 1990). GM-kasvin ja muuntamattoman kasvin suvuttomien levidin-
ten (esim. itusilmut, mukulat, rénsyt) tuotannon eroja voidaan tarkastella kasvi-
huoneessa tai kenttdkokeissa. Lisdksi keskimaardista elinidn ennustetta (half-life;
ks. Pyke & Thompson 1986; Briske & Butler 1989; Kjellsson 1991; Snaydon & Sator-
re 1989) voidaan Kjellsson ja Simonsen (1994) mukaan kayttaa kasvullisen lisdan-
tymisen tehokkuuden epédsuoraan mittaamiseen. Edelldmainittu menetelma sopii
lahinna eksponentiaalisesti lisdédntyvien populaatioiden elinidn arviointiin.

Kilpailu

Tiheydesta riippuvat prosessit, eli esim. kilpailu tilasta/valosta/ravinteista, ovat
merkittavia tekijoitd populaatioiden koon saitelyssa. Ne vaikuttavat erityisesti
kasvun alkuvaiheeseen sekd kasviyksiloiden jakautumiseen populaatioiden sisal-
14 (ks. Kjellsson & Simonsen 1994). Kasvutiheyden ja ravinteiden saatavuuden vai-
kutusta lajien tai genotyyppien kilpailukykykyyn voidaan mitata seuraavien
koejarjestelyiden avulla.

Tiheysvaikutusten tutkimiseen voidaan kéyttda kasvihuoneolosuhteissa ns.
kennomallia (honeycomb design) tai addition series design -menetelméa. Kenno-
mallissa kasvit istutetaan kennomuodostelmaan niin, ettd kullakin kasvilla on aina
kuusi yhta kaukana olevaa naapurikasvia (ks. Rowe 1989). Elossa selviytymisen ja
kasvun/kuolleisuuden mittareina voidaan kdyttaa siementuotannon maéarad, bio-
massaa tai lehtien pinta-alaa. Addition series design (ks. Kjellsson & Simonsen
1994) on menetelmd, jossa kasvihuonekokeeseen sisdllytetddn yhdesta kahteen
kasvilajia satunnaistetuilla palstoilla, joilla kasvutiheys kaksinkertaistetaan alka-
en harvasta (esim. kaksi kasvia/palsta, nelja kasvia/palsta) aina tihedampaén (kah-
deksan kasvia/palsta jne.). Menetelmén avulla voidaan tutkia eri asteisen kilpai-
lun vaikutuksia kasveihin mittaamalla niiden selviytymistd ja sadon suuruutta (ks.
esim. Nickelym.1990; Snaydon 1991).

Kilpailu on merkittava tekija kasvin koon kannalta. Kilpailun merkityksen
tutkiminen on hyodyllistda GM-kasvien levidmiskykyé arvioitaessa, silld esim.
villiintyneiden Brassica-lajien populaatioiden vakiintumista eivat Raybould ja
Moyes (2001) tutkimuksessa rajoittaneet niinkddn selkdrangattomat herbivorit
kuin kilpailu paikallisten lajien kanssa. Yksinkertaisia (lajinsisdisid ja lajien vélisid)
kilpailuvuorovaikutuksia voidaan tutkia kdyttamalla esim. addition series design
(ks. edelld) -koejérjestelya. Esimerkiksi Bergelson (1994) on kédyttdnyt samanta-
paista menetelmda tutkiessaan eroja muuntogeenisten ja muuntamattomien litu-
ruohojen (Arabidopsis thaliana) invaasiokyvyissa. Erilaisissa kilpailupaineissa (0, 2,
10, 15 tai 25 eri lajiin kuuluvaa kilpailijaa/palsta) kasvatettujen kasvien elinkykya
mitattiin vertailemalla siementen maaraa/litu keskimaardiseen siemenmadraan/
litu (Bergelson 1994).

Vanhempien ja jélkeldisten vélistd kilpailua voidaan tutkia laboratoriossa idét-
tamiskokeilla kuten allelopatiaa tutkittaessa, tai selvittdd muunlaisten ymparisto-
tekijoiden (esim. lampotila, valo) vaikutuksia siementen itdmiseen (ks.
Grime ym. 1981; Baskin & Baskin 1986, 1990b; Froud-Williams & Chancellor 1986;
Hazebroek & Metzger 1990). Tutkittavan kasvin varhaisvaiheiden vakiintumista
uudella kasvupaikalla voidaan tutkia kenttdkokeissa (ks. Sheldon 1974, Roberts
1981, 1986, Roberts & Boddrell 1985, Stanton 1985, Hongo 1989). Pienympaériston
ympéristotekijoiden vaihtelun (esim. ihmisen aiheuttaman héirinnan) vaikutuksia
siementen itdmiseen ja taimien vakiintumiseen voidaan selvittdad pienalakokeilla
ja manipulaatiolla. Pienalakokeet ja manipulaatio ovat menetelmid, jossa tarkas-
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tellaan pienalaolosuhteiden (esim. hdirinndn, kasvualustan tai ilmasto-olosuhtei-
den) vaikutuksia siementen itdmiseen ja taimien kasvuun (ks. esim. Gross 1984;
Hartgernik & Bazzaz 1984; Rice 1985; Fowler 1988; Rowe 1989; Baskin & Baskin
1990a). Koejérjestelyyn voidaan sisallyttdd esim. kasvillisuuden aukkojen koosta,
maankdsittelystd, sekd kasvien poistosta aiheutuneita vaikutuksia. Pienalakokeen
ja manipulaation avulla voidaan tutkia esim. uusien kasvilajien tai uusien geno-
tyyppien levittdytymistd uusille kasvupaikoille (Kjellsson & Simonsen 1994). Li-
saksi Kjellsson & Simonsen (1994) mukaan menetelméan avulla voidaan analysoida
satunnaisten tapahtumien vaikutuksia kasvipopulaation geneettiseen monimuo-
toisuuteen (ks. esim. Hartgernik & Bazzaz 1984).

Sisarusten viélisté kilpailua voidaan tutkia tarkastelemalla siementen levia-
misnopeutta tai kiyttdimalla ns. ldhin naapuri -menetelmaa (ks. Franklin ym. 1985;
Sinclair 1985; Cox 1987; Goldberg & Barton 1992). Jdljempadna mainitussa menetel-
massa koealan kaikki kasviyksilot kartoitetaan ja jaetaan eri elinvaiheisiin (taimi,
lisdédntymisvaihe jne.). Seuraavaksi lasketaan yksildiden frekvenssijakautuminen
ja verrataan saatua tulosta satunnaisjakaumaan (esim. Poisson-jakaumaan). Me-
netelmén avulla saadaan tietoa esim. kasvien levidmiskyvysta. Kjellsson ja Simon-
sen (1994) mukaan valitulla tilastollisella kasittelylla on menetelméssa tulosten
kannalta huomattava merkitys.

Lisdksi voidaan kayttdd kasvun analysointimenetelmid ja biomassan tai pin-
ta-alan mittaamista. Levidmisnopeutta mitataan etenkin tuulilevitteisten siemen-
ten vajoamisen nopeutta mittaamalla (ks. Matlack 1987, Grime ym. 1988, Greene
& Johnson 1989, Andersen 1993). Lisdksi Kjellsson ym. (1997) mukaan kasvien
valistd kilpailua voidaan tutkia mittaamalla niiden fotosynteesin tehokkuutta (ks.
esim. Bults ym. 1982; Poulet ym. 1983; Jansen ym. 1989; Perl ym. 1993). Kilpailun
tutkimiseksi on suunniteltu myos matemaattisia malleja (ks. Mazer 1987, Perry
ym. 2003, Damgaard 2004).

Menetelmia GM-kasvien levidmiskyvyn muutosten tutkimiseen.
Tahdella merkityt menetelmit on kuvattu tarkemmin liitteessa.

Addition series design, biomassan mittaus, ekologiset mallit,

fotosynteesin tehokkuuden mittaus, juurakoiden ja maanpaallisten osien
suhteen mittaus, kasvunopeuden mittaus, kemialliset poissulkemiskokeet,
kennomalli, keskimddrdinen elinidn ennuste, lehtien pinta-alan muutosten
mittaus, ldhin naapuri -menetelmd, matemaattiset mallit, mesokosmos-jdrjes-
tely, mikroalatesti ja manipulaatio, PCR*, pienalakokeet, pysyvat koealat,
sekvensointi*, siemenkerdimet, siementen idattimiskoe, siementen hautaus-
koe, siemenen massan mittaus, siementen levidmisnopeuden mittaus, siemen-
tuotannon mittaus, siirtoistutuskoe, siitepdlyn merkitseminen

Miten invaasion seurauksia voidaan tutkia?

Vaikutukset geneettiseen monimuotoisuuteen

Uusien lajien invaasiolla voi olla huomattavia ekosysteemivaikutuksia, kuten esim.
luonnonvaraisten populaatioiden geneettinen kdyhtyminen, tai perati haviami-
nen tulokkaiden tieltd. Invaasion seurausten tarkasteluun sopivia menetelmia ovat
siemenkerdinten ja geneettisten markkereiden* kaytto ensinndkin kohdekasvin
tunnistamiseen ja lisdksi populaation geneettisen muuntelun méaran selvittami-
seen. Geneettisen muuntelun méadran selvittdmiseksi geneettiset markkerit analy-
soidaan kdyttamalla esim. diversiteetti-indeksia*, F-statistiikkaa* tai fylogeneet-

SUOMEN YMPATISTO 736 o o o e e o e o o o o o o o s o o o o o s s s o o o o s o s s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e



tistd analyysia*. Tutkimus voidaan tehda siten, ettd ensin tunnistetaan esim. mark-
keritekniikalla kuinka paljon GM-kasveja on integroitunut eri populaatioihin ja
sitten verrataan erilaisia maaria GM-kasveja siséltdavid kasvipopulaatioita tai kas-
viyhteisojd laskemalla ndille diversiteetti-indekseja ja F-statistiikkaa.

Ekosysteemivaikutuksia voidaan maéérittdd mm. kasvillisuusanalyysin (ks.
jdljempdnd) ja idattamiskokeiden, sekd geneettisten markkerien* ja Leslien mat-
riisin (ks. esim. Hansen 1989) avulla. Lisdksi aiemmin mainittuja pienalakokeita ja
manipulaatiota voidaan kéyttaa tahan tarkoitukseen.

Pienilld ympaéristotekijoiden muutoksilla voi olla huomattava vaikutus geno-
tyypin ja ympériston vuorovaikutukseen (Kjellsson & Simonsen 1994). Ymparisto-
tekijoiden muutokset voivat johtaa my6s populaatioiden genotyyppikoostumuk-
sien muutoksiin. Genotyypin ja ympériston vuorovaikutuksia voidaan tutkia sel-
vittdamalla genotyyppikoostumuksen muutoksia geneettisten markkerien* seka
pienalakokeiden ja manipulaation tai siirtoistutuskokeiden avulla.

Biodiversiteettia voidaan mitata diversiteetti-indeksilla*, Wrightin indeksil-
1a* tai F-statistiikan* avulla, taikka sitten muita samankaltaisia indekseja kaytta-
malla (ks. esim. Ekelund ym. 2001; Chen & Li 2003).

Yhteison rakennetta voidaan kuvata diversiteetti-indeksilla* seka spatiaali-
sen autokorrelaatiomenetelman (spatial autocorrelation analysis) avulla, mitd var-
ten tarvitaan ainakin yksi vaihteleva geneettinen markkeri (ks. Epperson & Allard
1989; Nevo & Beiles 1989; Gonzales-Martinez ym. 2002; Brennan ym. 2003). Eri
koealojen kasvikoostumuksien vertailuun voidaan kayttaa kasvillisuusanalyysid,
joka sisaltaa tiedon (%) siitd, kuinka monella nédytealalla kasvi esiintyy, tiheysana-
lyysin (kasvien lukumaaré/pinta-ala), seka peittivyyden (ks. Kjellsson & Simon-
sen 1994). Myos kasvien tilajakautumisen analyysi (spatial pattern analysis; ks.
Kjellsson & Simonsen 1994 ja esim. McCanny & Cavers 1989; Dessaint ym. 1991 ja
Hardy & Vekemans 2002) voi antaa tietoa kasviyhteison rakenteesta.

Esimerkki kasvien selviytymiskyvyn tutkimuksesta

Crawley ym. (1993; 2001) testasivat vuonna 1990 saatavilla olleiden GM-viljelykasvien selviytymistd verrattuna muun-
tamattomiin kasveihin. Tutkittuja GM-kasveja olivat glufosinaattikestavat rapsi ja maissi, glyfosaattikestava sokerijuu-
rikas, Bt-toksiinia ilmentava peruna sekd peruna, johon oli siirretty herneen lektiini (vaikuttaa hyonteiskestavyyteen).
Tutkimuksessa seurattiin kahtatoista koealaa Britanniassa vuosina 1990-2000. Kullekin tutkittavalle kasvilajille tehtiin
kaikille kahdelletoista koealalle nelja 25 m x 25 m palstaa, joista (palstoista) puolet turvattiin kasvinsydjilta aitaamalla.
Siemenid ja mukuloita kylvettiin eri tiheyksille ja eri syvyyksille. Pienempid osia koealoista kasiteltiin insektisideilld,
molluskisideill ja fungisideilla erilaisina kombinaatioina. Kaikki palstat tutkittiin heind-elokuussa kymmenen vuoden
ajan. Kasvien kasvu, kuolleisuus, kukkiminen ja siementen maara mitattiin. Lisaksi kiinnitettiin huomiota erityisesti
aiemmin maahan kynnettyjen kasvien siemenistd itaneisiin uusiin sukupolviin. Eri geneettisten linjojen suoriutumista
mitattiin binomiaalisen poikkeavuusanalyysin (deviance analysis; ks. Crawley ym. 2001) avulla.

Ensimmaisen tutkimusvuoden jalkeen kaikkien kasvien populaatiokoot pienenivét, johtuen viljelyalueen alkuperdisten
monivuotisten kasvien kilpailuvaikutuksesta. GM-kasvilinjat eivdt missédn tapauksista selviytyneet kauemmin kuin
vastaavat muuntamattomat kasvit. Rapsilla GM-linjat menestyivit mahdollisesti jopa hiukan huonommin kuin muunta-
mattomat linjat. Tulokset osoittivat lisaksi, ettd viljelykasvit eivat selvid viljelysten ulkopuolella pitkid aikoja. Tutkijat
kuitenkin painottivat, etta tutkimuksessa oli kytetty sellaisen uuden ominaisuuden (herbisidikestavyys, hyonteiskesta-
vyys) omaavia kasveja, joiden ei voida odottaa lisaavan kasvin kelpoisuutta. Edelleen tutkijat painottivat, etteivat
tutkimuksen tulokset tarkoita sitd, etteiko geenitekniikalla muuntaminen voisi lisdta kasvin rikkamaisuutta tai levid-
miskykya.
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Menetelmia parantuneen levidmiskyvyn seurausten (invaasiomahdollisuus)
tutkimiseen. Tahdelld merkityt menetelmit on kuvattu tarkemmin liitteissa.

Diversiteetti-indeksi*, F-statistiikka*, fylogeneettinen analyysi*, geneettiset
markkerit*, idattdmiskokeet, kasvillisuusanalyysi, Leslien matriisi, pienala-
kokeet ja manipulaatio, poikkeavuusanalyysi, siemenansat, siirtoistutus-
kokeet, spatiaalinen autokorrelaatioanalyysi, tilajakautumisen analyysi,
Wrightin indeksi*

7.2 Geenivirta

7.2.1 Hybridisaatio ja introgressio

Ellstrand (2003a) mukaan monilla viljelykasveilla on mahdollisuus risteytya luon-
nonvaraisten kasvien kanssa. Risteytymistd voi seurata siirtogeenin introgressio
luonnonvaraisiin kasveihin takaisinristeytymisten seurauksena. Siirretystd/muun-
netusta geenistd ja populaatiosta riippuen geenivirralla voi olla sama negatiivinen
vaikutus luonnonvaraisiin populaatioihin kuin perinteisilld viljellyilld kasveilla.
Téllaisia vaikutuksia voivat olla mm. aggressiivisempien invasiivisten lajien ke-
hittyminen ja harvinaisten lajien hdvidminen (ks. Ellstrand 2003a). Esim. Al
Mazyad ja Amman (1999) mukaan geenivirta sinimailasesta (Medigaco sativa) luon-
nonvaraiseen sirppimailaseen (M. falcata) on merkittdvasti vahentanyt jalkim-
maisen kasvin yleisyyttd. Geenivirta on mahdollista jopa pitkdn ajan kuluttua
viljelyn lopettamisesta siemenpankissa sdilyneiden dormanssikykyisten siemen-
ten avulla (Linder & Schmitt 1994).

Raybould ja Clarke (1999) mukaan kasvipopulaatioiden vélinen geenivirta
voidaan jakaa potentiaaliseen geenivirtaan (mittaa siementen ja siitepolyn levia-
mistd), sekd varsinaiseen (tapahtuneeseen) geenivirtaan (mittaa tapahtunutta he-
delmoitysta tai itdvien siementen maardd suhteessa etdisyyteen lahdepopulaati-
osta). Ensimmadinen varsinainen askel geenivirran tutkimisessa on GM-kasvin ja
sen luonnonvaraisten sukulaisten hybridisaation mahdollisuuden arvioiminen
(Kareiva ym. 1994), miké voidaan aloittaa kartoittamalla GM-kasvin aiotulta vil-
jelyalueelta risteytymiskykyiset luonnonvaraiset kasvit. Lisdksi on saatava kasi-
tys siitd, milld tavalla siirtogeeni vaikuttaa kasvin fenotyyppiin (vertailu muunta-
mattoman kasvin kanssa), siirtogeenin vakaudesta seka ajallisista ja paikallisista
ilmentymisominaisuuksista. Siitepdlyn ja jo aiemmin mainittujen siemenen omi-
naisuuksien (méaard, laatu) tutkimisesta, sekd hybridien kelpoisuuden (ks. esim.
Crawley ym. 1993) seka takaisinristeytymisen tarkastelusta voi myds olla hyo-
tya. Tutkijoiden mukaan siirtogeenisten kasvien luonnonvaraisten populaatioiden
muodostumisen todennékoisyyden lisdksi on tarpeellista tarkastella GM-kasvien
ja luonnonvaraisten kasvien hybridien ekologisia vaikutuksia.

Kysymyksia

* Minka kasvilajien/siirretyn ominaisuuden kohdalla kannattaa selvittaa hybri-
disaation ja introgression mahdollisuus?

* Mikéd on tdrkein hybridisaatiokykyyn (ja siten introgressioon) vaikuttava
tekija/mekanismi?

* Milld menetelmilld introgressiota voidaan tutkia?

» Mita seurauksia introgressiolla voi olla?
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Kasvilajit

Suomessa metsapuut (koivun siitepoly voi kulkeutua yli tuhannen kilometrin paa-
hén lahtopaikastaan; Hjelmroos 1991), ristikukkaiset (Brassicaceae), ehké kaura
(Avena sativa) ja hukkakaura (A. fatua), lisdksi jotkut marjat, kuten esim. vadelma
(Rubus idaeus) ja mesimarja (R. arcticus), sekd omena (Malus domestica), (ristipdlyt-
teiset) nurmiheinat, apilat (Trifolium spp.) ja mailaset (Medicago spp.) voivat ristey-
tya luonnonvaraisten kasvien kanssa.

Ominaisuudet

Stressin/tuholaisten/tautien sietokyky (esim. Bt-toksiinit, lektiinit, kitinaasit), sie-
menten lukumaaraan/sailymiseen liittyvat geenit, lehtimuotoon/lehden pinta-alaan
liittyvat geenit, lisdédntymistapaan vaikuttavat ominaisuudet, kukkien morfologi-
aan liittyvat geenit, kasvutapaan ja sukupolvien véliseen aikaan vaikuttavat gee-
nit ja toksiset tuotteet saattavat lisdtd risteytymiskykyd/mahdollisuutta tai antaa
kasville valintaedun ja siten sdilyé ja yleistyd populaatiossa. Dale (1994) mukaan
kasvien, joihin on siirretty stressinsieto-ominaisuus (kuumuuden-, kylméan-, suo-
laisuuden-, metallipitoisuuden sieto) riskinarviointi on kaikkein haastavinta: li-
saantynyt stressinsieto voi lisdtd kasvin invaasiokykyé sekd muuttaa populaatioi-
den levinneisyyttd. Sen sijaan geeneilld, jotka vaikuttavat kasvin ravinto-ominai-
suuksiin tai 6ljyn koostumukseen ei todennékoisesti ole suurta vaikutusta hybri-
deihin, ellei kasvin houkuttelevuus tuholaisille, taudeille tai saalistajille muutu
ominaisuuden myo6ta (Dale 1994). Toisaalta esim. siemenen 6ljyn koostumuksen
muutokset saattavat teoriassa vaikuttaa mm. siemenen kylméankestavyyteen.

Hybridisaatioon ja introgressioon vaikuttavat tekijat

* Sijainti

* Ympdriston risteytymiskykyiset (lahisukuiset) populaatiot, kotoperdisyys

* kromosomiluku

* Kukinnan samanaikaisuus

* Tuulipolytteisyys, hyonteispolytteisyys

* Muut kukintaan liittyvdt ominaisuudet, kuten itsepolytys, ristipdlytys, itse-
inkompatibiliteetti

* Polyttdjahyonteisten esiintyminen

» Siitep6lyn levidmiskyky, elinaika, itdiminen, siitepdlykilpailu

* Siementen runsaus/dormanssikyky

* Hybridin elinkyky/kilpailukyky ja kelpoisuus

* Toistuva migraatio (recurrent migration). Mitd suurempi siirtogeeninen popu-

laatio on, sitd suurempi on mahdollisuus geenien toistuvaan siirtymiseen po-

pulaation ulkopuolelle (Gliddon 1994). Toistuvan migraation laajuus riippuu

hybridisaation todenndkoisyydestd, seka siitd, miten paljon GM-kasvia kas-

vatetaan vastaanottajapopulaation kokoon ndhden. Kun viljelykasvien méara

lisddntyy, lisddntyy my0s geenivirta luonnonpopulaatioihin. Kun geenivirta

luonnonpopulaatioon kasvaa riittdvan suureksi, viljelykasvien geenit lisaanty-

vat siind huolimatta siitd, onko niilld vaikutusta kasvin kelpoisuuteen (Gliddon

1994). Haygood ym. (2003) mukaan toistuva migraatio voi johtaa jopa epa-

suotuisan alleelin vakiintumiseen pienessd populaatiossa.

Gliddon (1994) mukaan kelpoisuus on vain yksi niista tekijoistd, jotka vaikut-

tavat geenien frekvensseihin populaatioissa. Satunnainen ajautuminen (random

genetic drift) on ensimmadinen voima, joka vaikuttaa (todennékoisesti pienel-

1a frekvenssilld esiintyvien) hybridien kohtaloon. Hybridin varhaiset suvulli-

set lisddntymiset ovat Gliddon (1994) mukaan todennékéisesti takaisinristey-

mid luonnonvaraisten populaatioiden kanssa.
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Tutkimusmenetelmit

Hybridisaatiomahdollisuuden arviointi ja testaus

Tietoa tapahtuneesta geenivirrasta eri maantieteellisilld alueilla saadaan arvioin-
nin ja seurannan avulla. Ennen GM-kasvin viljelyad voidaan selvittdd, onko alueella
risteytymiskykyisia ldhisukuisia kasveja. Lahisukulaisten lasndolo voidaan selvit-
taa esim. lajien levinneisyyskarttoja tutkimalla. Mikéli alueella esiintyy lahisukui-
sia kasveja, niiden risteytymismahdollisuus viljeltdvan kasvin kanssa tulee selvit-
tdd. Apuna voidaan kédyttdd mm. alueelta kerattyja herbaarionaytteitd, joista etsi-
tddn mahdollisia aiempia hybrideja. Mikéli viljelyalueen kasvillisuustiedot ovat
riittdmattomat, voidaan lisdksi tehdé kenttatutkimuksia (mahdollisten hybridien
kerdys ja niiden geneettisten markkerien analysointi*). Suomessa eri alueiden kas-
villisuus on kuitenkin hyvin kartoitettu, joten tiedot ldhisukulaisten ldsndolosta
nakyvat kirjoissa tai tietokannoissa (ks. esim. http://www.fmnh.helsinki.fi/map/
afe/E_afe.htm). Introgression arviointia ja seurantaa ovat tehneet mm. Savova ym.
(1996). Wilkinson ym. (2000) kéayttivat kaukokartoitusmenetelmia rapsin ja kaalin
(B. oleracea) sympatristen (paallekkdisten) esiintymisalueiden, ja siten myos mah-
dollisten hybridien jaljittdimiseen. Lisdaksi mm. Bartsch ja Ellstrand (1999), seka
monet muut (ks. tietoruudut) ovat tutkineet, onko eri kasvilajien vélilla joskus
tapahtunut introgressiota.

Esimerkkeja hybridisaation ja introgression tutkimuksesta

Marchelli ja Gallo (2001) tutkivat yhdentoista argentiinalaisen etelanpyokkipopulaation (Nothofagus nervosa) geneettis-
ta diversiteettia ja erilaistumista isotsyymimarkkereita® kiyttamalld. Markkereiden avulla tutkittiin lisaksi
heterotsygotia-astetta, keskimaaraista alleelien lukuméaaraa/lokus, seka geneettista etdisyyttd (Gregorius’ genetic
distance). Lisaksi Marchelli ja Gallo (2001) tutkivat Nothofagus obliqua -pydkin introgressiota N. nervosa -populaa-
tioissa kahta lajispesifid isotsyymimarkkeria kdyttimalld. Tutkijat pystyivat kdytettyjen markkereiden avulla osoitta-
maan introgressiota tapahtuneeksi.

Broyles (2002) tutki erdiden sanikkaiden (Asclepias exaltata ja A. syriaca) valisia hybrideja Pohjois-Amerikassa
analysoimalla allotsyymi*dataa fylogeniamenetelmélla* populaatioiden genotyyppifrekvenssien (vanhemmat, Fl,
F2 ja takaisinristeytymat) selvittamiseksi. Luonnollista hybridisaatiota tavattiin kaikkialla, missa lajit esiintyivat
paallekkdisilld alueilla. Fl-hybridisiementen muodostuminen oli kuitenkin harvinaista. Lajien vélisen geenivirran ja
introgression suunta oli riippuvainen hybridien lisadntymisbiologisista tekijoista, ympardivan populaation koostumuk-
sesta ja joidenkin risteymien kyvyttomyydestd muodostaa siemenid. Broyles (2002) mukaan introgressiivinen hybri-
disaatio on merkittava evolutiivinen tekija siinakin tapauksessa, ettd Fl-hybridien muodostuminen luonnonpopulaa-
tioissa on (aluksi) harvinaista.

Moyes ym. (2002) tutkivat geenivirtaa seka rapsista (Brassica napus) rikkasinappiin (Sinapis arvensis), etta myds
rikkasinapista rapsiin. Tutkimusta varten rikkasinapin siemenia kerattiin eri puolilta Britanniaa (lisdksi saatiin
siemenid ranskalaisista populaatioista). Siemenista itaneet kasvit pdlytettiin kasin npt// (antibioottiresistenssi) ja bar
(herbisidikestavyys) —siirtogeenit omaavan rapsin siitepdlylla. Syntyneet hybridit seulottiin kayttimall siirtogeeneille
spesifisid alukkeita PCR-analyysissa*, seka mahdollisia varireaktioita (bar-geenin lasndolo; bar-color assay, ks.
D’Halluin ym. 1992) seuraamalla. Geenivirtaa rikkasinapista rapsiin tutkittiin kayttamalld kuutta eri rapsilajiketta ja
kuudesta (rikkasinappi-) populaatiosta perdisin olevia yksiloita. Rikkasinapin siitepolylla palytettyjen rapsiyksildiden
siemenet kerattiin, ja niistd itaneet kasvit tutkittiin virtaussytometrian® avulla kromosomiluvun selvittimiseksi
(katso Eber ym. 1997 sekd Wilkinson ym. 2000). Lisaksi osa itaneistd kasveista seulottiin kdyttimalli RAPD:eja*
virtaussytometriasta saatujen tulosten vahvistamiseksi. Tutkijat testasivat myds kenttakokeissa tapahtuvaa rikkasinapin
ja rapsin valistd geenivirtaa istuttamalla koealalle kummankin lajin edustajia. Syntyneistd siemenistd idatetyt kasvit
tutkittiin jalleen virtaussytometrian ja RAPD:ien avulla. Hybrideja saatiin aikaiseksi kasinpolytyksella* ilman
keinotekoista (esim. alkionpelastusmenetelma', munasoluviljely) apua kun rapsi oli emokasvina, mutta
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erittdin pienelld frekvenssilla. Huolimatta siitd, ettd ndiden lajien valilld voidaan todeta geenivirtaa laboratorio-
olosuhteissa, tutkijat eivat pystyneet osoittamaan vastaavaa tapahtuvaksi kenttakokeissa. Moyes ym. (2002) mukaan
kenttakoetulokset kuitenkin vahvistivat kasvihuonekokeissa saadut tulokset, joiden mukaan geenivirta rapsin ja rikka-
sinapin valilla on erittdin vahaistd. Lisaksi koe paljasti, ettd kasvihuoneista saadut tulokset eivét valttamattd pade
kenttdolosuhteissa.

Warwick ym. (2003) tutkivat siirtogeenisen rapsin (Brassica napus) ja sen luonnonvaraisten sukulaisten peltokaalin
(Brassica rapa), peltoretikan (Raphanus raphanistrum), rikkasinapin (Sinapis arvensis) ja kaalisinapin (tai rantasina-
pin; Erucastrum gallicum) vilista hybridisaatiota sekd kasvihuone- ett kenttdkokeissa (myds kaupallisilla viljelyaloil-
la) useita erilaisia markkereita kayttaen. Naita olivat herbisidikestavyysominaisuus, vihred fluoresoiva proteiini-
markkeri (GFP), lajispesifit AFLP:t*, seka ploidiataso. Rapsin ja rypsin valista hybridisaatiota osoitettiin tapahtuneek-
si noin seitsemalld prosentilla tutkituista kasveista kenttakokeissa ja noin 14 prosentilla tutkituista kasveista kaupalli-
silla viljelyaloilla. Hybridikasvien siitepdlyn kunto (viability) oli kuitenkin yli puolessa tapauksista huonompi kuin ei-
hybridikasveilla. Rapsin ja peltoretikan valinen hybridisaatio oli tutkimuksessa erittdin harvinainen tapahtuma (yksi
hybridi 32821 taimesta koealalla). Rikkasinapin tai kaalisinapin ja rapsin valisid hybrideja ei tutkimuksessa tavattu
kaupallisilta viljelyaloilta lainkaan. Warwick ym. (2003) mukaan tulokset indikoivat, ettd mahdollisuus geenivirtaan
rapsista peltoretikkaan, rikkasinappiin tai kaalisinappiin on erittin pieni. Siirtogeenien levidminen ymparistaon on
kuitenkin mahdollista luonnonvaraisen peltokaalin kautta itdisessé Kanadassa ja kaupallisesti viljellyn rypsin kautta
lantisessa Kanadassa.

Hansen ym. (2001) tutkivat introgressiota rypsin (Brassica napus) ja rapsin (B. rapa) muodostamassa sekarikkakas-
vistossa kayttamalld lajispesifisia AFLP*-markkereita. Tutkijat kerasivat 102 Brassican nakoista kasvia kolmen ne-
liometrin alalta. Naista yksi oli ensimmaisen sukupolven hybridi (F) ja noin puolessa oli tapahtunut introgressiota, eli
niista loytyi kummankin kasvilajin geneettisia markkereita. Loput kasvit olivat lajipuhtaita; 50 kasvista ldytyi ainoas-
taan B. rapa —spesifejd, ja seitsemastd kasvista B. napus -spesifejd markkereita. Tutkijat vertailivat markkereiden
lukumaaria sellaisiin lukumaariin, joita oli havaittu kontrolloidusti takaisinristeytetyissa sukupolvissa (BCI ja B(2).
Rikkamaisen populaation markkereiden jakauma vastasi parhaiten toisen takaisinristeytyssukupolven markkereiden
jakautumista. Introgressioprosessi oli siten tulosten mukaan ollut kdynnissa jo pidemman aikaa. Tutkimus oli ensim-
mainen, joka osoitti naiden lajien vélista introgressiota luonnonolosuhteissa.

Hansen ym. (2003) tekivat myds jatkotutkimuksia introgression etenemisen selvittamiseksi. Kahdentoista sellaisen
populaation, jossa oli tapahtunut introgressiota, maternaalisen kasvin [17 jalkeldista tutkittiin ALFP:ien ja kromo-
somilaskennan avulla. Myds jalkelisten lajispesifiset kloroplastimarkkerit tutkittiin ja niiden perusteella arvioitiin
valittujen emokasvien lisadntymismalleja. Tulokset osoittivat, ettd introgressoituneet emokasvit polyttyivat korkealla
frekvenssilla. Lisaksi useimmiten Brassica rapa naytti toimivan hybrideissa emokasvina introgressioprosessissa. Rapsin
(B. napus) DNA:n osuus jalkelaisissa vaheni huomattavasti verrattuna niiden introgressoituneisiin emokasveihin. Tulos-
ten mukaan introgressio voi johtaa viherhiukkasten vaihtumiseen (eli rypsimaisilla kasveilla voi olla rapsin viherhiuk-
kanen) ndiden lajien valilla. Tasta syystd tutkijat pohtivatkin voidaanko siirtogeenin siirtimistd viherhiukkasen gen-
omiin pitad riskinhallintana. Suurin osa tahanastisista introgressiotutkimuksista on tehty kayttamalla rapsia esimerk-
kikasvina. Suomessa viljellaan lahinna rypsia (B. rapa), kun taas rapsia (B. napus) kéytetaan erittain vahan edelliseen
verrattuna. Ndiden lajien plytys on jossain méarin erilainen.

" Alkionpelastusmenetelmassi (embryo rescue; ks. esim. van Tuyl ym. 1991; Nimura ym. 2003) alkio, joka ei pysty
kehittymaan normaalisti siemenessd, eristetadn ja kasvatetaan taimeksi solukkoviljelyalustalla.

Arvioitaessa introgression mahdollisuutta GM-kasveista luonnonvaraisiin kasvei-
hin on siis esiintymisalueiden lisdksi tiedettdva voiko hybridisaatiota ylipaatansa
tapahtua (tdhadn vaikuttavia tekijoitd ovat mm. itsep6lytys/ristipolytys, kukinnan
samanaikaisuus, siitepolyn ominaisuudet, gameettien yhteensopivuus). Ell-
strand ym. (1996) ovat selvittaneet, missa kasviheimoissa ja -suvuissa tapahtuu
eniten luonnollista hybridisaatiota eri maantieteellisilld alueilla. Skandinaviassa
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tallaisia heimoja ovat sarakasvit (Cyperaceae), heindkasvit (Poaceae), asterikasvit
(Asteraceae), pajukasvit (Salicaceae; sis. esim. haavat, poppelit), ruusukasvit (Ro-
saceae) ja alvejuurikasvit (Dryopteridaceae; kuuluu sanikkaisiin). Naista ryhmista
kaupallisessa viljelyssa Suomessa kédytetddn ldhinnd heimojen Poaceae (mm. vil-
jat), Asteraceae (esim. salaatit) ja Rosaceae (esim. monet koristekasvit kuten ruu-
sut, ja hedelmédpuut, kuten esim. omena, luumu, vadelma, mesimarja) edustajia.

Mikaéli hybridisaatiokyky ei ole ennestaan tiedossa, Kjellsson ym. (1997) suo-
sittelee testimenetelméksi kokeellista polytysta*, jossa samat kasvit toimivat seka
siitepolyn luovuttajina ettd vastaanottajina (diallel cross; ks. Schou & Philipp 1984;
Morse & Schmitt 1991; Lamb ym. 1994; Schmid & Dolt 1994) tai muunlaista kokeel-
lista polytystd. Kokeellinen polytys (ks. Kjellsson ym. 1997 sekda Marshall & ElI-
strand 1988; Robert ym. 1991; Eckhart 1992; Caruso 1999; Routley ym. 1999; Sime &
Baldwin 2003) on tutkimusmenetelmd, jonka avulla voidaan tutkia eri kasvien
kykya lisddntya keskendan tai hede- ja emikasvien (tai itsepolytyksen) vaikutuk-
sia kasvien jélkeldisten siementuotantoon. Esim. Preston (1991) sekd McKone ym.
(1995) ovat kdyttaneet menetelmaa selvittadkseen itsep6lytyksen vaikutusta emin
vastaanottavuuteen. Jonsson ym. (1991) puolestaan vertailivat itse- ja ristipoly-
tyksen vaikutuksista siiteputken kasvuun kokeellisen polytyksen avulla. My6s
Pasonen ym. (2001; 2002) kayttivat kokeellista polytystd osana siitepolyn kilpailu-
kykya selvittavassa tutkimuksessaan (ks. edelld). Hybridisaation mahdollisuuden
tutkimisessa voidaan kayttad myos siitepolyn merkitsemistd, autettua hedelmaoi-
tysta (ks. Taylor 1982, van Tuyl ym. 1991) ja siitep6lyn itimistestia. Mikali tutkitta-
van kasvin siitep6lyssa ei itsessddn ole ominaispiirteitd, joiden avulla tunnistus on
mahdollista, voidaan tutkittava siitepoly leimata fluoresoivalla merkkiaineella (tai
vaihtoehtoisesti kdyttdd itse merkkiainepartikkeleita siitepolyn tilalla; ks. Kjells-
son ym. 1997), jolloin se voidaan jaljittdd UV-valon avulla (ks. Waser 1982; Jong
ym. 1992; Petterson 1992). Vaihtoehtoisesti siitepoly voidaan merkitd metallihiuk-
kasilla, ja jaljittaa elektronimikroskoopin avulla (Wolfe ym. 1991). Siitepdlyn mer-
kitsemisen avulla voidaan tutkia siitepolyn liikkeitd, mutta kaukolevinnén tutki-
minen voi olla vaikeaa. Menetelma on vaikea ja sopii yleensa vain pieniin, kontrol-
loiduissa oloissa tehtaviin tutkimuksiin. Siitep6lyn itamistesti (ks. Kjellsson ym.
1997) on menetelmd, jossa itamistd testataan joko erilaisilla keinotekoisilla alus-
toilla tai suoraan emin luotilla (Schribailo & Barrett 1994; Seavey & Carter 1994).
Menetelmda on kaytetty erilaisten kokeellisten polytysten tulosten testaamises-
sa, sekd elinkykyisten siitepdlyhiukkasten maardn arvioinnissa (Groose & Bing-
ham 1991; Jonsson ym. 1991; Carney ym. 1994; Weiss ym. 1994) seké selvitettdessa
siitepdlyn ominaisuuksien vaikutusta itimiseen (Cruzan 1990; Groose & Bingham
1991). Tosin siitepolyn itamistesti ei keinotekoisella alustalla kerro hybridisaation
mahdollisuudesta, eikd laboratoriossa tehty autettu hedelmoitys valttamattd anna
oikeaa kuvaa luonnossa tapahtuvan polytyksen onnistumisesta. Hybridit voidaan
tunnistaa geneettisten markkereiden* tai mahdollisesti kromosomiluvun perus-
teella (virtaussytometria®). Kjellsson ym. (1997) mukaan myos luotettavan kelpoi-
suuden mittauksen avulla voidaan ennakoida siirtogeenien introgressiota GM-
kasveista luonnonvaraisiin populaatioihin. Esim. Arias ja Rieseberg (1994), Arriola
ja Ellstrand (1996) ja Darmency ym. (1998) ovat tutkineet geenivirtaa viljellyista
kasveista luonnonvaraisiin kasveihin kenttdolosuhteissa. Darmency ym. (1998)
kayttivat silmdmaardisen arvioinnin ja herbisidikestivyysominaisuuden ohella
proteiinimarkkereita* ja virtaussytometriaa® tunnistaakseen rapsin ja peltoreti-
kan hybridit kenttdkokeissa. Tulosten mukaan peltoretikkahybrideiksi osoittautui
kolme yksiloa sadasta tutkitussa rapsipellossa. Tulosten perusteella Darmency ym.
(1998) paattelivat, ettd koko siemensadon odotettu hybridifrekvenssi vaihtelee
0,06 promillesta 0,2 prosenttiin.
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Siitepolyn levidminen

Hybridisaation edellytyksend on siitepolyn (tai ensin siementen tai suvuttomien
levidinten) levidminen populaatiosta toiseen. Pélytyksen kannalta térkeita teki-
joita ovat seka siitepdlyn levidmismatka ettd siitepolyn elinaika. Lisdksi ympaéris-
ton olosuhteet (tuulen suunta, polyttdjien madra) vaikuttavat siitepdlyn levidmis-
matkaan ja —tiheyteen. Tuulipdlytteisilld kasveilla on yleensa suuri siitepdlyntuo-
tanto ja pitkd potentiaalinen siitepolyn levidmismatka, kun taas hyonteispolyt-
teisten kasvien siitep6ly levida yleensd pienemmalle alalle.

Hybridien muodostumisen todenndkoisyyttd voidaan ennakoida tarkastele-
malla tutkittavan kasvin siitepolyn levidmistd (ks. esim. Jorgensen & Andersen
1994; Kareiva ym. 1994; Rogers & Parkers 1995; Scheffler ym. 1993; Timmons ym.
1996). Siitepolyn levidmistad voidaan tutkia seka suorilla ettd epdsuorilla menetel-
milld. Suorien menetelmien avulla saadaan kuva senhetkisestd potentiaalisesta le-
vidmisestd, kun taas epasuorien menetelmien avulla voidaan selvittdad myos siite-
poOlyn aiempaa levidmistd. Suoria menetelmid ovat mm. siitepdlyn merkitseminen,
siitep6lyn laskeminen (lukuisia eri menetelmia riippuen pélytystavasta, ks. Kjells-
son ym. 1997 seké Fairley & Batchelder 1986; Mazer & Schick 1991; Asmussen 1993;
Savolainen ym. 1993; Carré ym. 1994) ja siitepolykeradinten kaytto. Siitepolykerai-
mid voidaan kayttaa tuulipolytteisilld kasveilla siitepolyn kulkeman matkan ja
siitepdlytuotannon mittaamiseen (menetelmat; ks. Fairley & Batchelder 1986; Dafni
1992). Epédsuoria menetelmid on mm. geneettisten markkereiden kayttd siemen-
ten tai itineiden taimien vanhempien alkuperaa selvitettdessa (ks. esim. Ritala ym.
2002). Ajallisesti kattavan kuvan onnistuneista polytystapahtumista saa kaytta-
malld geneettisid markkereita* yhdessa isyysanalyysin* kanssa. Hyonteispolyt-
teisten kasvien hybridisaatiomahdollisuutta tutkittaessa tulee selvittdd, onko alu-
eella oikeanlaisia polyttdjid. Lisdksi voidaan tutkia, vaikuttaako kasviin siirretty
geeni sellaisiin ominaisuuksiin (esim. haihtuvat yhdisteet, vari), jotka vaikuttavat
polyttijien polytyskdyttiytymiseen (menetelmait: ks. esim. Inouye 1978; Best &
Bierzychudek 1982; Ginsberg 1983; Galen & Plowright 1985; Olesen & Warncke
1989; Jones & Reithel 2001; Klinkhamer ym. 2001; Campbell ym. 2002; Goubara &
Takasaki 2004). GM-kasvin ja muuntamattoman kasvin polyttdjien polytyskayt-
tadytymisen muutoksia voidaan seurata esim. kasvihuoneolosuhteissa.

Monet tutkimukset (esim. St Amand ym. 2000; de Marchis ym. 2003) ovat
osoittaneet, ettd mitd suurempi viljelyala on, sitd laajemmalle alueelle siitepoly
levida. Yksittaisen siitepdlyhiukkasen kulkema matka tuskin lisddntyy viljelyalan
koon kasvaessa, mutta laajalle levinneitd hiukkasia todennékoisesti 16ytyy enem-
man/helpommin suurten siitepdlyldhteiden ymparilta.

Lavigne ym. (2002) esittavat, ettd siitepolyn kautta tapahtuneen geenivir-
ran maddraa voitaisiin arvioida kdyttamalld siementen puhtauden maaritysta. Tama
on tutkijoiden mukaan relevantti lahestymistapa mikaéli sekd viljellyn ettd luon-
nonvaraisen kasvin siitepolyn lilkkkuvuus on samanlaista. Lavigne ym. (2002) kayt-
tivat esimerkkikasvinaan sokerijuurikasta. Luonnonvaraisten juurikaspopulaati-
oiden tutkimustulokset osoittivat, ettd Ranskassa, missd eristysmatka on 1000m,
suuri osa luonnonvaraisten juurikkaitten tuottamista siemenistd oli polyttynyt
viljeltyjen juurikkaitten siitepolysta.

Siitepolyn kestdvyys vaikuttaa polytyksen onnistumisen ja siten myds gee-
nivirtaan. Luna ym. (2001) tutkivat siitepolyn ajallista sdilyvyyttd seka eristys-
matkan pituuden tehoa polytyksen estamisessa maissilla (Zea mays). Kypsia siite-
polyhiukkasia altistettiin ulkoilmalle ja auringon valolle eripituisia aikoja. Siitepo-
lyn kunto arvioitiin sen jdlkeen silmédmadrdisesti ja siitepoly kdytettiin sitten poly-
tykseen. Siitepolyn elinkyky arvioitiin siementuotannon perusteella. Elinkyky sailyi
noin kaksi tuntia siitepdlyn varisemisesta. (Kokeessa kdytettiin maissia, jolla on
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erityisen suuret siitep6lyhiukkaset. Muiden kasvien kohdalla siitepélyn kunnon
silmdmadrdinen arviointi voi olla vaikeaa). GM-kasvin ja muuntamattoman kas-
vin siitep6lyn elinidn arvioiminen voi olla hyodyllista arvioitaessa sellaisten tuuli-
pOlytteisten (siirtogeenisten) kasvien ympaéristovaikutuksia, joiden siitepoly levi-
aa kauas (esim. koivu). Siitepolyn kunnon arviointiin voidaan myds kayttaa siite-
pOlyn itdmistestid ja siitep6lyn elinkyvyn testia (ks. Kellogg 1987; Asmussen 1993;
Carré ym. 1994; Robertson ym. 1994; Luna ym. 2001), tai siitepolyn elinkykya voi-

daan arvioida viélillisesti tuotettujen siementen maaran perusteella.

Siitepolyvalitteisen geenivirran tutkiminen

§t. Amand ym. (2000) tutkivat siitepdlyvalitteistd geenivirtaa eri kokoisilta sinimailasen (Medicago sativa) viljelyaloil-
ta. Markkerina kaytettiin joissakin sinimailasissa luontaisesti esiintyvaa glutamiinisyntetaasin (GS) intronissa olevaa
insertiota, seka RAPD:eja* tapahtuneen ristipdlytyksen havaitsemiseen. Siitepolyn lahteend kaytettiin GS-markkerin
omaavia yksiloitd, kun taas (istutetuilta) kohdekasveilta tima puuttui. Insertion jaljittamiseen kohdekasveista kaytettiin
sitd varten erityisesti suunniteltuja PCR-alukkeita. Geenivirtaa tutkittiin etsimalla markkeria 6 000 kasvista seka itse
sinimailaspellosta (jonne oli siirretty mehilaispes; sinimailanen on hyonteispolytteinen) etta sen ulkopuolelta. Siitepo-
Iyn liikkeen satunnaisuuden maarittamiseen kaytettiin Rayleighin testia (ks. Batschelet 1981). GS-markkeri loytyi
noin kolmelta prosentilta analysoiduista kasveista. Merkkigeeneja loytyi vield | 000:n metrin paastd, kun viljelyalan
koko oli | 200m?, kun taas 2 m*n alalta tutkijoiden havaitsema geenivirta ulottui ainoastaan 200 metrin etdisyydelle.

- Vastaavanlaisen markkerin ldytaminen muista kasvilajeista voi olla vaikeaa.

- Koe vaatii suuren viljelyalan ja on aikaavieva, toisaalta timankaltaisen markkerin lasndolon pystyy varmistamaan
pelkastaan PCR-fragmentin pituuden maarittamisen avulla, eli menetelma on suhteellisen vaivaton sopivan markkerin
[dytymisen jalkeen.

Rieger ym. (2002) tutkivat herbisidikestavan (klorosulfonikestavyys) rapsin (Brassica napus) siitepolyn leviamista
ympardiville viljelyksille kaupallisilta viljelmilta Australiassa, missa GM-rapsia on kasvatettu vuodesta 2000. Naytteita
kerattiin 63:Ita perinteisesti viljellylta rapsipellolta (kaikkien tutkittujen peltojen koko oli 251-100 ha). Kultakin
tutkittavalta perinteisesti viljellylta alalta kerattiin vahintaan 100 000 siementa kolmesta eri paikasta. Keratyt siemenet
siirrettiin erillisille pelloille, joilla niita kasvatettiin kontrollikasvikantojen (kaksi herbisidikestavaa ja kaksi -herkkaa
kantaa) kanssa. Alueet kasiteltiin herbisidilld (klorosulfoni) tapahtuneen geenivirran toteamiseksi. Eloonjadneet kasvit
kasiteltiin vield uudelleen kahden viikon kuluttua ensimmaisestd kasittelysta. Kasittelyjen jalkeen 30 %:ssa tutkituista
ndytteista todettiin herbisidikestavyytta (frekvenssi suurimmillaan 0,197 %). Tulokset osoittivat, ettd rapsipeltojen
valilla on tapahtunut geenivirtaa (kuitenkin enimmillaankin alle | %). Kestavyytta ei kyetty osoittamaan pelloilta, jotka
olivat yli 3 km:n padssa GM-pelloista. Tutkimuksessa testattiin yhteensa yli 48 miljoonaa yksilda.

De Marchis ym. (2003) tutkivat geenivirtaa siirtogeenisesta (asnA tai uidA) keltamaitteesta (Lotus corniculatus) seka
saman lajin, ettd lahisukuisten lajien (hentomaite; L. tenuis ja isomaite; L. pedunculatus) yksiloihin. Tutkimuksessa
seurattiin siirtogeenien leviamista siitepdlyn ja ristipdlytyksen valityksella. Siirtogeenien lasndolo tutkittiin siirtogeeni-
spesifien alukkeiden ja PCR-menetelman® avulla eri etdisyyksille istutettujen vastaanottajakasvien jalkelaisista. Siirto-
geeneja havaittiin siirtyneen ainoastaan saman lajin yksilgihin. Tulokset osoittivat, ettd mitd suurempi siitepdlylahde on,
sitd laajemmalta alueelta siitepdlya voidaan loytad. Isomaite pystyy helposti polyttaméaan itse itsensd ja hentomaitteella
taas on eri kromosomiluku kuin keltamaitteella. Nama tekijat selittanevat miksi lajien valista ristipolytysta ei kyetty
osoittamaan (De Marchis ym. 2003).

Arnaud ym. (2003) tutkivat geenivirtaa juurikkaiden (Beta vulgaris) valilld kloroplastin markkereita ja mikrosa-
telliitteja* kayttamalla. Tulokset eivat osoittaneet laajaa siitepdlyn leviamista rikkajuurikkaasta (luonnonvaraisen ja
viljellyn juurikkaan jalkeldinen) luonnonvaraisiin juurikkaisiin. Rikkamaiset linjat kuitenkin karkasivat pellolta sie-
menlevinndn mukana. Artikkelista loytyy tarkat materiaalin keruun, molekyylimarkkereiden tutkimisen ja niiden tilas-
tollisen kasittelyn kuvaukset.
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Siitepolykilpailu
Levidmisen jdlkeen siitepolyn tdytyy itdd emin luotilla ja kilpailla polytyksessa
muiden siitepdlyhiukkasten kanssa (siitepdlykilpailu) ennen kuin hybridisaatiota
voi tapahtua. Siitepolyn méadra emin luotilla on yleensé paljon suurempi kuin vas-
taavien munasolujen maara (Willson 1994). Tastd syysta vain osa siitepolysta voi
hedelmoittdd siemenaiheen, minké seurauksena emin luotilla olevien siitepdly-
hiukkasten on kilpailtava keskendan hedelmoityksestd. Mikali siirretty ominai-
suus vaikuttaa kasvin siitepolyn kilpailukykyé parantavasti, voi tasta olla GM-
kasville valintaetua verrattuna luonnonvaraisiin kasveihin. Valintaetu voi puoles-
taan edistdd introgressoituneen siirtogeenin vakiintumista luonnonvaraisissa po-
pulaatioissa. Siitep6lyn itdmisen onnistumiseen vaikuttavat seké siiteputken, sii-
tepolyhiukkasen ettd emikasvin vartalon genotyypit. Tutkittaessa siitepolyn ita-
mistd ja kilpailukykya emin luotilla voidaan hyodyntaa kukkien pussittamista (ks.
esim. Owens ym. 1990; Guitidn ym. 1993; Roy 1995), siitepolylaskentaa (lukuisia
eri menetelmia riippuen esim. polytystavasta, ks. Kjellsson ym. 1997 seka Fairley &
Batchelder 1986; Mazer & Schick 1991; Asmussen 1993; Savolainen ym. 1993; Carré
ym. 1994), siitepdlyn itdmistestid, siitepolyn elinkyvyn testid (ks. Kellogg 1987;
Asmussen 1993; Carré ym. 1994; Robertson ym. 1994; Luna ym. 2001) seké luotin
vastaanottavuuden testia (McCarthy & Quinn 1990; Jonsson ym. 1991; Preston
1991). Siitepolykilpailua voidaan lisdksi edelleen tutkia kasvin kelpoisuuden arvi-
oinnin (Kelpoisuus; ks. edelld) avulla. Koska suurin osa siitepélyhiukkasessa il-
mentyneena olevista geeneistd ilmentyy my6s sporofyytissé (aikuinen kasvi, 2n),
on siitepdlyn hyvéan itdmiskyvyn oletettu korreloivan positiivisesti sporofyytin
kelpoisuuden kanssa. Téstd on tehty lukuisia tutkimuksia (ks. esim. Ottaviano &
Mulcachy 1989). Pasonen ym. (2001) tutkivat rauduskoivun (Betula pendula) siite-
polyn laadun vaikutusta tuotettujen siementen ja taimien ominaisuuksiin mittaa-
malla siiteputken kasvunopeutta kontrolloiduissa polytyksissa. Tutkijat havaitsi-
vat siiteputken kasvunopeuden korreloivan tuotettujen siementen massan kans-
sa, kun taas maternaaliset ominaisuudet vaikuttivat muihin siementen ja taimien
ominaisuuksiin (tuotettujen siementen méaard, aikainen taimen kasvu). Pasonen
ym. (2002) tutkivat my®ds siitepolyn kilpailukykyyn (esim. siiteputken kasvunope-
us) vaikuttavia genotyypin ja ympériston vuorovaikutuksia sekd kasvihuoneessa
ettd kenttdolosuhteissa (menetelmat: ks. Pasonen ym. 2002). Tutkimuksessa ympa-
ristdolosuhteilla havaittiin olevan suuri vaikutus koivun siitep6lyn kilpailukykyyn.
Williams ym. (1999) kayttivat hyvédkseen eri koivulajien erilaisia ploidiata-
soja tutkiessaan koivun (Betula) siiteputkien menestymisté lajinsisédisessd ja lajien
vilisissa polytyksissd. Menetelmdd voidaan kédyttaa GM-kasvien ja muuntamat-
tomien kasvien polytyksen jalkeisen jalkeldistuotannon tehokkuuden arviointiin,
edellyttden, ettd tutkittavien kasvien ploidiatasot ovat erilaiset. Tutkimuksessaan
Williams ym. (1999) havaitsivat aikaista pOlytystd estdvid mekanismeja (esim.
siiteputken yhteensopimattomuus, hitaampi siiteputken kasvu, hidastunut gene-
ratiivisten solujen mitoosi). Tutkimuksessa itdneistd siemenista 98 % oli periisin
lajinsisdisesta polytystapahtumasta.

Siemenvilitteinen geenivirta

Siirtogeenit voivat introgressoitua luonnonvaraisiin kasveihin viela GM-kasvien
viljelyn loputtua siemenpankissa sdilyvien siementen ja niistd itdvien kasvien va-
lityksella. Siirtogeenien ajallisen levidmisen potentiaali riippuu maassa olevien GM-
kasvin siementen madrastd, dormanssista seka siitd, millaiset ymparistotekijat vai-
kuttavat siementen itimiseen. Riskinarviointiin on siis saatava tietoa GM-kasvin,
muuntamattoman kasvin sekd ndiden hybridien siementen dormanssista, pit-
kaikaisyydesta ja itimisominaisuuksista, mikédli halutaan arvioida siirtogeenien

.............................................................. Suomen ympadristd 736



levidmisen mahdollisuutta siemenpankin valitykselld (Linder & Schmitt 1994). Vaik-
ka viljelykasvien siementen dormanssikyky on yleensa huono, voi viljelykasvin ja
luonnonvaraisen kasvin hybridi olla hyvinkin dormanssikykyinen (etenkin jos emi-
kasvina on luonnonvarainen yksilo ja polyttajana viljelykasvi).

Hybridisaation tuloksena syntyneiden siementen elinkykykya voidaan tes-
tata kdyttdmalla esim. siementen itimistestia* ja siementen elinkyvyn testia (va-
ritesti, ks. esim. Nakamura & Stanton 1987; Sage & Webster 1990). Siemenvalittei-
sen geenivirran arviointiin voidaan kayttaa assignment-menetelmaa*. Menetel-
maén luotettavuus heikkenee populaatioiden geneettisen samankaltaisuuden li-
saantyessd (Kemppinen ym. 2003). Tero ym. (2003) kéyttivat assignment-mene-
telmaa tataarikohokki (Silene tatarica) -populaatioiden vilisen geenivirran tutki-
miseen.

Gonzalez-Martinez ym. (2002) tutkivat rannikkomannyn (Pinus pinaster) sie-
menvalitteistd geenivirtaa markkereiden spatiaalisen autokorrelaatio -analyysin
(ks. Gonzalez-Martinez ym. 2002; Vekemans & Hardy 2004) avulla.

Menetelmia hybridisaation ja introgression mahdollisuuksien tutkimiseen.
Tahdelld merkityt menetelmit on kuvattu tarkemmin liitteissa.

AFLP*, alkionpelastusmenetelma*, allotsyymimarkkerit*, assignment-mene-
telma*, fylogeniamenetelmit*, geneettinen etdisyys®, geneettiset markkerit*,
herbaariondytteiden tutkiminen, hybridisaation mahdollisuuden arviointi,
idattamiskokeet*, isotsyymimarkkerit ja muut proteiinimarkkerit*, kaukokar-
toitus, kelpoisuuden arviointi*, kokeellinen polytys*, kukkien pussittaminen,
levinneisyyskartat, luotin vastaanottavuuden testi, mikrosatelliitit*, PCR*,
polyttajien polytyskdyttdytymisen tutkiminen, RAPD*, Rayleighin testi,
siementen elinkyvyn testi, siementen puhtauden maéaritys, siiteputken kasvu-
nopeuden mittaus, siitepdlykerdimet, siitepolyn elinkyvyn testi, siitepdlyn
itdmistesti*, siitepolyn laskeminen, siitepdlyn merkitseminen®, spatiaalinen
autokorrelaatioanalyysi, virtaussytometria*

Introgression seurausten arviointi

Siitep6lyn (ja sen mukana geenien) levidminen GM-kasveista ymparoivdan luon-
toon on hyvin todenndkoistd. Kareiva ym. (1994) mukaan geenivirran ympa-
ristovaikutusten kannalta oleellinen kysymys onkin, mitd seurauksia siitepdlyn/
geenien levidmiselld voi olla. Dale (1994) mukaan hybridin ymparistovaikutuk-
set riippuvat siirtogeenin luonteesta ja sen ilmentymisestd uudessa geneettisessa
taustassa.

Hybridisaation seurausten tutkiminen

* Hybridien vakiintuminen.

* Hybridien kelpoisuus.

* Resistenttien (herbisidi/hyonteis-) luonnonvaraisten kantojen muodos-
tuminen.

* Geenifrekvenssien muutos ja geneettisen monimuotoisuuden viheneminen.

* Populaatioiden tai lajien havidminen.

* Levidmiskyvyn muutos hybridisaation seurauksena (ks. levidmiskyky)
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Hybridien vakiintuminen

Hybridisaatiota on osoitettu tapahtuneeksi useiden kasvilajien kohdalla, mutta
introgressoituneiden geenien hybridisaation jalkeinen kohtalo on jadnyt tutkimuk-
sissa vihemmalle huomiolle. Pitkdaikainen seuranta on luultavasti tehokkain sel-
vityskeino hybridien vakiintumisen selvittdimiseen. Esim. Whitton ym. (1997) ovat
tutkineet viljeltyjen ja luonnonvaraisten auringonkukkien (Helianthus annuus)
hybridien vakiintumista viiden sukupolven ajan kidyttien apunaan RAPD-mark-
kereita*. Tutkimuksessa peltojen reunoilla kasvavista ensimmadisen sukupolven
auringonkukista 42 % havaittiin olevan hybrideja. Ensimmaisen hybridisukupol-
ven viljelykasvialleelien frekvenssit eivét juuri pienentyneet seuraavan viiden su-
kupolven aikana. Whitton ym. (1997) mukaan tulosten perusteella voidaan olet-
taa, ettd neutraalit tai hyodylliset siirtogeenit voivat vakiintua luonnonvaraisiin
auringonkukkapopulaatioihin. Tutkittaessa vertikaalista (suvullisen lisddntymisen
kautta tapahtunutta) geenivirtaa viljelykasvista sen luonnonvaraisiin sukulaisiin
voi real-time PCR -menetelmista* (RT-PCR) olla hyotya. Menetelméan avulla saa-
daan tieto tutkittavan DNA-sekvenssin méarastd alkuperdisessd ndytteessd. RT-
PCR mahdollistaa siten useiden naytteiden/yksiloiden yhdistamisen yhdeksi suu-
reksi naytteeksi (pooling). RT-PCR:n avulla voidaan helposti ja halvalla havaita
siirtogeenin lasndolo esim. jonkin tietyn alueen kasveissa.

Hybridien kelpoisuus

Mikaili hybridien kelpoisuus on luonnonvaraisten kasvien kelpoisuutta parempi,
on todenndkodisempad, ettd introgressoitunut geeni vakiintuu populaatiossa (Mal-
kamaéki 1997). Toisaalta Gliddon (1994) mukaan satunnaisajautuminen voi vaikut-
taa geenin vakiintumiseen ilman parantunutta kelpoisuuttakin ja Haygood ym.
(2003) mukaan jopa epésuotuisa alleeli voi vakiintua pienessa populaatiossa tois-
tuvan migraation seurauksena. Hybridien kelpoisuutta voidaan tutkia kelpoisuu-
den arvioinnin avulla.

Hauser ym. (1998), Snow ym. (1998, 2001, 2003) ja Van Gaal ym. (1998) ovat
tutkineet (GM-, tai perinteisten) viljelykasvien ja niiden luonnonvaraisten suku-
laisten valisten risteymien (F1-hybridien) kelpoisuutta. Joissain tapauksissa F1-
hybridien ja takaisinristeytyneiden sukupolvien kelpoisuus on ollut yhtd hyva
(Hauser ym. 1998; Klinger & Ellstrand 1994; Van Gaal ym. 1998; Snow ym. 2001),
tai jopa parempi (Snow ym. 2003; ks. alla) kuin luonnonvaraisten yksildiden.
Hybridien kelpoisuuden tutkimiseen saattavat osin soveltua myds menetelmat,
joita kdytetddn GM-kasvien ja muuntamattomien kasvien levidmiskykyjen
vertailuun (esim. tuotettujen siementen maard, elinkyky ja dormanssikyky; ks.
Levidmiskyky).

Kelpoisuuden muutoksen tutkiminen

Snow ym. (1999) testasivat aiheuttaako introgressoitunut glufosinaattiresistenssin aikaansaava siirtogeeni mitattavan
kustannuslisan rikkamaiselle rypsille (Brassica rapa). Aluksi risteytettiin siirtogeeninen rapsi (Brassica napus) ja
luonnonvarainen rypsi (B. rapa) keskendan. Fl-yksildt takaisinristeytettiin rypsin kanssa ja jélkeldisista valittiin ne,
joilla oli rypsin kromosomiluku. Kun valitut yksilot edelleen takaisinristeytettiin, saatiin tulokseksi sukupolvi (BC,),
joka oli resistenssigeenin suhteen hemitsygoottinen. Kun seuraavan sukupolven (BC,) lisaéntymismenestysta seurattiin,
havaittiin, ettei siirtogeenin omaavien yksildiden siitepdlyn fertiliteetti tai tuotettujen siementen médara poikennut
kasveista, joilla ei siirtogeenid ollut. Snow ym. (1999) mukaan tulokset osoittivat, ettei kyseinen geeni aiheuta kasveille
kustannuslisad, joten glufosinaattiresistenssi voi introgressoitua rypsiin ja vakiintua ilman herbisidien kayton aiheut-
tamaa valintapainettakin.
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Snow ym. (2003) kayttivat siementuotannon suuruutta auringonkukkapopulaatioiden kelpoisuuden mittarina. He osoit-
tivat tutkimuksessaan ensimmaising, etta Bt-hydnteiskestavyysominaisuus (cry/Ac) voi hyddyttaa myds luonnonvaraisia
kasvipopulaatioita luonnonolosuhteissa. Tutkimuksessa kaytettiin viljeltyjen ja luonnonvaraisten auringonkukkien
(Helianthus annuus) takaisinristeytyneita luonnonvaraisia populaatioita, joihin oli introgressoitunut cry/Ac —siirtogee-
ni. Perhosten, kdrsakkdiden ja karpdsten aiheuttamia tuhoja seurattiin seka siirtogeenin omaavista, ettd kontrollikas-
veista. Siirtogeenin omaavien kasvien siementuotanto oli ensimmaiselld koealalla 55 % kontrollikasvien siementuotan-
toa suurempi. Samanlainen suuntaus havaittiin toisellakin koealalla, mutta siind kasvien valinen ero oli ainoastaan
14 %. Erot siementuotannon madrissa johtuivat siirtogeenisten kasvien paremmasta hydnteiskestavyydesta (erityisesti
perhoskestavyydesta). Kasvihuonekokeissa siirtogeenilld ei havaittu olevan kustannuslisaa kasville. Tutkijoiden mukaan
tulokset indikoivat, ettd mikéli Bt-auringonkukat otetaan kaupalliseen viljelyyn, siirtogeenit introgressoituvat luonnon-
varaisiin populaatioihin. Siirtogeenin omaavien yksildiden (ja populaatioiden) siementuotanto tulee kasvamaan (verrat-
tuna Bt-ominaisuutta vailla oleviin kasveihin) niilla alueilla, joilla perhosherbivorit ovat yleisia.

Geneettinen monimuotoisuus

Geneettinen monimuotoisuus auttaa populaatioita sopeutumaan muuttuviin ym-
péristoolosuhteisiin. Monimuotoisuuden kaventuessa myds sopeutumiskyky saat-
taa heikentya. Ellstrand (2003) ja Wolf ym. (2001) mukaan hybridisaatio saattaa
joissakin tapauksissa johtaa jopa uhanalaisten kasvilajien sukupuuttoon kuolemi-
seen tai geneettiseen koyhtymiseen (mika péatee siis myds muuntamattomiin kas-
veihin). Populaatioiden geneettisen rakenteen muutoksia voidaan tutkia geneetti-
sid markkereita* ja niiden analyysimenetelmid kayttamalld. Kjellsson ym. (1997)
mukaan GM-kasvien vaikutuksia geneettiseen diversiteettiin voidaan mitata esim.
kelpoisuuden arvioinnin avulla. Gustine ja Sanderson (2001) kayttivat RAPD-mark-
kereita* ja pysyvid koealoja tarkastellessaan valkoapilan (Trifolium repens) popu-
laatioiden ajallisia ja paikallisia geneettisen diversiteetin muutoksia. Muita mene-
telmid ovat geenivirran arviointi yksittdisten merkkialleelien avulla (sekven-
sointi*) ja isyysanalyysi*. Kayttokelpoisia geneettisid markkereita ja geneettisten
markkereiden analyysiohjelmia (molekyyliosiossa mainittujen lisdksi) ovat mm.
haplotyyppistatistiikka (ks. esim. McCauley ym. 2003), spatiaalinen autokorrelaa-
tioanalyysi ja Moran’s I (ks. Gonzalez-Martinez ym. 2002).

Esimerkki geneettisen monimuotoisuuden mittaamisesta

Bartsch ym. (1999) tutkivat viljellyista juurikkaista (Beta vulgaris) villijuurikkaisiin kohdistuvan geenivirran vaiku-
tusta luonnonvaraisten kasvien geneettiseen monimuotoisuuteen. Tutkimuksessa mitattiin isotsyymi*-alleelifrekvensseja
(11 polymorfista lokusta) useista juurikaspopulaatioista. Tulosten avulla arvioitiin juurikkaiden geneettistd polymorfis-
mia ja populaatioiden geneettista rakennetta standardimenetelmia kdyttden (Nein geneettinen diversiteetti®, seka
geneettinen etdisyys*). Bartsch ym. (1999) tulokset osoittivat, etta geenivirta viljellyista juurikkaista villijuurik-
kaisiin itse asiassa hiukan lisdsi jalkimmdisten geneettistd monimuotoisuutta verrattuna sellaisiin populaatioihin,
jotka kasvoivat kauempana viljellyista juurikkaista (30 % Nein arvioitu heterotsygotismi). Bartsch ym. (1999) mukaan
tulosten perusteella ei kuitenkaan voida paatelld geenivirran maaraa tai sen vaikutuksia luonnonvaraisten kasvien
kelpoisuuteen.

Populaatioiden/lajien haviaminen

Wolf ym. (2001) mukaan hybridisaatio voi johtaa erityisesti sellaisten populaatioi-
den tai lajien havidmiseen, jotka ovat harvinaisia, heikkoja kilpailijoita ja joilla ei
ole kunnollisia lisdadntymisesteitd viljelykasvien kanssa. Ilman mallinnuksia GM-
kasvien viljelyn vaikutuksia luonnonvaraisten populaatioiden/lajien havidmiseen
voi olla vaikeaa tutkia.
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Ekosysteemien koyhtymisen (esim. lajimddrien pieneneminen) kohdalla on
epaselvad, mikd on merkittavad monimuotoisuuden vahenemista. Brittildisissa Field
Scale Evaluations -tutkimuksissa (FSE; ks. esim. Perry ym. 2003) kysymysta selvi-
tettiin siemenpankin avulla saaduilla aiemmilla runsauksilla, mutta siindkin véhe-
nemistd voitiin arvioida vain karkeasti.

Lajien haviamisen tutkiminen simulaation avulla

Wolf ym. (2001) ovat selvittaneet lajien haviamista sukupuuttoon luonnollisen hybridisaation kautta simuloimalla
kahden yksivuotisen lajin risteyméan elinkiertoa. Simulaatiossa (individual-based model simulating) kaytettiin lukuisia
ekologisia parametreja (mm. populaatiokoko, siitepolytuotanto, siiteputken kasvunopeus), jotka kaikki vaikuttivat
lajien haviamisriskiin. Luonnonvaraisella kasvilla kilpailukyky, alkuperdinen (kasvu)tiheys, ja itsepdlytysaste vaikutti-
vat havidmiseen eniten. Pretsygoottisilla (ennen hedelmditysta ilmenevilld) lisaantymisesteilld oli posttsygoottisia (he-
delmdityksen jalkeen ilmenevid) esteitd voimakkaampi vaikutus haviamisnopeuteen. Simulaatiossa hybridisaatio johti
toisen vanhemmaislajin haviamiseen jopa viiden sukupolven aikana tietyissd olosuhteissa. Wolf ym. (2001) mukaan
simulaatioita voidaan kdyttdd mm. tietotarpeiden selvittdmiseen.

Mallintaminen

Ekologinen mallintaminen tulee luultavasti yleistymaan GM-kasvien ymparisto-
vaikutusten, erityisesti levidmisen, siitepdlyn liikkkumisen ja introgression arvi-
oinnissa. Erilaisiin malleihin voidaan siséllyttdad kenttdkokeista saatua dataa esim.
siitepolyn tai siementen levidmisesta (esimerkkimallit: ks. ekol. menetelmaét). Esim.
Loos ym. (2003) ovat kehittaneet kaksi eri mallia simuloimaan maissipellolta tule-
van siitepOlyn aikaansaamaa ristipolytystd. Malleja on kaytetty kenttdkokeista
saatuihin ristipolytysaineistoihin. Thompson ym. (2003) ovat puolestaan kehitta-
neet mallin ristikukkaisten kasvien sekd puuvillan geenien introgressiolle 1dhisu-
kuisiin kasveihin.

Esimerkkeja tehdyista mallinnuksista

Kasvien leviamisen simulointi — Ault & Coote (1990).

Siitepolyn (ja/tai siementen) levidmisen laajuuden matemaattinen arviointi — Kareiva ym. (1994), Ennos (1994),
Meagher ym. (2003), Dyer ym. (2004).

Invaasio — Lewis (2000), Cannas ym. (2003).

Siemenpankkien arviointiin vaikuttavat tekijat — Benoit ym. (1989).

Uuden geenin introgressoituminen luonnonvaraiseen populaatioon — Soboleva ym. (2003).

Klonaalisen kasvun (stokastinen) simulointi - Cain ym. (1991).

Populaatiodynamiikkaan ja -arkkitehtuuriin perustuva kasvun malli — Callaghan ym. (1990).
Populaatiodymamiikka — Bauer ym. (2003).

Kilpailun vaikutukset — Hamill ym. (1986), de Kroon ym. (1987), Miller & Weiner (1989), Kjellsson (1991),
Perry ym. (2003), Damgaard (2004).

Lajien haviaminen hybridisaation seurauksena — Wolf ym. (2001).

Bt-resistenssin kehittyminen viljelykasvialoilla, esimerkkeina GM-omena (Malus domestica) ja -apila (Trifolium sp.)
— Caprio & Suckling (2000).
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Menetelmid hybridisaation ja introgression seurausten tutkimiseen.
Tahdelld merkityt menetelmit on kuvattu tarkemmin liitteissa.

Diversiteetti-indeksi*, ekologiset mallit, geneettinen etdisyys*, geneettiset
markkerit*, geneettisten markkereiden analysointimenetelmat*, haplotyyp-
pistatistiikka, Moran’s I, pysyvit koealat*, QTL*, RAPD*, RFLP*, RT-PCR¥,
sekvensointi*, spatiaalinen autokorrelaatioanalyysi

7.2.2 Horisontaalinen geenin siirtyminen (HGT)

Horisontaalinen geenin siirtyminen (HGT) aitotumallisten elididen valilla, tai siir-
tyminen aitotumallisista elidistd alkeistumallisiin on nykytietimyksen mukaan
mahdollinen, mutta niin harvinainen tapahtuma, ettd sen osoittaminen on vaikeaa
kehittyneistd molekyylimenetelmistd huolimatta (ks. esim. Conner ym. 2003). Gee-
nien, erityisesti siirtogeenien siirtyminen kasveista muihin eli6ihin on GM-kasvi-
en riskinarvioinnin kannalta merkittavin HGT-tapahtuma. Sellaiset elitt, jotka ovat
lahikontaktissa kasvin kanssa (esim. symbionttiset ja patogeeniset mikrobit, seka
maaperdn bakteerit; ks. esim. van Elsas ym. 1989), lienevit todennékoisimpia hor-
isontaalisen geenivirran kohteita. Erityisesti jotkut bakteerit, kuten esim. Acineto-
bacter calcoaceticus, pystyvét ottamaan sisddnsa kasvien DNA:ta yhtd hyvin kuin
alkeistumallistenkin elididen DNA:ta (Beringer 2003). Horisontaalisen geenien siir-
tymisen edellytyksend on siirtogeenisen DNA:n sdilyminen maaperéssa. Esim.
Widmer ym. (1996) pystyivit laboratorio-olosuhteissa jaljittimaan GM-kasvista
perdisin olevaa siirtogeenistda DNA:ta maandytteistd 130 pédivan kuluttua kasvi-
materiaalin joutumisesta maaperaan. Lisaksi Paget ja Simonet (1994), seka Geb-
hard ja Smalla (1999) 16ysivat kasvi-DNA:ta maaperésta vield kahden vuoden
kuluttua kyseisten kasvien viljelystd. De Vries ym. (2003) 10ysivét siirtogeenista
DNA:ta nelja vuotta vanhoista +4°C lampotilassa varastoiduista maandytteista.
DNA oli tutkijoiden mukaan todennakdisesti perdisin siirtogeenisen kasvin (peru-
na) siitepolystd. Tutkimuksessaan De Vries ym. (2003) osoittivat, ettd myos elavi-
en kasvien juuret (eikd pelkdstddn lahoava kasviaines) ja siitepoly voivat olla siir-
togeenien lahteend bakteereille. Periaatteessa bakteerit voivat siirtda kasveilta saa-
miaan siirtogeeneja edelleen bakteeripopulaatioissa yksilosta toiseen. Esim. Van
Elsas ym. (1989), Lilley ym. (1994) ja Troxler ym. (1997) ovat osoittaneet, ettd kasvi-
en ritsosfééri on erityisen edullinen paikka bakteerien viliselle HGTlle. My®s kas-
vien fyllosfadrissé (lehtien pinnalla) on osoitettu tapahtuvan bakteerien vilista
HGT:ta (Bjorklof ym. 1995). Sellaiset siirtogeenikonstruktit, joissa on bakteereista
perdisin olevia elementtejd (esim. promoottorit) voivat periaatteessa lisata hor-
isontaalisen geeninsiirtymisen mahdollisuutta (ks. Nielsen ym. 1998).

Luonnossa on jo ennestdédn valtavasti DNA:ta, eivatka siirtogeenit esim. Be-
ringer ym. (2003) mukaan siirry elidstd toiseen sen helpommin kuin elién omat-
kaan geenit. Edelleen Dale ym. (2002) mukaan siirtogeenisen DNA:n osuus on
luultavasti olematon verrattuna totaalisen, maaperdssa esiintyvan DNA:n maa-
raan. Myos esim. Gebhard ja Smalla (1999) ja Hay ym. (2002) toteavat DNA:n sdily-
mistad koskevissa tutkimuksissaan siirtogeenisen DNA:n méérdn olevan maape-
rdssa niin pieni, ettd horisontaalisen geeninsiirtymisen todennakéisyys on véhai-
nen. Toisaalta Tepfer ym. (2003) mukaan alle 2 g ehjad kasvin juurta tai vahemman
kuin 0,1 g murskattua lehtea riitti Acinetobacterin transformaatioon laboratorio-
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olosuhteissa, kun vastaanottajabakteeri sisalsi siirtogeenin kanssa homologisen
DNA-alueen. Siirtogeenien integroituminen bakteerien periméaan ndyttad lahes aina
tapahtuvan homologisen rekombinaation avulla, jolloin bakteerilla on jo ennes-
tddn oltava ainakin osittain identtinen sekvenssi. De Vries ym. (2003) eivét tutki-
muksessaan pystyneet havaitsemaan HGT:ta tapahtuneeksi sellaisissa tapauksis-
sa, kun homologiaa ei ollut.

HGTn frekvenssi ei Droge ym. (1998) mukaan ole ratkaiseva tekija riskeja
arvioitaessa, silla hyvin harvinaisellakin tapahtumalla voi olla ekologisia seurauk-
sia mikali siirtynyt geeni parantaa vastaanottajaelion kelpoisuutta. Droge ym.
(1998) mukaan riskinarvioinnissa tulisikin keskittya tallaisten geenien tunnista-
miseen. Myo6s Simonet (2000) mukaan siirtogeenisen kasvin DNA:n integroitumi-
sella maaperdn elididen perimddn on tuskin merkittavid ekologisia seurauksia,
mikali uusi geeni ei paranna vastaanottajaelion kelpoisuutta. Lisdksi Kurland ym.
(2003) mukaan siirtynyt geeni hédvidd pian vastaanottajabakteerin perimasta, mi-
kili se ei tarjoa bakteerille valintaetua. Horisontaalisen geeninsiirtymisen mah-
dollisuus kuitenkin mainitaan lainsddddnnossa GMO:iden viljelyn mahdollisena
ympdristorisking, joten geenien siirtymisen mahdollisuudesta ja mahdollisista eko-
logisista seurauksista tarvitaan tutkimustietoa riskinarviointia varten. Sen sijaan
HGTn rutiininomainen seuranta voi osoittautua hyvin tyolaaksi tehtavaksi, silla
seurantaan ei ole (vield) olemassa toimivia menetelmia. Seuranta luultavasti vaati-
si parhaimmillaankin valtavan ndytemaaran analysointia.

Epédsuoria todisteita horisontaalisesta geenin siirtymisestd on saatu fyloge-
niamenetelmid* kayttamalld. Monissa tutkimuksissa (esim. Ke ym. 2000; Royo ym.
2000) on raportoitu (tapahtuneita) geenien siirtymisid alkeistumallisten elididen
valilld, mutta my0s alkeis- ja aitotumallisten elididen valilla (ks. esim. Furner ym.
1986; Buades & Moya 1996; Katz 1996; Baker 1998; Brinkman ym. 2001). Lisédksi
my0s virusten, aitotumallisten elididen ja bakteerien vélilld on havaittu tapahtu-
neen HGT:td (ks. Baldo & McClure 1999). Hiljattain on julkaistu laaja fylogeneet-
tinen tutkimus (Berghthorsson ym. 2003), jonka mukaan kaukaistakin sukua ole-
vien kasvien vililla tapahtuu horisontaalista mitokondrion geenien siirtymista.
Kasvien mitokondrioista on tavattu mm. kimeerinen geeni, jonka toinen osa on
perdisin kaksisirkkaisesta kasvista ja toinen yksisirkkaisesta kasvista. Tutkimuk-
sessa kasiteltiin lahinna kahta mitokondrion geenid, ja tapahtuneita geenien siir-
tymisid raportoitiin useita. Tutkijoiden mukaan siirtymisid tapahtuu kuitenkin niin
pienelld taajuudella, ettd ne tuskin lisddvat GM-kasvien viljelyn riskeja. Lisdksi
siirtyneitd geenejd havaittiin lahinnd mitokondrioissa. Bergthorsson ym. (2003)
mukaan kasveilla ei juuri tiedetd tapahtuneen horisontaalista geenien siirtymista
tumasta tai viherhiukkasen genomista. Geenien siirtymisen vektoria ei Berght-
horsson ym. (2003) tutkimuksessa pystytty osoittamaan. Mahdollisia vektoreita
voisivat olla esim. bakteerit tai virukset. Geenien siirtyminen eri kasvilajien (tai
muiden elididen) valilld voi teoriassa tapahtua bakteerin kautta. Esim. Tepfer ym.
(2003) mukaan kasvin DNA:ta vastaanottanut transformaatiokykyinen maape-
rabakteeri (esim. Acinetobacter) voisi vélittdd DNA-fragmentin edelleen kasveja
infektoiville Agrobacterium-bakteereille.

Horisontaalisesta geenin siirtymisestd on tehty jonkin verran myo6s kokeel-
lista tutkimusta. Useimmat tutkimukset (katso esim. Nielsen ym. 1997; Nielsen
ym. 1998; Bertolla & Simonet 1999; Gebhard & Smalla 1999) eivit ole pystyneet
osoittamaan geenien siirtymisid kasvien ja bakteerien vililld, mutta joissakin tut-
kimuksissa (ks. Nielsen ym. 2000; Tepfer ym. 2003) on saatu kokeellista nayttoa
kasvigeenien siirtymisesta bakteereihin. Lisdksi ainakin kahdessa aiemmassa tutki-
muksessa on havaittu DNA:ta siirtyneen kasvista sieneen tai muuhun aitotu-
malliseen elioon (Hoffman ym. 1994; Buhariwalla & Mithen 1995). Lisédksi tie-
detddn, ettd virukset ottavat isintdkasvin nukleiinihappoja omaan perimaansa
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(Aaziz & Tepfer 1999), joten periaatteessa niilld voisi olla mahdollisuus siirtda gee-
neja esim. kasviyksiloiden vélilld. Suurin osa kasviviruksista on RNA-viruksia, joi-
den kohdalla DNA:n siirtymisen mahdollisuus on ldhinnd hypoteettinen. DNA-
virusten ja retrovirusten kohdalla DNA:n siirtoa voisi kenties tapahtuakin.

Mahdollisia horisontaaliseen geeninsiirtymiseen vaikuttavia tekijoita

* vapaan GM-kasvi-DNA:n mééré ja sdilyminen maaperassa

* transformaatiokykyisten elididen (esim. Acinetobacter) lasndolo

* vektorit, kuten virukset, plasmidit ja transposonit

* siirtogeenien maara (Tepfer ym. 2003)

* ympdristotekijat; esim. saatavilla olevien ravinteiden maara voi vaikuttaa
HGThen

* luovuttajakasvin fysiologinen tila (Tepfer ym. 2003)

* GM-konstruktin bakteeriperdiset elementit (esim. nptIl, sddtelyalueet) tai
niiden muu vastaavuus vastaanottajaorganismien geenien kanssa voivat
lisita HGT:n mahdollisuutta (homologinen rekombinaatio), geenissd olevat
intronit voivat puolestaan estdéd sen toiminnan bakteerissa. Joidenkin tutki-
joiden (ks. http://www.i-sis.org.uk/hgt.php) mukaan tietyt sekvenssit, kuten
esim. yleisesti kaytetty kukkakaalin mosaiikkiviruksen 35S-promoottori
voivat itsessddn lisatd HGT:n mahdollisuutta (helposti rekombinoituvat
kohdat, usein/herkésti katkeavat kohdat).

* siirtogeenin hyoty sen vastaanottajalle. Esim. Tepfer ym. (2003) mukaan
kanamysiiniresistenssi siirtyy kasvista bakteeriin todennakdisemmin
valintapaineen alaisena (eli kanamysiinid kdytettdessa).

Lisaksi siirtynyt geeni saattaa helpommin vakiintua bakteeripopulaatioissa tai
muissa elidissd, mikéli se parantaa vastaanottajaelion kelpoisuutta.

Tutkimusmenetelmit

Kokeelliset menetelmat

Bakteerien lajinmédritykseen ja tutkimiseen on perinteisesti kdytetty viljelya.
Mikali siirtogeenikonstruktissa on kéytetty selektiivisid merkkigeenejd, voidaan
maaperan bakteereja kasvattaa tietynlaisilla alustoilla siirtogeenien omaavien bak-
teerien seulomiseksi. Jos seurataan antibioottiresistenssiominaisuuden (esim.
nptll:n) siirtymista siirtogeenisestd kasvista maaperdn mikrobeihin, voidaan bak-
teereita kasvattaa kyseistd antibioottia sisaltavalla alustalla, jolloin osa baktee-
reista karsiutuu (menetelmén kuvaus, ks. esim. de Vries ym. 2003). Eloonjdaneiden
bakteerien ei voida ilman muuta olettaa saaneen resistenssiominaisuuttaan kas-
vilta, silld suurella osalla maaperabakteereista on luonnostaan erilaisia antibiootti-
resistenssigeeneja. Alustalla kasvavista bakteereista voidaan etsid siirtogeenipe-
raista DNA:ta PCR-menetelmaa* kayttamalla. Mikali jostain ndytteestd 10ytyy
sekvensoinnissa* siirtogeenikonstruktissa kdytetyn nptll:n kanssa identtinen sek-
venssi, voidaan HGT olettaa tapahtuneeksi. Esim. Gebhardt ja Smalla (1999) kayt-
tivat viljelymenetelmaa etsiessddn sokerijuurikkaan siirtogeeneja bakteereista.
Kanamysiinia sisdltdvalla alustalla kasvavista bakteereista yritettiin 16ytaa kasvin
siirtogeenejd DNA-hybridisaation* ja PCR:n avulla. Tutkimuksessa ei pystytty
selkedsti osoittamaan HGT:ta tapahtuneeksi, vaikka tulokset sithen osittain viitta-
sivatkin (Gebhardt & Smalla 1999). Viljelyn avulla saadaan kuitenkin vain murto-
osa mikrobilajistosta esille, ja esim. arkkibakteereita ei lainkaan.
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Esimerkki horisontaalisen geenin siirtymisen tutkimuksesta

Eraassa tutkimuksessa (Buhariwalla & Mithen 1995) havaittiin, etta ristikukkaisia infektoivalla limasieniin kuuluvalla
mohojuurisienelld (Plasmodiophora brassicae) on kyky ottaa sisaansa suuria maaria DNA:ta hajoavista (ristikukkaisis-
ta) kasveista. Toisaalta Buhariwalla ja Mithen (1995) eivét tutkimuksessaan kuitenkaan loytaneet kasvi-DNA:ta tutki-
mistaan mohojuurisienen lepoitidistd, joten he paattelivat, etta tapahtuma oli hetkellinen, sill siirtynyt DNA ei periyty-
nyt mohojuurisienen jalkelaisille.

Suorien PCR-menetelmien kdyttoonotto on auttanut maaperdan mikrobiflooran
tutkimuksissa, silla edeltdvaa viljelya ei tarvita, vaan haluttu alue voidaan monis-
taa suoraan maandytteestd. Esimerkiksi England (2001) on kuvannut menetelman
(virus-) DNA:n eristimiseen ja monistamiseen maapera- ja vesindytteistd. Geb-
hardt ja Smalla (1999) osoittivat sokerijuurikkaan siirtogeenien sdilyvan maape-
rdssd useita vuosia suoran PCR-menetelmén ja siirtogeenispesifien alukkeiden
avulla. Toisaalta suoralla PCR-menetelmalld on heikkoutensa; esim. siirtogeeneja
maaperdndytteistd etsittdessa ei voida olla varmoja, onko saatu DNA-sekvenssi
perdisin esim. bakteerista, vai onko se ollut vapaana maaperdssa tai lahoavassa
kasviaineksessa tai maapartikkeleihin sitoutuneena. Naytteen sisdltdmat baktee-
rit voi yrittdd erottaa maa-aineksesta ennen DNA:n eristystd ja PCR-monistusta
erityisen sentrifugimenetelman avulla (ks. Gebhardt & Smalla 1999).

Selvimmin siirtogeenisen DNA:n siirtymistd kasvien ja bakteerien vélilld on
pystytty osoittamaan ns. geenitoiminnan palauttavalla menetelmalla (ks. esim.
DeVries & Wackernagel 1998; de Vries ym. 2003), jossa vastaanottajabakteerin gee-
nid on muokattu niin, ettd geeni ei toimi. Mikali bakteeri pystyy vastaanottamaan
toimivan geenin GM-kasvilta, menetetty toiminta palautuu. Esim. Tepfer ym. (2003)
ovat kdyttdneet menetelméd osoittaessaan kanamysiiniresistenssigeenin (nptlI)
siirtymistda GM-kasveista Acinetobacter-bakteeriin laboratorio-olosuhteissa. Tepfer
ym. (2003) testasivat mikrokosmosolosuhteissa DNA:n siirtymistd monesta eri
kasvista (lituruoho, Arabidopsis thaliana; rapsi, Brassica napus; karhunkdynnos, Ca-
lystegia sepium; porkkana Daucus carota; palikkamailanen, Medicago truncatula ja tu-
pakka, Nicotiana tabacum), eri tavoilla kasitellyista kasvinosista (ehja ja murskattu
lehti, juuri jne.), ja kasveista, joihin oli siirretty nptll-geeni joko tumaan tai viher-
hiukkasiin. Tutkimuksessa kédytettiin pintasteriloituja lehtid ja akseenisesta (sterii-
listd) viljelysta saatuja juuria bakteerikontaminaatioiden valttdmiseksi. Tepfer ym.
(2003) mukaan HGT-tutkimuksessa on huolellisesti eliminoitava virheldhteet, ku-
ten kontaminaatiot. Geenin siirtymistd pystyttiin havaitsemaan lahes kaikissa
kokeissa, eniten kuitenkin niissd tapauksissa, joissa luovuttajakasvin nptll sijaitsi
viherhiukkasissa. NptII:n siirtyminen perustui homologiseen rekombinaatioon eli
siihen, ettd bakteerilla oli ennestddn samankaltainen sekvenssi genomissaan. Tut-
kimus on tehty laboratorio-olosuhteissa, joten tulokset eivdt ehka sellaisenaan
pade luonnon olosuhteissa. Esim. luonnossa esiintyvét transformaatiokyvyttomat
bakteerit voivat hajottaa kasvi-DNA:n, ennen kuin transformaatiokykyiset bak-
teerit, kuten esim. Acinetobacter spp., ottavat sen sisddnsa (Tepfer ym. 2003). Baktee-
rien tiedetddnkin tunnistavan vieraan DNA:n sen metylaatiokuvioinnin perusteella
ja hajottavan sen restriktioendonukleaaseillaan.

.............................................................. Suomen ympadristd 736



Geenitoiminnan palauttava menetelma

DeVries ja Wackernagel (1998) kehittivat geenitoiminnan palauttavan menetelman, jolla voitiin havaita siirtogeenis-
ten kasvien sisaltaman npt/fn siirtyneen Acinetobacter-bakteeriin. Menetelma tosin on keinotekoinen. Bakteerin oma
nptll-geeni sisalsi 10 emasparin pituisen deleetion, mika teki geenin toimimattomaksi. Viallisen geenin korvaaminen
bakteeriin siirtyneelld GM-kasviperaisella mpt/klla palautti geenin toiminnan, mik voitiin havaita kanamysiinikes-
tavyytend. Geenin korjaantuminen tapahtui 6 x 10%-kertaisessa ylimaaraisen kasvi-DNA:n konsentraatiossa (De Vries
& Wackernagel 1998).

HGT:n yleisyyden ja seurausten arviointi

Historiallisia horisontaalisia geenien siirtymisid ja niiden ekologisia seurauksia
pystytaan tutkimaan jo olemassa olevan tiedon perusteella. Tutkimuksen mahdol-
listavat geenipankeissa jatkuvasti lisddntyva DNA-sekvenssimdéra seka sellaiset
tietokannat kuin esim. 'The Horizontal Gene Transfer DataBase (HGT-DB) (Garcia-
Vallve ym. 2003). HGT-DB sisaltaa tilastollista tietoa (GC pitoisuus, kodoni- ja
aminohappojen kayttd) 89 kokonaan sekvensoidusta bakteerista (vuoteen 2002
mennessd), sekd informaatiota siitd, mitkd geenit poikkeavat mainituilta ominai-
suuksiltaan bakteerin muusta genomista. Ajatuksena on, ettd juuri téllaiset geenit
saattavat olla perdisin muista elidistd. Tutkittavat DNA-sekvenssit voidaan alusta-
vasti tunnistaa vertailemalla niitd geenipankissa ennestaédn oleviin sekvensseihin,
sekd etsid geenipankista tutkittavaa sekvenssid eniten muistuttavat geenit (BLAST-
search; ks. Altschul ym. 1997). Pelkkd BLAST-haku ei kuitenkaan anna luotettavaa
kuvaa HGT:sta, silld siind ryhmittely perustuu sekvenssien pinnalliseen samankal-
taisuuteen, eika todellisiin sukulaisuussuhteisiin. Tietokannassa (geenipankki tai
muu tietopankki) siirtyneeksi epéillyn geenin alkupera onkin tarkistettava. Luo-
tettavin keino tdhan on kaikkien kyseista geenia edustavien geenipankissa olevi-
en sekvenssien fylogeneettinen analyysi*. Horisontaaliset geenien siirtymiset eri
elividen vélilla ndakyvat fylogeneettisessd puussa geenin ‘outona ryhmittymisend’
verrattuna elididen fylogeniaan. Puita tulkittaessa on kuitenkin huomioitava, etta
myo6s muut ilmiot, kuten esim. geenien havidmiset (gene loss), linjojen epatay-
dellinen erkautuminen (lineage sorting) tai geenien kahdentuminen voivat pin-
nallisesti ndyttdd HGTIta. Lisdksi viherhiukkasen ja mitokondrion geenit voivat
olla harhaanjohtavia tuman vastaaviin geeneihin perustuvassa fylogeneettisessa
puussa.

Tulevaisuudessa, kun tietoja lukuisista analyyseistd yhdistetddn, voidaan ar-
vioida horisontaalisen geenin siirtymaén yleisyyttd kasveista bakteereihin tai mui-
hin eli6ihin, sekd mahdollisesti horisontaalisen geenivirran biologisia ja ekologi-
sia seurauksia.

Menetelmii horisontaalisen geenin siirtymisen tutkimiseen. Tahdella merki-
tyt menetelmit on kuvattu tarkemmin liitteissa.

Bakteerien viljely, DNA-hybridisaatio, fylogeneettinen analyysi*, geeni-
toiminnan palauttavat menetelmét, mikrokosmosjarjestelyt, PCR*, sekven-
sointi*, sentrifugimenetelmat
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7.3 Vaikutukset muihin kuin kohde-elioihin

Muuntogeenisten kasvien mahdollinen haitallinen vaikutus muihin kuin kohde-
elidihin (nontarget effects) on yksi geenitekniikan kaytostd aiheutuneista huolen-
aiheista (ks. esim. Losey ym. 1999). Haitallisia vaikutuksia voidaan epaiilld olevan
esimerkiksi sellaisilla GM-kasveilla, joihin on siirretty jokin myrkyllisen/haitalli-
sen aineen tuottava geeni. Tdhdn asti kokeiltujen GM-kasvien tuottamia toksisia
tai muuten muille elitille haitallisia aineita ovat olleet ldhinnéa Bt-toksiinit, kitinaa-
si, kolesterolioksidaasi, lektiini sekd proteinaasi- ja amylaasi-inhibiittorit
(Schuler ym. 1999). Siirrettyjen ominaisuuksien haitallinen vaikutus voi olla akuutti
(Iyhytaikainen ja palautuva) tai pitkdaikainen. Pitkdaikaisia vaikutuksia voi ilme-
td esim. pitkdikdisten GM-puiden viljelyn yhteydessa. Liséksi haittavaikutus voi
olla tappava (letaali) aiheuttaen ennenaikaisen kuoleman, tai silld voi olla vahai-
sempid (subletaali) vaikutuksia, esim. elion hedelmallisyyden tai painon vahenty-
minen (mika puolestaan voi vaikuttaa elididen populaatiodynamiikkaan). Vaiku-
tukset voivat olla suoria, eli itse siirretty ominaisuus vaikuttaa ympaériston elidihin
tai prosesseihin, tai valillisid, eli esimerkiksi GM-kasvin perinteisesta viljelysta
poikkeavista viljelytavoista (herbisidi- ja pestisidikasittelyt) johtuvia. Viimeksi
mainituista vaikutuksista on tehty hiljattain laajoja, monivuotisia tutkimuksia,
joissa herbisidikestavien GM-kasvien viljelymenetelmat vaikuttivat merkittavas-
ti joidenkin selkdrangattomien eldinten runsauksiin (ks. liite: FSE:t).

Téhénastisissa tutkimuksissa on ldhinnéd seurattu muuttuuko jonkin tietyn
elion tai elioryhmén kuolleisuus/yleisyys/runsaus GM-kasvin viljelyn vaikutuk-
sesta. Vaikka muutoksia tapahtuisikin jossain ryhmissd, muutosten laajempia eko-
logisia vaikutuksia on usein vaikeaa tai mahdotonta ennakoida. GM-kasvien vilje-
lyn pitkdaikainen seuranta voi tuottaa lisaa tietoa muihin kuin kohde-eli¢ihin koh-
distuvien vaikutusten ekologisista seurauksista.

71.3.1 Vaikutukset maaperdn mikrobeihin

Bruinsma ym. (2003) mukaan useimmissa tdhdnastisissa GM-kasvien maapera-
vaikutusten tutkimuksissa ei ole pystytty osoittamaan selkeitd negatiivisia, posi-
tiivisia tai neutraaleja GM-kasvien kdyttoonotosta aiheutuneita vaikutuksia. GM-
kasvien aiheuttamat muutokset mikrobiyhdyskuntien rakenteessa voivat vaikut-
taa esim. orgaanisen aineksen hajoamiseen, ravinteiden mineralisaatioon ja im-
mobilisaatioon, hapetus-pelkistysreaktioihin, biologiseen typensidontaan ja ty-
pen liukoisuuteen (ks. Motavalli ym. 2004) ja sitd kautta myos ekosysteemin mui-
hin organismeihin. Kowalchuck ym. (2003) mukaan GM-kasvien vaikutuksia maa-
perdn mikro-organismeihin tulee tutkia tapauskohtaisesti, ainakin siihen asti kun
on saatu keréttya riittavéasti tietoa GM-kasvien vaikutuksista yleistysten tekemi-
seksi. Uusien GM-kasvien vaikutuksia tulee kuitenkin aina seurata, silli tulevai-
suudessa saattaa olla kdytossd hyvinkin monenlaisia GM-sovelluksia (esim. teol-
listen yhdisteiden ja lddkeaineiden tuotto kasveissa), joiden ymparistovaikutuk-
sista ei ole aiempaa kokemusta.

Mikrobiyhdyskuntien tutkiminen on vaikeaa niiden monimutkaisen raken-
teen takia. Lisdksi vain murto-osa lajeista on viljeltavissa. Ehka juuri siksi tdhédnas-
tisissa tutkimuksissa onkin keskitytty vain muutaman toiminnallisen (tai fyloge-
neettisen) ryhmaén tutkimiseen. Kowalchuck ym. (2003) mukaan téllaisten yksit-
taisid ryhmid tutkivien ldhestymistapojen hyodyllisyys tulisi perusteellisesti sel-
vittdd. Lisdksi Kowalchuck ym. (2003) mukaan mikrobipopulaatioiden tunnista-
misen ja kvantifioinnin lisdksi tutkimuksissa tulisi keskittya populaatioiden aktii-
visuuden maédrittdimiseen ja mahdollisesti havaittavien muutosten ekologisten
seurausten tunnistamiseen.
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Téllaisia tietoja yhdistamalla voitaisiin paremmin ymmartdd kasvien ja maa-
perdn elididen valisid vuorovaikutuksia ja siten myos GM-kasvien vaikutuksia
koko ekosysteemiin. Lisdksi tutkimusjarjestelyissa olisi Kowalchuck ym. (2003)
mukaan huomioitava itse GM-kasvista johtuvien vaikutusten lisdksi my6s muut-
tuneista maanviljelymenetelmistd aiheutuvat muutokset sekd muista abioottisis-
ta ja bioottisista ilmidistd (vuodenaikaisvaihtelu, sad, kasvin kehitysvaihe, sijainti,
kasvin genotyyppi jne.) johtuvat muutokset. Edelld mainitut ilmi6t ovat tdhanas-
tisissa tutkimuksissa vaikuttaneet mikrobien yhteisorakenteen muutoksiin enem-
man kuin itse tutkitut GM-kasvit (Kowalchuck ym. 2003; ks. myos Heuer & Smalla
1999; Lukow ym. 2000; Dunfield & Germida 2001; Lottmann & Berg 2001; Gyamfi
ym. 2002; Heuer ym. 2002).

Koska kaikkia eliditd on mahdotonta sisillyttia tutkimukseen

Kowalchuck ym. (2003) listaavat ne maaperdn organismit, joilla on suurin
vaikutus ekosysteemin toimintaan, ja jotka tulisi siksi ottaa huomioon arvioi-
taessa GM-kasvien vaikutuksia mikrobeihin. Néitd ovat

* mykorritsat

* symbionttiset, typped sitovat bakteerit

* orgaanista ainesta hajottavat sienet (kantasienet)

* kasvipatogeenien antagonistit (etenkin Pseudomonas ja Trichoderma)

* kasvipatogeenit

* nitrifioivat bakteerit

Siciliano ja Germida (1999) ovat raportoineet muutoksia kasvien juurten endo-
fyyttisten bakteerien yhdyskunnissa rapsilla (Brassica napus), johon on siirretty gly-
fosaattikestavyysgeeni (herbisidikestavyys). Lisdksi Ahrenholtz ym. (2000) tut-
kimuksessa GM-perunoilla, jotka ilmensivét T4-lysotsyymid, oli juurikarvoissaan
erdstd yleista bakteeria (Bacillus subtilis) vahemman kuin muuntamattomalla pe-
runalla. Tutkimuksessa ei kuitenkaan pystytty osoittamaan GM-perunan vaiku-
tuksia bakteeriyhdyskuntiin kenttdolosuhteissa. Griffiths ym. (2000) tutkivat
GNA- ja ConA-lektiinejd ilmentdvan perunan (Solanum tuberosum) vaikutuksia
maaperdn elidihin ja prosesseihin. Laboratoriotutkimusten mukaan kumpikaan
edelld mainituista lektiineistd ei vaikuttanut maaperédn bakteereihin tai alkueldi-
miin, mutta erddn sukkulamadon kyky loytdd saalista huononi verrattuna muun-
tamattoman perunan alaan. Liséksi kyseisten GM-perunoiden viljely vaikutti mer-
kittavasti ritsosfadrin mikrobiyhdyskunnan fysiologiseen profiiliin, mutta muu-
toksia ei havaittu seuraavana vuonna, eli ne olivat palautuvia. Tesfaye ym. (2003)
tutkimuksessa 16ytyi laadullisia muutoksia bakteerien fylogeneettisten ryhmien
runsaudessa muuntogeenisten (lisddntynyt malaattidehydrogenaasin ilmen-
tyminen; malaattidehydrogenaasi on erds avainentsyymeistd mitokondrioiden
energiataloudessa ja vaikuttaa myods juurinystyréiden muodostumiseen) ja
muuntamattomien sinimailasten (Medicago sativa) ritsosfddreissd. Tédssa tapa-
uksessa mikrobien toiminnallinen diversiteetti osoittautui suuremmaksi GM-
kasvin ritsosfaarissa.

My®6s sienet tulisi huomioida tutkittaessa GM-kasvien vaikutuksia maapera-
eliihin. Vaikka GM-kasveilla ei useimmissa kokeissa ole ollut vaikutusta maaperan
saprofyyttisiin elitihin, ei tuloksia voida esim. Glandorf ym. (1997) mukaan yleis-
tad. Erdan tutkimuksen (Vierheilig ym. 1995) mukaan GM-kasvit, joiden omaa kiti-
naasintuottoa on lisétty tai jotka tuottavat siirtogeenista kitinaasia, voivat vaikuttaa
patogeenisten sienten lisdksi mykorritsasieniin. Mykorritsojen lisdksi kitinaaseil-
la voi olla haitallisia vaikutuksia muihinkin hyodyllisiin sieniin (esim. hajottajiin).
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Maaperaelidihin kohdistuvien vaikutusten tutkimus

Cowgill ym. (2002) tutkivat mikrobien yhdyskuntarakennetta, maaperan mikroniveljalkaisia ja karikkeen hajoamista
kahden kasvukauden ajan. Tutkimuksessa vertailtiin kystatiinia ilmentavien kasvien vs. sukkulamatoja tappavan ruisku-
tettavan yhdisteen (engl.: oxime carbamate) vaikutuksia muihin kuin kohde-eligihin (eli sukkulamatoihin). Ensimmai-
send vuonna GM-kasveilla ei ollut vaikutusta maaperan mikrobien runsauteen tai metaboliseen aktiivisuuteen, joita
mitattiin fosfolipidirasvahappoanalyysilld (PLFA; ester-linked phospholipid fatty acid analysis). Yksi GM-linjoista
kuitenkin vaikutti mikrobeihin suosimalla sienten kasvua mikrobien kustannuksella kasvukauden lopulla. Toinen GM-
linja taas naytti heikentavan sienten kasvua. Toisen tutkimusvuoden aikana mikrobien runsaus vaheni I5 % nemati-
sidialalla ja 23 % GM-alalla verrattuna kontrolleihin. Nematisidikasittely vahensi mikrobiyhdyskunnan bakteeri-
osuutta, kun taas GM-linja vahensi seka sienten ettd bakteerien osuutta. Maaperan muuttuneet eliosuhteet eivat kuiten-
kaan vaikuttaneet karikkeen hajoamiseen eikd GM-kasveilla ollut vaikutusta niveljalkaisiin tai vapaana elaviin sukku-
lamatoihin.

Donegan ym. (1999) tutkivat kolmea sinimailastyyppia (Medicago sativa) joko yksin tai yhdessa typpea sitovien GM-
bakteereiden kanssa selvittadkseen kasvien vaikutusta maaperdn ekosysteemiin. Tutkitut sinimailaskannat olivat alfa-
amylaasi- tai ligniini-peroksidaasimuunnettuja (peroksidaaseja kaytetaan teollisuudessa ligniinin hajotuksessa). GM-
peroksidaasia tuottavien kasvien verson paino oli huomattavasti pienentynyt ja typpi- ja fosforipitoisuudet kohonneet.
Nami muutokset puolestaan vaikuttivat maaperan kemiaan. Maaperan pH nousi ja entsyymien (dehydrogenaasi ja
alkalinen fosfataasi) maarit pienenivat. Myds maaperan eliosto muuttui: mikrobien metaboliset sormenjal-
jet ndytteista, jotka oli keratty GM-peroksidaasikasvien ymparilta, olivat erilaiset kuin vanhemmaiskasveilla, mika
viittasi siihen, etta maan bakteerimaara ja -koostumus olivat muuttuneet. Tutkijoiden mukaan GM-kasvien vaikutuksia
maaperdn elidstdon olisi tutkittava lisda.

Menetelmit mikrobien tutkimiseen

Kowalchuck ym. (2003) esittavét artikkelissaan viitekehyksen maaperan mikrobi-
en tutkimiseksi (ks. kuva 2). Siind tutkimus jaetaan useaan vaiheeseen pienimuo-
toisista laboratoriokokeista aina kenttdkokeisiin asti.

Mikrobien maara

Nykyddn kdytossa olevista menetelmistd bakteerien laskenta tai mikrobien ko-
konaisbiomassan maaritys ovat helposti toteutettavia. Toisaalta menetelméat anta-
vat ainoastaan perustietoa, eli tiedon bakteerien maarista.

Mikrobien aktiivisuus

Lisaa tietoa yhteisdjen rakenteiden muutoksista saadaan mikrobien aktiivisuutta
mittaamalla. Kowalchuck ym. (2003) mukaan mikrobien aktiivisuutta voidaan tut-
kia esim. rRNA:n (ribosomi-RNA:n) yhteiséanalyysin ja nukleiinihappojen iso-
tooppileimauksen avulla, sekd menetelmalld, joka yhdistda elididen tunnistami-
sen ja arvion niiden hyddyntamistd aineista (substrate uptake). Menetelméa tdiméan-
kaltaiseen tutkimukseen on Kowalchuck ym. (2003) mukaan kuitenkin vasta ke-
hitteilld. Lisaksi aktiivisuutta mittaavia menetelmid ovat mm. hengityksen mitta-
us, typen mineralisaation mittaus, SIR (substrate induced respiration), seka yhtei-
son fysiologinen profiili (community-level physiological profiles; ks. esim. Dun-
field & Germida 2003).

Mikrobien yhdyskuntarakenne

Edelld mainituilla menetelmilld ei kuitenkaan voida tunnistaa ryhmid, joissa muu-
tos on tapahtunut. Esim. Tyson ym. (2004) esittelee menetelmén, jonka avulla voi-
daan selvittaa sekd mikrobien yhdyskuntarakennetta ettd metaboliaa maaperasta
mikrobien genomien avulla. Lisdksi mikrobiyhdyskuntien rakenteiden muutoksia
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voidaan seurata mm. PCR-menetelméan® perustuvalla profiloinnilla seké fosfoli-
pidirasvahappoanalyysin (PLFA) avulla. Bakteeriyhdyskuntien rakennetta voidaan
tutkia my0s gradienttigeelielektroforeesin* (DGGE ja TGGE) avulla. Heuer ym.
(1997) kayttivat aktinobakteerien (Streptomycetales) monistamiseen sopivia PCR-
alukkeita aktinobakteerien yhdyskuntarakennetta tutkiessaan. Toisessa tutkimuk-
sessa (Heuer ym. 2002) seurattiin kolmen erilaisen perunan (GM-peruna, joka si-
salsi T4-lysotsyymigeenin, GM-peruna ilman T4-lysotsyymigeenid, sekd muunta-
maton peruna) ritsosfadarin mikrobiyhdyskuntien rakennetta kolmen vuoden ajan.
Tutkimuksessa kaytettiin sekd bakteerien viljelyyn perustuvia (laskennat, rasva-
happoanalyysi, yhteisétason katabolinen profilointi), ettd viljelysta riippumatto-
mia menetelmid (16S rRNA:n DGGE*, jossa kéytetty eri bakteeriryhmille spesifeja
PCR-alukkeita). Tutkimuksessa ei havaittu eroja GM- ja muuntamattoman peru-
nan ritsosfaarin mikrobiyhdyskuntien rakenteissa. My6s Gyamfi ym. (2002) kayt-
tivit DGGE*-menetelméda tutkiessaan mahdollisia eroja GM- (glufosinaattikesta-
vyys) ja muuntamattoman rapsin (Brassica napus) ritsosfaarin Pseudomonas—lajistos-
sa. Tutkijat havaitsivat GM- ja muuntamattomien kasvien vélilld eroja. Erot johtui-
vat todennékdisesti tahattomista vaikutuksista (muuttunut aineiden eritys juuris-
tossa; ks. Gyamfi ym. 2002). Lukow ym. (2000) puolestaan kayttivat T-RFLP (ter-
minal restriction fragment length polymorphism) -menetelméa (sormenjéalkime-
netelmd; perustuu ribosomigeenin pienen alayksikén sekvenssin polymorfismei-
hin, katso my6s RFLP*;) vertaillessaan GM- (sis. GUS ja Barnase/Barstar®) ja muun-
tamattoman perunan (Solanum tuberosum) vaikutuksia maaperan mikrobiyhdys-
kuntiin. Tutkijoiden mukaan T-RFLP-analyysi tuotti monimutkaisia, mutta hyvin
toistettavia mikrobiyhdyskuntien sormenjélkid. Lukow ym. (2000) analysoivat
datansa varianssianalyysid kayttamalla tunnistaakseen merkittavia eroja tutkituissa
yhdyskuntaprofiileissa. Tesfaye ym. (2003) puolestaan kayttivit hyvakseen fy-
logeneettista analyysia* seka hiilenkayttokykyprofiileja vertaillessaan GM-kas-
vien ja muuntamattomien kasvien ritsosfaarin mikrobiyhteisdjen monimuotoisuut-
ta ja aktiivisuutta. Muita mahdollisia datan analyysimenetelmid ovat esim. paa-
komponenttianalyysi (PCA; principal component analysis), jota voidaan kayttaa
populaatiodynamiikan, tilajakautumisen (spatial pattern) seka genotyypin ja ym-
périston vélisten vuorovaikutusten tutkimiseen silloin, kun kéytettavissd on use-
ampia polymorfisia geneettisia markkereita (Hamrick ym. 1979; Westcott 1986;
Collins & Good 1987; Argyes & Schmitt 1991; Ivandic ym. 2000; Banilas ym. 2003;
Dunfield & Germida 2003). Markkereita ei analysoida sellaisenaan, vaan niistéd saa-
tuja varianssi/kovarianssimatriiseja (ks. tilastolliset menetelmat) kaytetaan ana-
lyysiin. Menetelmén avulla voidaan mm. arvioida, mika tai mitkd muuttujat selit-
tavat tutkimuksessa havaittua vaihtelua.

Maaperamikrobeihin kohdistuvien vaikutusten tutkimuksia

Dunfield ja Germida (2001) tutkivat GM-rapsin (herbisidikestavyys) ja muuntamattomien (perinteinen seka herbisidi-
kestava) rapsilajikkeiden (Brassica napus) seka yhden rypsilajikkeen (Brassica rapa) viljelyn vaikutuksia maaperin
mikrobiyhdyskuntien rakenteeseen neljalld eri maatyypilld Kanadassa. Tutkimuksessa mikrobiyhdyskunnat eristettiin
erikseen juuren ritsosfaarista (ulkopuolelta) sekd endoritsosfaarista, eli juuren sisapuolelta. Naytteita tutkittiin seka
rasvahappometyyliesterimenetelmalla (FAME), seka hiilenkayttokykyprofiloinnilla (BIOLOG). Seka lajike etta maatyyppi
vaikuttivat tutkimuksessa mikrobiyhdyskunnan rakenteeseen ja toimintaan (Dunfield & Germida 2001).

Dunfield ja Germida (2003) tutkivat GM- (glyfosaattikestavyys) ja muuntamattoman rapsin (Brassica napus) ritsosfaa-
rin mikrobiyhdyskuntien muutoksia kahden vuoden ajan. Naytteenotto toistettiin kuusi kertaa kumpanakin tutkimus-
vuonna. Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd mikrobiyhdyskuntien muutoksia sekd tutkia, olivatko mahdollisesti

? Geenej, jotka kontrolloivat suvullista lisaantymiskyky.
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havaitut muutokset pysyvid. Menetelmind kaytettiin yhteison fysiologista profiilia (PLFA), rasvahappometyyliesteripro-
fiileja (menetelmat: ks. Dunfield & Germida 2003) ja T-RFLP:ta. Tutkimuksessa vertailtiin GM-kasvien ja muuntamatto-
mien kasvien ritsosfadrin mikrobiyhteisdjd, ja nditd verrattiin lisaksi viljelemattéman maan mikrobiyhdyskuntiin.
Tulosten analysointi (paakomponenttianalyysi) osoitti, ettd mikrobien yhdyskuntarakenne GM- ja muuntamattoman
rapsin ritsosfadreissa oli erilainen kasvukauden aikana, mutta muuttui samankaltaiseksi talven aikana. Toisin sanoen
tulokset olivat palautuvia.

Lottman ja Berg (2001) tutkivat GM- (T4-lysotsyymi) ja muuntamattoman (vanhemmaismuoto) perunan ritsosfaarin
bakteerilajiston eroja fenotyyppisen (antagonistinen aktiivisuus kasvipatogeeneja vastaan, auksiinin tuotanto ja herk-
kyys T4-lysotsyymille) ja genotyyppisen profiloinnin (DNA-sormenjalkimenetelma*) avulla. Seka fenotyyppiset
etta genotyyppiset ominaisuudet analysoitiin euklidisen etaisyysryhmittelyn (Euclidian distance; sisaltyy moniin
ohjelmistoihin, kuten ANOVA, SAS yms.) avulla. Tulokset eivat osoittaneet eroja GM- ja muuntamattomien kasvien
ritsosfadrien mikrobiyhdyskuntien rakenteissa (Lottman & Berg 2001).

Symbionttiset sienet

Vaikutuksia symbionttisiin sieniin voidaan tutkia mm. siirtogeenisen ja muunta-
mattoman kasvin mykorritsasienten laadun ja maaran vertailulla. Mykorritsa-
sienid voidaan myos kasvattaa yhdessa niiden isdntdkasvien kanssa esim. koeput-
kissa tai lasilevyjen valissd, jolloin eroja GM-kasvien ja muuntamattomien kasvi-
en juurissa voidaan vertailla helposti (Finlay & Read 1986; Timonen ym. 1993; Pa-
sonen ym. kasikirjoitus). Mykorritsojen kasvua voidaan seurata myos kenttdolo-
suhteissa (ks. Kaldorf ym. 2002). Koealalla tai kasvihuoneessa kasvavien kasvien
juuristosta voidaan selvittdd mykorritsalajiston monimuotoisuutta molekyylimark-
kereita* kayttamalla. Molekyylimarkkereita voidaan edelleen analysoida esim.
fylogeniamenetelmien* avulla tai muilla molekyylimarkkerien analysointimene-
telmilla*. Jos sienindytteistd sekvensoidaan* jokin yleisesti kdytetty geenialue,
sienilajit voidaan tunnistaa (ainakin ryhmaén tarkkuudella) BLAST-haun (ks. Alt-
schul ym. 1997) avulla. Haku perustuu sekvenssien samankaltaisuuteen.

Saprofyyttiset mikrobit

Sieni- tai bakteerikestavien (tai muunlaisten GM-) kasvien hajoamisen eroja muun-
tamattomiin kasveihin ja muita vaikutuksia maaperan hajottajiin (bakteereihin ja
sieniin) voidaan tutkia lahotuskokeilla (ks. esim. Montavalli ym. 2004). Lahotus-
kokeessa pieni mdara GM- ja muuntamattoman kasvin kasviainesta voidaan esim.
pussittaa hajoamattomiin pusseihin (ks. esim. Aerts ym. 2003) ja joko haudata maa-
han tai pitdd maanpinnan tasossa. Lahotuskokeita voi tehdd my6s agaralustalla
(ks. esim. Seppanen ym. 2004). Lahoamisnopeutta voidaan seurata kasviaineksen
kuivapainoa mittaamalla. Cabello ja Arambarri (2002) kuvaavat lisdksi menetel-
mid maaperan sieniyhdyskuntien viljelyyn ja tunnistamiseen.

Kowalchuck ym. (2003) mukaan my6s edelldmainittujen menetelmien (kuva 2)
avulla havaittujen muutosten merkitys tulisi selvittdd, jotta tiedettdisiin onko
muutoksilla laajempia tai pitkdaikaisia ekologisia seurauksia. Bruinsma ym. (2003)
ehdottavat tehtdvéksi synteesia GM-kasvien tapauskohtaisista vaikutusten tutki-
muksista. Téllainen synteesi siséltdisi arvion mahdollisista kasvi/ekosysteemi -in-
teraktioista, kdytettdvissé olevia ja relevantteja indikaattoreita ja testeja ennusta-
mattomista riskeistd. Tulevaisuudessa DNA-mikrosirutekniikka* saattaa Kowal-
chuck ym. (2003) mukaan osoittautua merkittdviaksi maaperamikrobiyhteisdjen
rakenteen ja aktiivisuuden seurantamenetelméksi. Menetelméan avulla voidaan
tehdd nykyista kattavampia fylogeneettisia ja toiminnallisia analyyseja monimut-
kaisista mikrobiyhteisoistd. Maaperdmikrobien tutkimus tulee Kowalchuck ym.
(2003) mukaan tuottamaan valtavasti dataa, joka saattaa madransa vuoksi olla erit-
tdin vaikeasti késiteltdvissa ja siten muodostaa tutkimukselle pullonkaulan. Eko-
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logisesti merkittavien muuttujien 16ytamiseksi tarvitaan uusia menetelmis, erityi-
sesti sellaisia, joiden avulla erilaista dataa voidaan helposti yhdistda ja vertailla
keskendan. Tarvitaan myds perustietoa kasvien vaikutuksista ritsosfaarin mikro-
beihin. Lisdksi Kowalchuck ym. (2003) mukaan suurin haaste mikrobiekologeille
on ymmartad mikrobiyhdyskuntien rakenteen muutosten vaikutus toiminnallis-
ten muutosten seurauksiin.

Minkalaisessa ymparistossa Minkalainen geeni GM kasviin Peruskysymykset
kasvia kasvatetaan? on siirretty?
Mita alueen mikrobiologiasta Milla tavalla mikro-organismit
tiedetdan? voivat altistua GM kasveille
.............. N
Onko tunnettuja spesifeja mikrebi-indikaattoreita, jotka voivat vaikuttaa Laboratoriokokeet

kasvien ja maaperan valisiin vuorovaikutuksiin/rakenteisiin?

Kylla + + Ei

Indikaattoreihin ja prosesseihin Yleinen odottamattomien vaikutusten testaus:
kohdistuvien vaikutusten seuranta:

-molekyylisormenjaljet (esim. DGGE, RFLP)
-mykorritsat -entsyymiaktiivisuuksien mittaus
-symbionttiset typpea sitovat bakteerit -fosfolipidirasvahappoanalyysit

-orgaanisen aineksen hajottajat -bakteerien aktiivisuuteen perustuvat testit

-kasvipatogeenien antagonistit > (esim. SIR, eli substrate induced respiration
-kasvipatogeenit hiilenkayttotestit)

-nitrifioivat bakteerit

seka Mikali vaikutuksia huomataan:

yleinen odottamattomien vaikutusten -lisdtutkimuksia vaikutuksen merkittavyyden
testaus mittaamiseksi

Havaittu vaikutus suljetun kaytdn kokeissa on:

Kenttdkokeet
Huomattava Vahaisempi Ei vaikutusta
Y Y Y

Lopetus Jatka niiden ryhmien tutkimista, Yleista testausta kasvukauden

joihin GM-kasvi vaikutti suljetussa aikana ja sadonkorjuun jalkeen

kaytossa seka a

tee yleisia kokeita -Mikrobiyhdyskuntien aktiivisuuden tutkimuksia

esim. entsyymiaktiivisuuksien ja hengityksen

mittauksen avulla,

- yhdyskuntien rakenteen

tutkimuksia (esim. G€ pitoisuuden mittaus
molekyylimarkkerit RT-PCR)

Y
Ovatko vaikutukset hyvaksyttavia?

Ei Kylla
Y Y

Lopeta Laajemmat kenttékokeet ja

pitkdaikainen seuranta

Kuva 2. Esimerkki GM-kasvien mikrobeihin kohdistuvien vaikutusten tutkimisjdrjestyksestd.
Kuva perustuu Kowalchuck ym. (2003) esittdmdcdn kaavioon. Tutkimusmenetelmid on jonkin
verran muutettu.
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Menetelmia mikrobiyhdyskuntien (sienten ja bakteerien) rakenteen ja aktiivi-
suuden tutkimiseen

bakteerien laskenta, bakteerien viljely, denaturoiva gradienttigeelielektro-
foreesi* (DGGE), DNA-mikrosirutekniikka*, DNA-sormenjadlkimenetelma*,
etaisyysmenetelméat*, fosfolipidirasvahappoanalyysi (PLFA), fylogeneettinen
analyysi*, hengityksen mittaus, hiilenkadyttokykyprofilointi, lahotuskokeet,
lampotilagradienttigeelielektroforeesi* (TGGE), mikrobien kokonaisbiomas-
san maaritys, nukleiinihappojen isotooppileimaus, PCR-menetelm&*, rRNA:n
yhteisdanalyysi, sekvensointi*, sienten kasvatus, substraatti-indusoitu respi-
raatiomenetelma (SIR), T-RFLP (ks. RFLP*), typen mineralisaation mittaus, yh-
teison fysiologinen profiili, yhteison katabolinen profilointi

7.3.2 Vaikutukset eldimiin

Muihin kuin kohde-eliihin kohdistuneista vaikutuksista lienee tutkittu eniten
Bt-toksiinien vaikutuksia selkdrangattomiin eldimiin. Bt-toksiinit vaikuttavat niille
sopivan reseptorin omaaviin niveljalkaisiin eldimiin (kovakuoriaisiin ja perhosiin)
ruuansulatuskanavan kautta. Eldimella on lisdksi oltava ruuansulatuskanavassaan
toksiinin tehokkaaksi muodoksi pilkkovia proteolyyttisid entsyymejd (Groot &
Dicke 2002). Viela ei tiedetd tarkasti, mita Bt-toksiineille tapahtuu kasvinsyo6jissd,
eikd esimerkiksi toksiinien mahdollisesta siirtymisestd kasvinsyojien vélityksella
ravintoketjussa eteenpdin (Groot & Dicke 2002). Bt-toksiineja on kédytetty maan-
viljelyssd jo ennen GM-kasvien kayttoonottoa. Pelloille ruiskutettavan Bt-toksii-
nin ja kasvin itsensd ilmentdman Bt-toksiinin valilld on kuitenkin eroja. Torjunta-
ruiskutuksissa kédytettava toksiini tehoaa ainoastaan, mikili kohdehyonteisella
on oikeanlaisia proteolyyttisid entsyymejd, kun taas GM-kasvien ilmentdma Bt-
toksiini voi olla suoraan myrkyllisessd muodossa. Lisdksi GM-kasvin toksiinia esiin-
tyy ympadristossa pidempadn kuin perinteiselld tavalla insektisidiné kaytettya tok-
siinia. Bt-toksiinin maara sitd ilmentdvassa GM-kasvissa riippuu seka kéytetysta
promoottorista ettd siirrettyjen geenien madrastd. Useimmissa tdhédn asti siirre-
tyissa hyonteiskestdvyytta lisddvissd siirtogeenikonstrukteissa on kéytetty gee-
nid jatkuvasti ilmentdvda promoottoria. Kasvin ilmentdma toksiini voi erittya
maaperaan juurten eritteiden mukana koko kasvukauden ajan. Lisdksi kuollutta
(Bt-toksiinia siséltdvad) kasvimateriaalia jdd maahan sadonkorjuun jalkeen. Tasta
syystd lyhytaikaisten altistuskokeiden tulokset eivét ehka ole suoraan verratta-
vissa Bt-kasvien viljelyn ymparistovaikutuksiin. Aiemmat lyhytaikaiset Bt-toksii-
nialtistuskokeet voivat kuitenkin antaa viitteita siitd, mitka elaimet ovat toksiinil-
le herkimpia (ks. esim. Malone & Pham-Delegue 2001; Raps ym. 2001).

Muutkin kuin kohde-eldimet joutuvat kosketuksiin GM-kasvien tuotteiden
kanssa joko syomalla kasvia tai syomaélla GM-kasvia ravintonaan kéyttavia herbi-
voreja. Groot ja Dicke (2002) mukaan petoniveljalkaiset joutuvat kosketuksiin Bt-
toksiinien kanssa todenndkoéisemmin muiden kuin kohdehyonteisten (nontarget-
eli ei-kohdehyonteisten) vélityksellda. Tdma johtuu siitd, ettd erityisesti sellaiset
herbivorit, joilla ei ole Bt-toksiinille sopivia reseptoreja (joihin toksiini sitoutuisi)
ruuansulatuskanavassaan voivat siirtda toksiinin ravintoketjussa eteenpéin aktii-
visessa muodossa. Bt-toksiinin myrkyllisyys voi ilmetd ainoastaan sille altistu-
neen eldimen tietyssa elamdnvaiheessa. Jotkut lihansydjat tai loiset kdyttavat ai-
kuisvaiheessaan ravinnokseen myds kasveja tai niiden tuotteita, kuten metta tai
siitepolyd. Lisdksi maaperdssa elavat eldimet voivat joutua tekemisiin kasvin erit-
tdmien tai hajoavasta kasviaineksesta vapautuvien tuotteiden kanssa. Tosin Groot

.............................................................. Suomen ympadristd 736



ja Dicke (2002) mukaan aiemmissa tutkimuksissa on osoitettu, ettd maaperdan
joutuvat Bt-toksiinit hajoavat nopeasti. Kuitenkin Tapp ja Stotzky (1998) mukaan
maapartikkeleihin sitoutuneet Bt-toksiinit saattavat sdilyttdd myrkyllisyytensa
pidempaankin (tdhdnastisissa tutkimuksissa jopa 234 pdivaa).

Useimmissa tdhédnastisissa kokeissa ei ole kyetty osoittamaan Bt-toksiineja
tuottavien GM-kasvien toksisia vaikutuksia muihin kuin kohde-eldimiin (ks. esim.
Dogan ym. 1996; Pilcher ym. 1997; Lundgren ym. 2002; Down ym. 2003; Duan ym.
2004). Kuitenkin esim. Hilbeck ym. (1998a, 1998b) ovat raportoineet haitallisista
vaikutuksista (ks. my6s alempana). My6s Ponsard ym. (2002) raportoivat Bt-puu-
villaa (Gossypium hirsutum) ravintonaan kayttdneiden saaliseldinten haitallisista
vaikutuksista niiden saalistajiin. Steffey ym. (2004) taas osoittivat joidenkin tut-
kittujen saalistaja- tai loishyonteisten vdhdisyyden Bt-maissialoilla (verrattuna
muuntamattoman kasvin alaan) johtuvan yksinkertaisesti saalis- (eli kohde-) hyon-
teisten vahdisyydestd, eika itse Bt-toksiinista. Tassa tapauksessa kyse oli vélillisis-
ta vaikutuksista.

Tutkimuksia eldimiin kohdistuvista vaikutuksista

Dutton ym. (2002) tutkivat Bt-maissin (sisaltaa lyhennetyn Cry/Ab geenin) ja vastaavan isogeenisen muuntamattoman
maissin vaikutuksia harsokorentoihin (Chrysopidae) kuuluvaan Chrysoperla carneaan, joka on merkittava peto maissi-
viljelyksilla. Tutkittuja vaikutuksia olivat:

- Bt- vs. muuntamattoman maissin vaikutus kolmen C. carnean saaliseldimen (tuomikirva; Rhopalosiphum padi,
Tetranychus urticae, Spodoptera littoralis) selviytymiseen. Hyonteisia ruokittiin Bt- ja muuntamattomalla mais-
silla, minka jalkeen niistd mitattiin eri parametreja (kuolleisuus, paino).

- Bt-toksiinin pitoisuus itse kasveissa (Bt- ja muuntamaton maissi) seka sellaisissa kasvinsydjahydnteisissé, jotka
olivat kayttaneet ravintonaan jompaakumpaa maissityyppid mitattiin kdyttamalla ELISA-menetelmaa*.

- Seka Bt-maissilla etta muuntamattomalla maissilla ruokittujen saaliselainten vaikutus niita syoviin C. carnean
toukkiin tutkittiin syottokokeilla. C. carnea -toukkien kehitys ja kuolleisuus tarkastettiin paivittain ja eri toukka-
asteiden paino kirjattiin kokeen alussa ja kunkin vaiheen lopussa. Bt- ja muuntamattomalla maissilla saadut
tulokset testattiin tilastollisesti. Eroja toukka-astespesifisessd kuolleisuudessa vertailtiin kayttamalla logistista
regressioanalyysid. Muita tuloksia vertailtiin Studentin t-testilla.

Eri maisseilla ei ollut vaikutusta R. padiin tai T urticaeen. Sen sijaan Bt-maissin syominen huononsi S. /ittoraliksen
selviytymista ja hidasti aikuistumista verrattuna muuntamatonta maissia syoneisiin verrokkeihin. Bt-maissin syomisel-
|4 saattoi olla myds negatiivista vaikutusta §. ittoraliksen toisen vaiheen toukkien painoon, mutta ero kontrolleihin ei
ollut merkittava. Suurin CrylAb-pitoisuus mitattiin T urticaesta ja pienin R. padista. Siita huolimatta Bt-maissia
ravintonaan kayttaneiden T urticaen (tai R. padin) syomiselld ei ollut juuri vaikutusta C. carnean selviytymiseen,
kehitykseen tai painoon. Sen sijaan C. carnean vaihe-spesifinen (erityisesti toukkien kehityksen ensimmaisen ja toisen
vaiheen) selviytyminen oli merkittavasti huonontunut yksildilla, jotka olivat kéyttaneet ravintonaan Bt-maissia syoneita
5. littoraliksia. Tulosten perusteella voidaan siis olettaa, ettd CrylAb-toksiinin ja saaliseldimen yhteisvaikutus voi olla
saalistajalle haitallisempi kuin suuri CrylAb-toksiinipitoisuus sinansa. Toisaalta tutkimus on tehty laboratorio-olosuh-
teissa. Luonnossa . carnean tiedetadn syovan ennemmin kirvoja kuin perhostoukkia (Meier & Hilbeck 2001). Tutkijoiden
mukaan tarvitaan lisad tietoa siitd, mita toksiinille tapahtuu, kun se joutuu eri kasvinsydjien ruoansulatukseen.
Aiemmissa kenttakokeissa ei havaittu Bt-maissin tai -puuvillan aiheuttavan haittaa C. carnealle (Orr & Landis 1997;
Pilcher ym. 1997). C. carnean toukille haitallisia vaikutuksia (saaliseldinten valitykselld) on osoitettu olevan myds
Dipelilld (Bt-toksiini). C. carnean toukat, jotka sdivat Bt-saastuneita S. /ittoralis-toukkia, oli korkeampi kuolleisuus,
pidentynyt kehitysaika, ja pieni painonvahennys.

Vaikka Dutton ym. (2002) tutkimus on tehty maissiviljelyksilld elavilld hydnteisilla, voidaan ruokkimiskokeissa kay-
tettyja menetelmia ja tulosten tilastollista kasittelya hyodyntda Suomenkin olosuhteissa tutkittaessa GM-kasvien vaiku-
tuksia muihin kuin kohde-eligihin.
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Lwahlen ym. (2003) tutkivat Bt-maissin vaikutuksia kastemadon (Lumbricus terrestris) kuolleisuuteen ja painoon 200
paivaa kestaneen tutkimuksen aikana. Tutkimuksia tehtiin sekd laboratoriossa, etta kenttdolosuhteissa nuorilla ja
taysikasvuisilla madoilla. Kastematojen kasvatuslieridissa (ks. Iwahlen ym.2003) oli yhta suuri maara Bt-
maissin tai muuntamattoman maissin lehden palasia. Kastematojen kuolleisuus ja paino mitattiin tietyin valiajoin
(ks. Zwahlen ym. 2003). Tutkimuksessa kavi ilmi, etta Bt-maissin lasndolo ei vaikuttanut eldinten kuolleisuuteen, mutta
Bt-maissia syoneiden matojen paino oli merkittavasti alhaisempi kuin kontrollialan matojen 200 péivan kuluttua
kokeen aloituksesta. Tutkijoiden mukaan tahan saattoi olla syynd joko itse Bt-toksiini (ELISA-testilla* mitattuna
toksiinia oli lasna koko kokeen ajan seka laboratoriossa, ettd kentalld tutkittujen matojen ymparistdssd), tai sitten GM-
kasvin viljelystd johtuvat valilliset vaikutukset. Tallaisia valillisid vaikutuksia voivat olla esim. maaperan mikrobien
runsauden muutokset (Donegan ym. 1995) tai esim. GM-kasvin ligniinipitoisuuden muutokset (Saxena & Stotzky 2001),
jotka voivat puolestaan vaikuttaa matoihin.

My6s muiden GM-kasveihin siirrettyjen ominaisuuksien (kolesterolioksidaasi, lek-
tiini, proteinaasi-inhibiittorit, amylaasi-inhibiittori, kitinaasi jne.) vaikutuksia eldi-
miin on tutkittu, mutta ei siind mairin kuin Bt-toksiinien vaikutuksia.
Schuler ym. (1999) mukaan GM-kasvit, joihin on siirretty esim. entsyymi-inhi-
biittori tai lektiini, kestdvat herbivoreja Bt-kasveja heikommin, mutta niiden vai-
kutus kohdistuu laajempaan lajistoon kuin jalkimmadisten. Tdma puolestaan voi
johtaa siihen, ettd kohdehyonteisistd selviytyy suurempi osuus, mutta toisaalta
niiden koko ja hedelmallisyys voivat vahentya (Schuler ym. 1999).

My6s muilla kuin hyonteiskestdvyyden lisddmiseen tahtaavilla GM-kasveil-
la voi olla vaikutuksia eldimiin. Puterka ym. (2002) tutkimus osoitti, ettd GM-paa-
rynan (Pyrus communis) ilmentdma synteettinen antimikrobinen proteiini (D5C1;
vaikuttaa kasvipatogeeniseen Erwinia amylovora -bakteeriin) vaikutti myos erda-
seen kemppiin (Cacopsylla pyricola), joka on paarynéan tuholainen. Lyhytaikaisessa
(7 vuorokautta kestaneessd) kokeessa kempin nuoruusvaiheet kasvoivat GM-péaa-
rynalld jopa nopeammin kuin muuntamattomalla verrokilla. Kuitenkin pitkdaikai-
sessa kokeessa (32 vuorokautta) GM-paarynélla kasvavien kemppien jélkeldis-
tuotanto oli nelja kertaa heikompi kuin muuntamattomalla pdarynalld kasvavien
populaatioiden. Puterka ym. (2002) mukaan tutkimustulos oli positiivinen, silld
siind osoitettiin bakteerikestavyytta parantavan ominaisuuden vaikuttavan myos
hyonteistuholaisiin, miké voi periaatteessa lisdta paarynén viljelyn kustannuste-
hokkuutta.

Menetelmait eldinten tutkimiseen
Hyonteisten ja muiden selkdrangattomien eldinten valtavan yksilo- ja lajimédéaran
takia tutkimuksessa voidaan keskittyd mahdollisiin kohdelajeihin, niiden saalista-
jiin/symbiontteihin/loisiin ja esim. alueen indikaattorilajeihin. Bt-toksiinit eivét
Raps ym. (2001) mukaan todennédkéisesti vaikuta esim. kasvin nesteitd syoviin
kirvoihin (mutta katso my6s Cherqui ym. 2003), eivdtkd aikuisiin mehildisiin
(Malone & Pham-Delegue 2001), mutta saattavat vaikuttaa haitallisesti siitepolya
ravintonaan kdyttaviin mehildisten toukkiin (Brodsgaard ym. 2003).

Hilbeck ym. (2000), Obrycki ym. (2001), Groot ja Dicke (2002) sekd Cowgill ja
Atkinson (2003) ovat pohtineet, miten parantaa GM-kasvien vaikutusten arvi-
ointia muihin kuin kohde-elitihin.

Cowgill ja Atkinson (2003) esittivat viisivaiheisen lihestymistavan (ldhinna
proteinaasi-inhibiittoria ilmentavien) GM-kasvien vaikutusten tutkimiseksi

* Ensimmadisessd vaiheessa madritellaan viljelykasvin mahdollinen vaikutus
selkdrangattomiin.
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* Toisessa vaiheessa tunnistetaan kokeellisesti toksiinille/haitalliselle aineelle
alttiit herbivoriryhmat.

* Kolmannessa ja neljannessa vaiheessa kaytetddn yhdistelmaa laboratorio
(worst-case scenario) + kontrolloitu-ympaéristo, tai pienimuotoisia kentta-
kokeita arvioimaan GM-kasvin vaikutuksia valikoituihin (muihin kuin)
kohde-eldimiin.

* Viidennessd ja viimeisessd vaiheessa kaytetddn kenttdkokeita GM-kasvien
ja vallitsevien menetelmien (eli pestisidien) kdyton vaikutusten vertailuun.

Liséksi voidaan tarvittaessa selvittdd kdytetyn toksiinin sailymista ymparistossa.
Viitekehysta voitaneen soveltaa muitakin kuin proteinaasi-inhibiittoreita ilmen-
tavien GM-kasvien vaikutusten tutkimiseen.

Muihin kuin kohde-eldimiin kohdistuvien vaikutusten tutkimuksissa on en-
sin méadriteltdva, mitkd eldimet joutuvat vélittomasti (esim. herbivorit, joissakin
vaiheessa kasveja tai niiden osia syovét pedot tai parasiitit) tai vélillisesti (pedot,
parasiitit) tekemisiin GM-kasvin tai sen eritteiden kanssa. Kun tutkittavat eldaimet
on valittu, voidaan kasvin tuottamien toksiinien vaikutuksia arvioida syottoko-
keissa.

Syottokokeet

Syottokokeessa tutkittavalle eldimelle annetaan ravinnoksi joko GM-kasvia, GM-
kasvia syOneitd saaliseldimid tai jopa saaliseldimid, joihin on injektoitu samaa pro-
teiinia, jota GM-kasvi tuottaa (Ashouri ym. 1998). GM-ravintoa kdyttdneiden eldin-
ten painoa, kuolleisuutta ja lisdidntymismenestystd verrataan samanlaista, mutta
toksiinia sisdltdimatonta ravintoa saaneiden eldinten vastaaviin ominaisuuksiin.
Joissakin tutkimuksissa on kaytetty keinotekoista ravintoa, johon on lisétty tut-
kittavaa toksiinia. Viimeksi mainitulla tavalla on helppoa arvioida eldimen kaytta-
man toksiinin médaraa. Eri aineiden maarid GM-kasvissa ja eldimissa voidaan my6s
mitata esim. ELISA*-menetelméaa kayttamalla. Groot ja Dicke (2002) mukaan syot-
tokokeiden tuloksista raportoidessa tulisi ilmoittaa, mika on (Bt-) toksiinien pitoi-
suus kdytetyssd ravinnossa (esim. toksiinin prosenttiosuus kaikista kasvin tuotta-
mista proteiineista), jotta eri kokeista saatuja tuloksia voitaisiin vertailla keske-
nédén. Edelleen Groot ja Dicke (2002) mukaan syottokokeiden tulosten raportoin-
neissa tulisi ilmoittaa toksiinin pitoisuuden vaikutus vasteeseen graafisesti (kdy-
rand). Romeis ym. (2004) mukaan sekd GM-kasvin, ettd puhtaan toksiinin (eri kon-
sentraatioiden) myrkyllisyys tutkittavalle selkdrangattomalle tulisi testata syot-
tokokeissa.

GM-kasvit voivat vaikuttaa petoihin joko suoraan (joidenkin petoniveljal-
kaisten toukat tai aikuisvaiheen yksilot voivat kdyttdd myos kasviravintoa) tai
herbivorien vilitykselld. Saalistajat ovat yleensa loisia liikkuvampia. Liséksi ne
ovat ravinnonkaytoltddn vihemman erikoistuneita. Tastd syysta jonkin tietyn saa-
lispopulaation véhdisyys ei yleensd vaikuta jonkin tietyn lajin yleisyyteen/run-
sauteen (Schuler ym. 1999). Monet pedot ja loiset paikallistavat saaliinsa kasveista
herbivorian seurauksena haihtuvista yhdisteista (Schuler ym. 1999). Mikali siirto-
geenin tuotteilla on vaikutuksia ndihin yhdisteisiin, voi my0s saalistajien ja loisten
kayttaytyminen muuttua. Lihansydjaniveljalkaisiin tai loisiin voi vaikuttaa my6s
kohdehyonteisen (saaliin) vdhdisyys GM-kasvien viljelyn seurauksena. Schuler
ym. (1999) mukaan saalistajat tai loiset tuskin kuitenkaan ovat hdvidmisvaarassa,
mikali saalista 16ytyy ldhialueilta tai mikéli ne voivat kdyttaa muita eldimid. Myrk-
kyvaikutuksia taas voi ilmetd muiden kuin kohdehyonteisten valityksella.

Romeis ym. (2003) tutkivat Ustilago maydis -sientd infektoivan viruksen KP4-
proteiinia ilmentdvan GM-vehnan (Triticum aestivum) vaikutusta hyppyhéantéisiin
(Folsomia candida). Kyseinen proteiini ehkiisee joidenkin sienten kasvua. Tutkimuk-
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sessa hyppyhantiisille syotettiin GM-vehndn tai muuntamattoman vehnén kui-
vattua juurta, minka jalkeen eldinten paino ja joitakin muita parametreja mitattiin.
GM-vehnalld ei voitu osoittaa olevan vaikutusta hyppyhéantdisten populaatioke-
hitykseen eikd mihinkddn mitatuista parametreista (Romeis ym. 2003).
Bt-toksiineilla ei ole havaittu haitallisia vaikutuksia mehildisiin. Muilla siirto-
geenisilld proteiineilla tai suuremmilla Bt-pitoisuuksilla voi haitallisia vaikutuksia
kuitenkin ilmetd. GM-kasvien vaikutuksia yksittaisiin mehildisiin on vaikeaa tut-
kia niiden monimutkaisen sosiaalisen kdyttaytymisen takia. Tastd syystd Brods-
gaard ym. (2003) kehittivat laboratoriomenetelmén testatakseen SBTI-muunnet-
tujen (seriiniproteinaasi-inhibiittori; lisdd hyonteiskestavyyttd) kasvien vaikutuk-
sia mehildisten toukkien kehitykseen. Toukkien ruokaan oli lisatty SBTI:td, mika
lisdsi merkittavasti toukkien kuolleisuutta, hidasti kehitysta ja vdhensi merkitta-
vasti aikuisten mehildisten ruumiinpainoa. Tutkijoiden mielestd toukkamenetel-
maa voidaan kayttdd GM-kasvien tuotteiden suorien vaikutusten seurantaan.

Esimerkkeja syottokokeista

Lundgren ja Wiedenmann (2002) tutkimuksessa erdalle kuoriaiselle (Coleomegilla maculata) sydtettiin siitepdlyeri,
jotka sisdlsivat 0, 25, 50, 75, tai 100 % siirtogeenistd (Cry3Bb) maissin siitepdlya. Osalle kuoriaisista sydtettiin kirvoja,
tai niita ei syotetty lainkaan. Kuoriaisen kunkin elinvaiheen kesto seki toukkien paino mitattiin ja eri aineilla
syotettyja ryhmid vertailtiin keskenaan. Lisaksi vertailtiin Bt-toksiinia siséltavaa siitepdlyd ja keinotekoista ravintoa
syoneitd kuoriaisia. Mitattuja parametreja olivat toukka- ja koteloasteen kesto, aikuisten kuoriaisten liikkuvuus ja
selviytyminen, sekd naaraskuoriaisen kelpoisuus. Mikdan kaytetyista Bt-toksiinia sisaltavista siitepdlyista ei vaikuttanut
mitattuihin parametreihin.

De Turck ym. (2002) tutkivat siirtogeenisen (uid A eli GUS; beta-glukuronidaasin tuotto) perunan vaikutusta kolorado-
kuoriaisten (Leptinotarsa decemlineata) kehitykseen. Kyseessa oli sydttokoe, eli kuoriaisten toukille sydtettiin muunne-
tun ja muuntamattoman (sama lajike) perunan lehtia. Tutkimuksessa kaytettiin mm. Western-analyysia* beta-
glukuronidaasin (GUS) jaljittamiseen siirtogeenisista kasveista. Proteiinien maara siirtogeenisista kasveista mitattiin
spektrofotometrin avulla (ks. De Turck ym. 2002). Mitattuja biologisia parametreja olivat kuoriaisten embryovai-
heen jalkeisen kehityksen kesto, ja aikuisten hydnteisten elinika. Tulokset kasiteltiin yksisuuntaisella varianssianalyysil-
3. Runsaasti (1,6-2,6 % kokonaisproteiinipitoisuudesta) GUS-proteiinia ilmentavid perunan lehtia syoneet aikuiset
kuoriaiset osoittautuivat selvasti suuremmiksi kuin kontrollikasveja sydneet kuoriaiset, ja ne elivat ravinnotta keski-
maarin kuusi pdivad kauemmin kuin muuntamatonta perunaa syoneet kuoriaiset. Tutkimus osoitti, ettd neutraalina
pidetylld merkkiominaisuudella voi olla myds ekologisia vaikutuksia.

Molekyylitason vaikutukset

Bouchard ym. (2003a) mielestd siirtogeenisten tuotteiden vaikutuksia kohde-eli-
oiden luontaisiin vihollisiin (saalistajiin ja loisiin) tulisi tarkastella my®s molekyy-
litasolla. Molekyylitason vaikutuksilla Bouchard ym. (2003a) viittaavat siihen, etta
kokeissa havaittu GM-kasvia ravintonaan kiyttaneen saaliseldimen vaarattomuus
tutkittavalle pedolle voi johtua eri syistd. Joko siirtogeeninen proteiini ei vaikuta
saalistajaan lainkaan, tai vaihtoehtoisesti GM-kasvin tuote voi laukaista saalista-
jan tai parasiitin ruoansulatuskanavassa jonkin toksiinin vaikutusta kompensoi-
van metabolisen mekanismin.

Esimerkkeja molekyylitason vaikutusten tutkimuksista

Cherqui ym. (2003) yrittivat selvittaa, mista siirtogeenista (GUS) perunaa syoneiden hyonteisten aiemmissa kokeissa (ks.
De Turck ym. 2002) havaittu parempi kelpoisuus johtui, eli johtuivatko vaikutukset itse siirtogeenisesta proteiinista.
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Kirvoille (Myzus persicae) sydtettiin GUS-proteiinia eri pitoisuuksina siséltavad keinotekoista ravintoa, vastaavaa
keinotekoista ravintoa, jossa oli muita proteiineja (kontrollit) seka siirtogeenista perunaa. Tutkijat paikansivat GUS-
proteiinin sijainnin kirvoissa syottokokeiden jalkeen. Paikannuksessa kaytettiin vasta-aineiden avulla tehtavad Western-
analyysia*. Proteiinia [oytyi runsaasti sitd sisaltanytta ravintoa syoneiden kirvojen ruoansulatuskanavasta seka lisaksi
mm. rasvakudoksesta ja alkioista. Lisaksi tutkittiin eri ravintoa kdyttaneiden kirvojen nuoruusvaiheiden selviytymista.
Selviytymisparametreja kisiteltiin Pearsonin c-testin ja yksisuuntaisen varianssianalyysin avulla (ks. Cherqui ym.
2003). Tulosten mukaan ravinnon suuri GUS-pitoisuus nopeutti kirvojen lisddntymiskiertoa sekd pidensi aikuisten
kirvojen kuntoa ja elinikda. Tulokset osoittivat lisaksi, ettd proteiini |apdisee kirvan ruoansulatuskanavan seindmén
aktiivisessa muodossa. Cherqui ym. (2003) mukaan tulokset viittasivat siihen, etta GUS-proteiinilla on probioottisia
vaikutuksia tutkittuihin hydnteisiin.

Bouchard ym. (2003b) tutkivat siirtogeenisen (riisin oryzakystatiini I:ta, eli OCl:ta tuottavan) perunan herbivorien
vaikutusta niiden saalistajaan (erds marjalude: Perillus bioculatus). Tutkimuksessa OCI:I3 ei havaittu olevan haitallisia
vaikutuksia marjaluteeseen. Bouchard ym. (2003a) halusivat kuitenkin testata, voitiinko tulos selittad luteen ruoansu-
latuskanavassa tapahtuneella korvaavalla mekanismilla. Tutkimus tehtiin proteiinien geelielektroforeesin (SDS-PAGE;
ks. Laemmli 1970) ja western-analyysin* avulla sekd GM-perunaa ettd muuntamatonta perunaa syoneita herbivoreja
(koloradokuoriainen; Leptinotarsa decemlineata) ravintonaan kayttaneista marjaluteista. Bouchard ym. (2003a) mu-
kaan tulokset osoittivat, etta kohdehydnteisen saalistajalla oli ruoansulatuskanavassaan OCl:n (pienten pitoisuuksien)
vaikutuksia kompensoiva mekanismi. Edelleen tulokset osoittavat, ettd mikali tulevaisuudessa tuotetaan GM-kasveja,
jotka tuottavat entistd suurempia pitoisuuksia toksiineja, voi niiden vaikutus herbivorien luontaisiin vihollisiin olla
odotettua suurempi.

Kasvin omien torjunta-aineiden vaikutus

Syottokokeet, joissa kdytetadn pelkkda vaikuttavaa ainetta (esim. Bt-toksiinia)
eika itse GM-kasvia eivéat valttamattd anna oikeanlaista kuvaa aineen vaikutuk-
sista testattavaan elioon. Esim. Kleiner ym. (2003) havaitsivat, ettd hyonteiskesta-
van (Bt-toksiini) GM-poppelin (Populus sp.) lehtien tuottamat fenolit voimistivat
crylA(a) d-endotoksiinin (Bt-toksiini) vaikutuksia erddseen perhoseen (lehtinun-
na; Lymantria dispar). Tutkijat paattelivat, ettd poppelin itsensa tuottamat alleloke-
mikaalit olivat riittdva puolustus perhostuhoja vastaan, mutta lisétty Bt-toksiinio-
minaisuus antaisi puille lisdsuojan useita eri hyonteisid vastaan.

Vililliset vaikutukset

Tutkimuksissa havaitut GM-kasvien haitalliset vaikutukset kohdehyonteisten luon-
taisiin vihollisiin voivat olla my®6s valillisia. Cryl1Ab-Bt-toksiinia tuottavaa GM-
kasvia ravintonaan kayttavien hyonteisten syottokokeissa havaittiin joissain tut-
kimuksissa haitallisia vaikutuksia niiden saalistajiin (ks. Hilbeck ym. 1998b). Ro-
meis ym. (2004) halusivat selvittdd, johtuivatko vaikutukset suoraan ravinnon si-
saltamistd toksiineista vai jostain muusta syystd. He kehittivdt syottomenetel-
mén, jossa pedolle (harsokorento; Chrysoperla carnea) syotettiin suoraan suuria
madrid kyseista Bt-toksiinia eri konsentraatioina sokeriliuoksessa. Sokeriliuosta
kaytettiin siksi, ettd saaliin puutteessa C. carnean toukat voivat kdyttaa ravinton-
aan myos mettd tai mesikastetta. Tulokset osoittivat, ettd ravinnon 10 000 kertaa
suurempi mddrd Bt-toksiinia kuin Hilbeck ym. (1998b) kokeessa ei vaikuttanut
haitallisesti C. carneaan, joten Hilbeck ym. (1998b) saamat aikaisemmat tulokset
johtuivat luultavasti syottokokeessa kadytettyjen Bt-maissilla ruokittujen saalis-
hyonteisten huonosta laadusta (verrattuna muuntamatonta maissia syoneisiin
saaliseldimiin). Romeis ym. (2004) eivat kuitenkaan pystyneet tdysin sulkemaan
pois sitd mahdollisuutta, ettd Bt-toksiini voi muuttua haitallisemmaksi, kun se
joutuu ensin tekemisiin sille herkkien hyonteisten ruoansulatuskanavan proteii-
nien kanssa.
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Kenttidolosuhteiden simulointi

Schuler ym. (2001) mukaan pienet syottokokeet antavat ainoastaan rajallisen ja
keinotekoisen ‘'worst-case scenario’ -kuvan GM-kasvien vaikutuksista hyontei-
siin. Syottokokeet eivat myoskddn valttdmatta paljasta pitkdaikaisia vaikutuksia
esim. selkdrangattomien kelpoisuuden huononemista. Laaja-alaisia kenttdkokeita
on taas vaikeaa ja ty6ldsta monitoroida. Tasté syystd Schuler ym. (2001) suositte-
leekin menetelmdd, joka on syottokokeen ja kenttdkokeen valimuoto, eli kokees-
sa on kasvin lisdksi yksi tai kaksi muuta eliota. Talloin koe on hyvin hallittavissa,
eikd se ole yhté suppea kuin pelkka syottokoe.

Esimerkki kenttaolosuhteiden simuloinnista

Schuler ym. (2001) tutkivat kirvojen (Myzus persicae) ja niiden loisten (Diaretiella rapae) kehitysta ja eloonjadmista
kahdella erilaisella GM-kasvilla ja niiden verrokeilla. Toinen oli rapsi (Brassica napus), joka tuotti CrylAc Bt-toksiinia,
toinen rapsi taas tuotti oryzakystatiini I:td (OC-I; kysteiiniproteinaasi-inhibiittori). Kasvien vaikutuksia kirvoihin ja
niiden loisiin tutkittiin erityisten kenttdolosuhteita jaljittelevien kasvatushakkien avulla (ks. Schuler ym. 2001),
joissa oli seka GM- etta verrokkirapsiyksildita, kirvoja ja niiden loisia. Kokeen lopussa hakeissa olleet kasvit kerattiin
ja niilta laskettiin seka elavat kirvat, ettd loisten infektoimat muumioituneet kirvat. Osa muumioituneista kirvoista
sdastettiin loisten lisadntymismenestyksen vertailua varten. Elavien kirvojen maarid GM- ja verrokkikasveilla vertailtiin
varianssianalyysin avulla. Samaa menetelmdd kaytettiin muumioituneiden eldinten méaarien vertailuun. Parasitismin
maarid vertailtiin logistisen regressioanalyysin avulla. GM- ja muuntamattomien kasvien valilld ei pystytty osoittamaan
tilastollisesti merkitsevid eroja.

Koska suuri maara eri tekijoita saatelee eri elididen populaatiodynamiikkaa seka
viljely- ettd luonnonekosysteemeissd, ei laboratorio-olosuhteissa osoitettu myr-
kyllisyys valttamatta pade luonnonolosuhteissa. Jos esim. hyonteisille ei syotto-
kokeissa anneta muita ravintovaihtoehtoja kuin GM-kasvia, eivét tulokset véltta-
mattd vastaa todellisuutta, mikali eldin kédyttdd luonnossa mieluummin muita ra-
vintokohteita (ks. esim. Schuler ym. 2001). Zwahlen ym. (2003) kastematotutki-
muksessa Bt-toksiini (ELISA-menetelmalla* mitattuna) hajosi merkittavasti hi-
taammin kentalla kuin laboratoriossa. Tutkijoiden mukaan tahan oli syyna toden-
nakaisesti laboratorion ulkoilmaa korkeampi lampotila. Kasvien siirtogeenien tuot-
teiden hajoamista arvioitaessa on siis otettava huomioon ymparistdolosuhteiden
vaikutus hajoamisnopeuteen. Tadma voi olla huomionarvoista myos arvioitaessa
muualla tehtyjen kokeiden tuloksia Suomen (kylmissd) olosuhteissa. Schuler ym.
(1999) mukaan hyonteiskestdvien GM-kasvien ymparistovaikutuksia tulisi aina
verrata synteettisten torjunta-aineiden vaikutuksiin.

Kenttikokeet

Schuler ym. (2001) mukaan luotettavin tieto GM-kasvien muihin kuin kohde-eli6i-
hin kohdistuvista vaikutuksista saadaan laajoista kenttdkokeista. Toisaalta kent-
takokeet voivat olla hyvin tyo6lditd, ja niistd saatuja tuloksia voi olla vaikeaa tulki-
ta vaihtelevien ymparistoolosuhteiden ja hyonteisten laikuttaisen esiintymisen
takia. Erilaisten kerdys- ja havainnointimenetelmien kéytto saattaa vaikuttaa tutki-
muksen lopputulokseen. Linjamenetelma (line-transect method, ks. Banaszak 1980;
Pollard & Yates 1993) sopii silmédmaééaraiseen mesipistidisten ja perhosten runsau-
den arviointiin. Joidenkin hyonteisten maardd voidaan arvioida silmamaaraisesti
hyonteistuhojen maaran perusteella. Ansakerdysmenetelma (ks. Spence & Nieme-
1a 1994; Luff 1996) antaa kuvan selkdrangattomien “aktiviteettitiheydestd’, ei tark-
kaa lukumaaraa. Imukerdysmenetelma (ks. Arnold 1994; Haughton ym. 2001) sopii
maanpinnan yldpuolella esiintyvien hyonteisten kerddmiseen. Vaikka kerdyste-
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hokkuus on pienempi kuin 100 %, saadut nédytteet edustavat vakio-osuutta popu-
laatiotiheydestd, joten kerdyksistd voidaan saada tilastollisesti patevid tuloksia
(Haughton ym. 2001).

Kenttdkokeissa voidaan vertailla GM-kasvikoealoilla ja verrokkikoealoilla
esiintyvien elidryhmien runsauksia ja monimuotoisuutta. Herbivorien runsauden
arvioinnissa voidaan kdyttaa hyonteisvahinkojen méaraa kasvillisuudessa. Kent-
takokeiden avulla voidaan myos vertailla GM-kasvien ymparistovaikutuksia val-
litsevien menetelmien kayttoon (pestisidien tai muiden torjunta-aineiden kaytto).
Kenttdkokeita suunniteltaessa tulisi huomioida, ettd erilaiset menetelmat (esim.
hyonteisten kerdysmenetelmét) voivat tuottaa eri tuloksia (ks. esim. Jasinski ym.
2003).

Duan ym. (2004) pyydystivat kenttdkokeissa hyonteisid tutkiakseen Cry3Aa
Bt-toksiinia tuottavan GM-perunan vaikutuksia eri niveljalkaisten runsauteen.
Kokeessa vertailtiin Bt-perunan ja perinteisten koloradokuoriaisia vastaan kay-
tettdvien torjunta-aineiden ymparistovaikutuksia. Eroja eri kasittelyiden valilla
havaittiin ainoastaan hyppyhéntéisten (Collembola) runsauksissa, sekd haméahak-
kien (Araneae) runsaudessa permetriinid torjunta-aineena kaytettdessa.

Sukkulamatoja kestavien GM-kasvien ja kontrollikasvien vertailu kenttaolosuhteissa

Cowgill ym. (2004) tutkivat, milla tavalla perunaan siirretty muunneltu riisin kystatiiniominaisuus (kysteiiniprotei-
naasi-inhibiittori; antaa kestavyyden sukkulamadoille) vaikuttaa perunaa ravintonaan kayttavien kirvojen saalistajiin
ja loisiin (mukaan lukien sekundaariset parasiitit). Kenttakokeessa seurattiin erilaisia koealoja: GM-kasvit ja
kontrollit (muuntamaton linja) sekd perinteiselld nematisidilla (aldicarb) kasitelty koeala (muuntamaton linja).
Kokeessa tutkittiin:

* saaliskirvojen saatavuutta eri koealoilla kasvukauden aikana

* saaliskirvojen laatua (koko) mainituilla koealoilla

* GM-perunoita sydviin kirvoihin kertyneen kystatiinin maaraa

* saalistajien ja parasiittien yleisyytta ja taksonomista kokoonpanoa eri koealoilla

Tutkimus tehtiin satunnaistetuilla aloilla sukkulamatojen (Globodera pallida ja G. rostochiensis) infektoimalla koealal-
la. Kirvojen ja niiden luontaisten vihollisten runsauksia arvioitiin silmamaaraisesti kahdesti viikossa kokeen keston
(2,5 kk) ajan. Loisten muumioimat kirvat otettiin talteen, ja niista seurattiin aikuisten eldinten kuoriutumista. Lisaksi
mitattiin aika, jossa juuri kuoriutunut aikuinen loinen kuolee ravinnon puutteeseen. Sekd kasvien, etta kirvojen OCI-
pitoisuus mitattiin ELISA-menetelmaa* kayttaen. Tulokset hyonteisten maarien ja massan mittauksista GM- ja muunta-
mattomien kasvien aloilla kasiteltiin ANOVA:n avulla. GM- ja kontrollikoealojen valilla ei ollut tilastollisesti merkitsevia
eroja. Sen sijaan nematisidialojen elaimistd poikkesi selvasti edellisistd; kirvojen maard oli huomattavasti pienempi.

Hilbeck ym. (2000) mielestd tutkimusprotokollat ovat useissa Bt-kasvien vaiku-
tuksia tutkivissa kokeissa puutteellisia: esim. ekotoksisuutta ja erityisesti pitkdai-
kaisia (letaaleja ja subletaaleja) vaikutuksia ei ole huomioitu riittavasti. Lisdksi
testielididen valinta on usein kohdistunut ekologisesti eparelevantteihin lajeihin.
Kuitenkin Hilbeck ym. (2000) mukaan huonostikin valitut testilajit voivat auttaa
monitoroimaan Bt-kasvien vaikutuksia vahemman herkkiin lajeihin. Sharma ym.
(2004) mukaan tulevaisuuden GM-kasveissa on todenndkdisesti kédytettdvd useaa
eri torjuntaproteiinia (esim. Bt-toksiinia) koodaavaa geenid hyonteisissd mahdolli-
sesti kehittyvan resistenssin hidastamiseksi. Tdma voi vaikeuttaa riskien arviointia.

Marvier (2002) on selvittanyt, kuinka tilastollisesti patevia tutkimuksia teol-
lisuuden GM-riskinarvioinneissa on tehty. Kokeiden kesto (keskiméaérin 1-4 viik-
koa) osoittautui yleisesti liian lyhyeksi. Liséksi toistoja oli useimmiten tehty liian
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vahan (2-6 toistoa kasittelyd kohti), jotta tulokset kuvaisivat todellisia vaikutuk-
sia. Marvier (2002) mielesta tilanne olisi korjattavissa suhteellisen pienilld tutki-
musasetelmien muutoksilla. Téllaisia parannuksia olisivat naytemaaran lisdami-
nen ja tulosten kasittely tilastollisten menetelmien avulla.

Menetelmii eldinten tutkimiseen

ELISA*, kasvatushakit, kasvatuslieriot, kerdysmenetelmat*, SDS-page,
silmdmaaérdinen arviointi, spektrofotometria, Studentin t-testi*, syottokokeet,
western-analyysi*

Vililliset vaikutukset
Herbisidikestavien GM-kasvien vilillisistd (viljelymenetelmista johtuvista) mui-
hin kuin kohdeorganismeihin kohdistuvista vaikutuksista ja ndiden tutkimus-

menetelmista 16ytyy tietoa brittildisista Field Scale Evaluation -tutkimuksista (ks.
liite FSE:t).

Lisaksi kaikissa edella mainituissa tutkimuksissa on selvitettava

* Mika on riittdva otos/toisto/pinta-ala/kesto vertailukokeissa?

* Mill4 tilastollisilla menetelmilld tutkittavista parametreista saadaan eniten
hyodyllista tietoa?

* Satunnaistaminen ja lohkotus

* Laboratoriokokeiden sekd kasvihuone- ja kenttidkokeiden yhdistdminen
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Riskinhallinta

Tavoite

Riskinhallinnan tarkoituksena on minimoida GM-kasvien viljelyn haittavaikutus-
ten todennékoisyys. Esimerkiksi GM-kasvin viljely alueella, josta lahisukuiset la-
jit puuttuvat, ehkdisee tehokkaasti siirtogeenien levidmisen ymparistoon introg-
ression kautta.

Menetelmat

Monet riskinhallintamenetelmaét estavét geenivirran siitepolyn viélitykselld, mut-
ta eivat estd geenivirtaa siementen tai kasvullisten levidinten (esim. itusilmut, ron-
syt) kautta. Geenitekniikalla tuotettu steriliteetti voi vahentaa riskia siirtogeeni-
en levidmisesta viljelyksiltd luonnonpopulaatioihin (ks. esim. Lemmetyinen ym.
1995). Steriliteetin murtumisen (eli hedelmallisyyden palautumisen) riskid voidaan
pienentédd vaikuttamalla useampaan geeniin tai kdyttdmalld samanaikaisesti usei-
ta steriliteetin aiheuttavia tekniikoita. Kukkimattomuus ei kuitenkaan esta siirto-
geenien levidmistd kokonaan lajeilla, jotka lisdédntyvat myos kasvullisesti, kuten
esim. poppelit.

Niin sanotut ‘terminaattorigeenit’ suojaavat siirtogeenisiin kasveihin kay-
tettyja patentoituja geeneja estamalld toisen sukupolven siementen itdmisen. Tal-
laisia menetelmid pidetddn kuitenkin esim. Giovannetti (2003) mukaan vaarallisi-
na, koska ne puuttuvat perustavaa laatua oleviin elaman mekanismeihin. Lisdksi
ne estavat viljelijoitd kayttamastd omaa satoaan kylvosiemenina.

Erdas GM-kasvien viljelyn uhkakuva on tuholaisten kehittyminen kestavéksi
Bt-toksiineille, mika rajoittaisi myos ruiskutettavien Bt-toksiinien kadytt6d maata-
loudessa. Bt-toksiinia kestdvien hyonteiskantojen kehittymistd voidaan ehkaista
esim. kasvattamalla GM-kasvien joukossa tai viljelyalan reunoilla muuntamatto-
mia kasveja (refugio eli suojavyohyke). Bt-toksiinia koodaava geeni voidaan myos
siirtdad kloroplastiin, miké voi voimistaa toksiinin vaikutusta (kloroplasteja on pal-
jon) seka estdd geenin levidmisen luonnonpopulaatioihin, koska plastidit periyty-
vat useimmiten maternaalisesti (tdstd poikkeuksena esim. ménty). My6s solukko-
tai kehitysvaihespesifinen ilmentyminen voisi vahentda kestavyyspainetta (Gres-
sel 1999; Daniell 2002). Lisédksi jotkut tuottajat ovat ottaneet kdyttoonsa useiden
geenien ‘pinoamisen’ samaan siirtogeeniseen linjaan. Gatehouse ym. (2002) mu-
kaan tdma saattaa olla kuitenkin lyhytaikainen ratkaisu, silld yksi resistenssigeeni
saattaa antaa kestavyyden useaa Bt-toksiinia vastaan. Muuntamattomista kasveista
koostuvaa suojavyohykettd voidaan kayttad myos viljelyalueiden ymparilla siite-
polyn levidmisen estdmiseksi. Seuraavassa on esitetty erilaisia riskinhallintame-
netelmia.

Riskinhallintamenetelmia

* Kasvatusalueen eristys

* Kukinnan eriaikaisuus

* Suojavyohyke (hyonteispolytteisten) GM-kasvipellon ymparilla.
* Siitepolyansat voivat vahentéa siitepolyn levidmista

* Kukkimattomien kasvien kehittdiminen
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* Koirassteriilien yksiloiden kaytto
¢ Kloroplastiin siirretty geeni estdd geenin siirtymisen siitepélyn mukana
(toisaalta plastideista tiedetddn siirtyneen geenejd tumaan ja esim. mannylla
mitokondriot saattavat siirtyd myos siitepolyn mukana). Kloroplastin periy-
tymista erilaisilla viljelykasveilla ja niiden luonnonvaraisilla sukulaisilla
pitédisi tutkia lajikohtaisesti (Riches & Valverde 2002). Siirtogeenin siirto
viherhiukkaseen voi kuitenkin lisdtd esim. horisontaalisen geenin siirtymi-
sen mahdollisuutta bakteereihin.
Siirtogeenin liittdminen toiseen geeniin, joka on harmiton viljelykasvissa,
mutta haitallinen risteymalle (Gressel 1999) vahentéda hybridien esiintymista
Antibioottiresistenssin korvaavien merkkigeenien kaytto (ks. esim. Ebinuma
ym. 1997; Joresbo 1998). Esim. Hood (2003) on kehittanyt valintamarkkerin,
plfp:n (ferredoxin-like protein), jota on kaytetty orkideoilla siirretyn taudinkes-
tavyysgeenin yhteydessa. Tekijoiden mukaan menetelma voisi olla kaytto-
kelpoinen monilla muillakin viljelykasveilla. Liséksi erilaisia mekanismeja
on kehitetty selektiivisten markkereiden poistamiseen GM-kasvista muun-
tamisen jalkeen (esim. cre/lox -systeemi; ks. Dale & Ow 1991). Puchta (2003)
mukaan "homologinen rekombinaatio” on hyva vaihtoehtoinen menetelma
markkerigeenien poistamiseen kasvin genomista. Muita menetelmia ovat
transposonit ja aluekohtaiset rekombinaasit.
* Intronit siirtogeeneissa ehkdisevat geenin ilmentymisen, mikali geeni siir-
tyisi kasvista bakteeriin (horisontaalinen geenin siirtyminen).

Esimerkkeja riskinhallintamenetelmien kehittamisesta

Tabaschnik ym. (2003a, b) mukaan vield ei ole tavattu hydnteisid, jotka olisivat resistentteja kasveille, joihin on siirretty
Bt-ominaisuus. Sen sijaan ainakin kaalikoi (Plutella xylostella) on kehittanyt kestavyyden ruiskutettavalle Bt-toksiinille.
Lisaksi monet hydnteiset ovat kehittdneet resistenssin Bt-toksiinille laboratorio-olosuhteissa. Resistenssin kehittamisen
viivastyttdmiseksi on kaytetty turvakasvustoja. Turvakasvustossa kasvatetaan kasveja, jotka eivdt tuota Bt-toksiinia ja
jotka siten edistavat toksiinille herkkien tuholaisten sailymista. Tabaschnik ym. (2003b) pitavét Bt-kasveille resistent-
tien hydnteisten kehittymista todennakdisend.

Kuvshinov ym. (2001) mukaan uusi molekyylimenetelmé pysayttaa geenivirran siirtogeenisista kasveista luonnonvarai-
siin sukulaisiin kayttamalla palautuvaa, esim. jonkin kasville tarkean fysiologisen ominaisuuden estoa (engl.: recove-
rable block of function; RBF). Palautuva toiminnan esto koostuu estavasta sekvenssista, joka on liitetty haluttuun geeniin,
seka estetyn toiminnan palauttavasta geenista (jotka kaikki ovat siirrettavassa konstruktissa). Estava sekvenssi estaa
kasvin tietyn molekyyli- tai fysiologisen toiminnan. Estavan sekvenssin toiminta johtaa kasvin kuolemaan tai sen
fenotyypin muuttumiseen niin, ettd kasvi ei pysty lisaantymaan suvullisesti luonnossa. Palauttava konstrukti palauttaa
tarvittaessa estetyn toiminnan.
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Viranomaisten kannal¢a merkitta-

via tekijoita GM-kasvien ympa-
ristovaikucusten tutkimuksessa

Viranomaisten kannalta keskeisia GM-kasveihin liittyvid haasteita ovat mm. ris-
kinarviointimenetelmien arviointi sekd valvonta. GM-kasvien viljelyyn ottami-
nen edellyttdd hyvin suunniteltua, ennakoivaa tutkimusta mahdollisten ympéris-
tovaikutusten selvittdmiseksi. GM-kasvien ympadristovaikutuksista tehtdavassa
tutkimuksessa olisi varsinaisten tutkimusmenetelmien lisdksi huomioitava myos
muut tutkimustulosten arvon kannalta merkittavat tekijat:

Hyva koe- ja otossuunnittelu on tutkimustulosten hyddyntdmisen kannalta
ensiarvoisen tdrkedd. Samasta kasittelystd on oltava riittdvan monta toistoa, jotta
tulokset olisivat riittdvan kattavat. Mahdollisten erojen osoittamiseksi GM- ja kont-
rollikasvien vélilld, sekd ilmenneiden erojen merkityksen selvittamiseksi tarvitaan
suuria aineistomaddria ja tilastollisesti tehokkaita, usein tyolditdkin koejarjestelyja
(esim. kokeiden toistoa useassa eri paikassa erilaisissa kasvuolosuhteissa). Myos
lohkottaminen mahdollisten laatuerojen tai gradienttien vaikutusten ehkéisemiseksi,
sekd satunnaistaminen olisi otettava huomioon koetta suunniteltaessa. Naita teki-
joitd kasitellaan kaikissa tilastotieteen perusteoksissa ja oppikirjoissa.

Tilastotieteen tulee antaa vankka pohja GM-kasvien tutkimukselle. GM-kas-
vien ympaéristovaikutuksia tutkittaessa (tai missd tahansa tutkimuksessa) kaytet-
tdva koeasetelma on suunniteltava siten, ettd se vastaa kédytettavaa tilastollista
mallia. Tésta syysta olisi hyva kadadntya tilastotieteilijan puoleen jo tutkimuksen
suunnitteluvaiheessa. Koesuunnittelussa olisi huomioitava, ettd esim. toistoja tu-
lee riittdvd madra hyvan merkitsevyystason (yleensd P< 0,05) saavuttamiseksi.
Téama puolestaan vaatii testin voimakkuuden analysointia (testin voimakkuus
madritellddn kaavalla 1-b, b:n ollessa todenndkoisyys sille, ettd vaaraa nollahypo-
teesia ei hylatd; ks. Kjacer ym. 1999).

My6s tutkittavien kasvien valinta ja kontrollikasvien valinta (sekd myos lah-
tokohta; verrataanko tuloksia vallitsevaan tilanteeseen) vaikuttaa tutkimuksen
tuloksiin. Nollasegreganttilinjan kasvit, jotka ovat samaa sukupolvea kuin siirto-
geeniset kasvit, ovat Linder ja Schmitt (1994) mukaan parhaita kontrollikasveja
GM-kasvitutkimuksissa, kun GM-kasvin ja muuntamattoman kasvin eroja ver-
taillaan (ks. sivu 35). Solukkoviljelyn avulla saadut muuntamattomat kasvit ovat
kuitenkin yleisesti kdytettyja kontrolleja GM-tuotekokeissa. Kjazer ym. (1999) mu-
kaan introgression seurauksena mahdollisesti tapahtuneen kasvin kelpoisuuden
muutoksen tutkimukseen tulisi sisallyttdd vanhemmaiskasvit (P1), hybridit seka
ensimmadiset ja toiset takaisinristeytyneet sukupolvet.

Koetta suunniteltaessa on myos mietittdva tarkkaan, mitd parametreja tutki-
taan/mitataan ja mitd muita eli6ita tutkimukseen siséllytetddn. Riskinarviointi on
varsin pragmaattinen prosessi, jossa yleensd joudutaan keskittymddn vain kaik-
kein tdarkeimmiksi katsottuihin tekijoihin. Ekologisesti ja molekulaarisesti rele-
vantit mittaukset antavat pohjan paatelmien tekemiselle.

Yksiloiden vilinen geneettinen muuntelu (vaihtelu) ja ympariston vaihtelu
on huomioitava koesuunnittelussa. Eri geneettisid taustoja tulisi mikéli mahdol-
lista kokeilla erilaisissa olosuhteissa (esim. kuivuus, muuttunut ravinnepitoisuus,
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predaatiopaine, kasvien valinen kilpailu jne.) riittdvan pitkdan. Eri kasvukausien
valiset vaihtelut tai eri koealojen valiset vaihtelut saattavat vaikuttaa tuloksiin
huomattavasti.

Laboratoriotutkimusten tuloksia ei yleensé voida suoraan verrata luonnossa
tapahtuviin mekanismeihin. Tulevaisuudessa GM-kasvien ympaéristovaikutuksis-
ta olisikin saatava tietoa kenttdolosuhteista, laajemmilta alueilta sekd pidemmalta
ajalta kuin tdhédnastisista tutkimuksista. GM Science Review’n (2004) mukaan suu-
rin osa GM-kasvien aiheuttamista mahdollisista biodiversiteettivaikutuksista tu-
lee todennékoisesti osoittautumaan palautuviksi. Tastd syysta pienimuotoiset kent-
takokeet tutkittavien kasvien kannalta relevanteissa ekosysteemeissa tuskin tule-
vat aiheuttamaan pitkdaikaisia ympéristohaittoja. Pitkdaikaisia kenttdkokeita ei
kuitenkaan voida Suomessa yleensa tehdé kasveilla, joilla on taalla risteytymisky-
kyisid sukulaisia. Suomessa on katsottu, ettd esimerkiksi tuulipdlytteisilla puilla
tehtavat kenttdkokeet on lopetettava ennen kuin kasvi saavuttaa kukkimisidn.
Nékemys kuitenkin vaihtelee jonkin verran EU:n alueella. Joissakin maissa ollaan
sitd mieltd, ettd esimerkiksi geenivirta itsessadn ei ole ongelma, mikéli GM-kasviin
siirretty ominaisuus on ympéristolle vaaraton. Toisaalta vaarattomuuden arviointi
voi olla vaikeaa; esimerkiksi harmittomana markkerina pidetyn GUS-proteiinin
tuotto GM-kasvissa voi merkittdvasti vaikuttaa kasvia syovien eldinten kelpoi-
suuteen (ks. sivu 22). Hyvin suunnitellut kasvihuonekokeet ja ekologinen mallin-
taminen saattavat tulevaisuudessa osin korvata GM-kasveilla tehtavét laaja-alai-
set ja mahdollisesti riskialttiit tutkimukset. Lisdksi tarvitaan lisid mm. eettisid ja
sosiologisia tutkimuksia siitd, miten suurena ymparistoriskind kansalaiset pitavat
esimerkiksi GM-siitepolyn levidmistd ymparistoon. Huolellisesti toteutettu seu-
ranta GM-kasvin viljelyyn hyvéaksymisen jdlkeen tulee todennékdisesti tarjoamaan
arvokasta lisdtietoa GM-kasvien ekologisista vaikutuksista.

Pitkaaikaiset tai odottamattomat vaikutukset saattavat ilmeta kenttdolosuh-
teissa vasta pitkdn ajan kuluessa, esimerkiksi ympaéristdolosuhteiden muuttuessa.
Puilla sukupolvien vili voi olla vuosia tai jopa kymmenia vuosia. Yksivuotisilla
kasveilla tapahtuvaa hybridisaatiota ja introgressiota voi olla vaikea tutkia, mikali
tutkimusta tehddén ainoastaan yhden kasvukauden ajan. Esim. Crawley ym. (2001)
seurasivat GM-viljelykasvien selviytymistd ja invaasiokyvyn muutoksia (verrat-
tuna muuntamattomiin kasveihin) perati kymmenen vuoden ajan, kun taas GM-
tuotekokeissa tehtdvien tutkimusten kesto saattaa olla ainoastaan muutamia kuu-
kausia. Kareiva ym. (1996) mukaan GM-kasvitutkimusten tulokset viittaavat sii-
hen, ettd alle kolme vuotta kestavat tutkimukset antavat riittamattoméan arvion
kasvien lisaantymisen/levidmisen nopeuden/laajuuden muutoksesta, huolimatta
tutkittujen alueiden laajuudesta tai maarasta.

Edelld mainitut tekijat (esim. tarvittavien toistojen maard) ovat kuitenkin
tapauskohtaisia ja ne on erikseen selvitettdva kussakin tutkimuksessa. Lisadksi
mm. GM Science Review’n (2003) mukaan olisi varomatonta yleistda esim. herbi-
sidikestdvien GM-kasvien ympdristovaikutuksia mittaavasta kenttdkokeista
saatuja tuloksia koskemaan myos muunlaisia GM-kasveja. Lisddntyneen in-
vaasiokyvyn, hybridisaation ja introgression, sekd muihin kuin kohde-elidihin
kohdistuvien vaikutusten mahdollisuus onkin selvitettdva erikseen kunkin kas-
vilajin ja kunkin siirretyn ominaisuuden kohdalla sekd my®s erilaisissa ympéris-
toolosuhteissa.

Mikéli GM-kasveja hyviksytdan Suomessa kaupalliseen viljelyyn, tarvitaan
viljelyn seurannassa valtavia ndytemaarid esim. geenivirran tutkimiseksi, mika
on kallista ja aikaavievda. Ratkaisuna voi olla suurten ndytemaarien kasittelya
helpottavien menetelmien kdyttiminen ja kehittdminen. Esim. Real-time PCR
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(RT-PCR) mahdollistaa useiden naytteiden yhdistdmisen, joten tietoa esim. siirto-
geenien introgressiosta luonnonpopulaatioihin ja perinteisille viljelyksille voidaan
saada kerralla suurelta alalta.

Valvonnassa keskeisid asioita ovat introgressiomahdollisuuden ja GM-kasvi-
en levidmisen seuraaminen sekd seurannan kesto (kuinka monta vuotta viljelyn
aloittamisesta seurannan on jatkuttava). Vaikka GMO-lainsaddannéssa ei vaadi-
takaan viljelyssa kaytettavien tehoaineiden raportointia, tieto GM-kasvien kay-
ton vaikutuksista tehoaineiden kdyton madraan olisi viranomaisille arvokas lisa
GM-kasvien viljelyn kokonaisvaltaiseen ymparistovaikutusten arviointiin.
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Yhteenveto

Uudistetussa, tarkoituksellista muuntogeenisten organismien (GMO:ien) ympé-
ristoon levittamista saatelevassa EU:n direktiivissa 2001/18/EY on kirjattu ensi ker-
taa ymparistoriskien arvioinnin periaatteet. Sekd Suomen kansallinen lainsdadén-
to, ettd EU:n lainsdaadanto edellyttavat kattavaa riskien arviointia ennen GMO:ien
tarkoituksellista ymparistoon levittamista tai suljettua kdyttoa. GMO:ien ympa-
ristoriskien arvioinnissa tarkastellaan suoria ja vélillisid, valittomasti tai viipeelld
ilmenevia ympaéristovaikutuksia. Riskinarvioinnin perusteena on riskien tunnista-
minen sekd riskin todennékoisyyden ja haitan suuruuden arviointi. Mikali GM-
organismin kayttdytymisestd ei ole riittdvasti tietoa, tarvitaan lisdd tutkimusta.
Ala on kuitenkin niin uusi, ettd vakiintuneita tutkimusmenetelmiia GM-kasvien
ympdéristovaikutusten tutkimiseen ja seurantaan ei vield ole. Taméan raportin tar-
koituksena on kerdtd menetelmia GM-kasvien ympaéristovaikutusten tutkimiseen,
sekd koota mahdollisimman laaja kirjallisuusluettelo, josta saa yksityiskohtaisem-
paa tietoa erilaisista tutkimusjérjestelyista.

Raportissa kasitellddn GM-kasvien kédyttoonottoon liittyvid mahdollisia ym-
péristoriskejd, sekd tutkimusmenetelmid, joista voi olla hyotya GM-kasvien ris-
kinarvioinnissa esiin tulleiden tietotarpeiden tayttamiseen. Lisdksi kasitelldan ly-
hyesti GM-kasvien viljelyyn liittyvid ympariston kannalta edullisia vaikutuksia,
GM-kasvien riskinarviointia ja viljelyn seurantaa, sekd riskien hallintamenetel-
mid.

Geenitekniikan kaytto, eli GM-tekniikka itsessddn tuskin lisda kasvin haital-
lisia ympaéristovaikutuksia. Sen sijaan siirretyn geenin ilmentyminen uudessa ym-
péristossa voi aiheuttaa yllattavia vaikutuksia. GM-kasvien kaytolld saattaa olla
ympaériston kannalta my6s edullisia vaikutuksia, kuten esim. torjunta-aineiden
vahentynyt kdytto tai maanmuokkaukseen tarpeen (ja siten myds eroosion) viahe-
neminen. Muita ympériston kannalta edullisia vaikutuksia voi olla my®ds tarvitta-
van viljelyalan pieneneminen, mikali kasvi tuottaa aikaisempaa paremman sadon
siihen siirretyn ominaisuuden seurauksena tai aavikoitumisen hidastuminen kui-
vuuden- ja/tai suolankestdvien GM-kasvien viljelylla.

GM-kasvien mahdolliset haitalliset ymparistovaikutukset riippuvat seka siir-
retystd ominaisuudesta ettd kasvilajista, johon uusi ominaisuus on siirretty, ja li-
saksi ympardivistd olosuhteista. GM-kasvien kaytdssd perinteiseen viljelyyn ver-
rattuna on uutta se, ettd kasvissa voi olla tdysin uusi, toisesta organismista perdisin
oleva ominaisuus. Uusi geeni voi vaikuttaa uudessa geneettisessa ymparistossa
arvaamattomalla tavalla, esim. vaikuttamalla haitallisesti elididen viliseen geneet-
tiseen vuorovaikutukseen. Esim. siirretylld taudinkestdvyysominaisuudella saat-
taa olla merkittavidkin ympaéristovaikutuksia. Riskinarvioinnissa keskitytddn nii-
hin seikkoihin, jotka erottavat GM-kasvin vastaavasta muuntamattomasta kas-
vista. Alustava arvio siitd, onko siirretty/muutettu ominaisuus vaikuttanut jolla-
kin tavalla esim. kasvin kelpoisuuteen, saadaan yksinkertaisesti vertailemalla GM-
kasvin ja muuntamattoman verrokin kasvu- ja lisdédntymisominaisuuksia kasvi-
huoneolosuhteissa ja myohemmin (mahdollisesti) kenttiakokeissa. Téssd raportis-
sa on késitelty seuraavia kirjallisuudessa yleisimmin mainittuja ymparistovaiku-
tuksia, sekd niiden tutkimusmenetelmia:
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1. Parantunut levidmiskyky (invaasiokyky)
Invaasiokyvylla tarkoitetaan kasvin kykya runsastua ja levita uusille alueil-
le mahdollisesti alkuperéaisten kasvien kustannuksella. Ominaisuudet, jotka
aiheuttavat muutoksia esim. kasvin siemenissé (koossa, painossa, muodos-
sa) tai taudinkestdvyydessé voivat vaikuttaa kasvin kelpoisuuteen ja siten
my0s invaasiokykyyn. Suurin osa viljelykasveista on kuitenkin niin pitkélle
jalostettuja, ettd ne tuskin muuntogeenisindkaan levidisivat ympéroivaan
luontoon. Suomessa mahdollisesti rypsi, rapsi seké jotkut metsdapuut voivat
osoittautua helposti levidviksi.
Levidmiskyvyn muutoksista saadaan tietoa vertailemalla GM-kasvin ja
muuntamattoman verrokin siementen ominaisuuksia (koko, méaaré, levia-
mismatka), stressinsietoa, kasvin kokoa ja kasvuominaisuuksia, lisddnty-
miskiertoa ja kilpailukykya.

2. Geenivirta
Geenien siirtymistd kasvista toiseen ristipolytyksen avulla sanotaan verti-
kaaliseksi geeninsiirtymiseksi. Horisontaalinen geeninsiirtyminen taas on
geneettisen materiaalin siirtymistd sellaisten organismien viélill, jotka eivat
pysty lisddntymaan keskendan suvullisesti.

Introgressio

Siirtogeenin mahdollinen introgressio (esim. herbisidid tai kuivuutta
kestdvastd) GM-viljelykasvista hyvan dormanssikyvyn omaavaan luonnon-
varaiseen kasviin on heréttanyt huolta uusien, kestavdmpien rikkakasvi-
kantojen syntymisestd ja lajien geneettisestd koyhtymisestd. Viljelykasveis-
ta luonnonvaraisiin populaatioihin kohdistuva geenivirta saattaa olla mer-
kittava kasvien evoluutioon vaikuttava tekijd ja voi johtaa jopa harvinais-
ten lajien hdvidmiseen. Lajinsisdistd geenivirtaa muuntamattomistakin vil-
jelykasveista niiden luonnonvaraisiin kantoihin ja lahisukulaisiin tapahtuu
kuitenkin jatkuvasti. Herbisidien kdytto itsessadnkin saa aikaan resistentte-
ja kasveja, eika herbisidikestdavyyden siirtymiselld GM-kasveista niiden
luonnonvaraisiin kantoihin tai sukulaisiin ole kilpailuetua lisddvaa vaiku-
tusta oloissa, joissa herbisideja ei kdytetd. Useimmat tarkeat viljelykasvit
eivdt Suomessa metsdpuita lukuunottamatta pysty levidmééan ja muodosta-
maan luonnonpopulaatioita tai hybridejd kotimaisten sukulaisten kanssa.
Poikkeuksia tdstd ovat kuitenkin mm. jotkut ristikukkaiset (Brassicaceae) ja
jotkut metsdapuut. Lisdksi Suomessa kehiteltyja GM-kasveja (puita ja ehka
joitakin marjoja lukuunottamatta) tuskin tullaan siirtiméén lajien levidmis-
keskuksiin, sillda suomalaiset kasvit on jalostettu kestdiméddn nimenomaan
takaldisid pohjoisia olosuhteita. Siirtogeenien introgression mahdollisuutta
GM-kasveista luonnonvaraisiin kasveihin tutkittaessa olisi kiinnitettava
huomiota ominaisuuksiin, jotka vaikuttavat kasvin levidmiskykyyn ja sie-
menten dormanssikykyyn. Introgressiomahdollisuuteen vaikuttavat mm.
risteytymiskykyisten kasvien ldheisyys, siitepolyn kilpailukyky ja levidmis-
matka, sekd siementen sdilyvyys (siemenvilitteinen geenivirta). Introgres-
sion laajuutta ja seurauksia tutkittaessa voidaan hyddyntéda esim. ekologis-
ta mallinnusta ja mahdollisesti kaukokartoitusmenetelmia.

Horisontaalinen geenin siirtyminen (HGT)

Siirtogeeneja (esim. antibioottiresistenssigeenejd) voi periaatteessa siirtya
GM-kasveista my0s muihin organismeihin, esim. maaperan bakteereihin tai
patogeenisiin bakteereihin tai sieniin, tai peréti viruksiin. Vieraan DNA:n
integroitumiselle bakteerin genomiin on kuitenkin biologisia esteitd. Lisak-
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si aitotumallisten elididen geeneissd olevat intronit estavét kyseisten geeni-
en ilmentymisen alkeistumallisissa soluissa. Siirtyneelld geenilld pitaisi li-
saksi olla valintaetua lisddvid ominaisuuksia, jotta sen omaavien bakteerien
osuus populaatiossa lisddntyisi. Toisaalta esim. sienet ovat aitotumallisia
kuten GM-kasvitkin, joten niissa geenin ilmentyminen siirtymisen jalkeen
voi olla todennédkoisempaa kuin bakteereissa. Useiden tutkijoiden mukaan
siirtogeenisen vapaan DNA:n osuus verrattuna totaaliseen vapaan DNA:n
madrdan luonnossa on niin pieni, ettd sen vaikutukset ovat jokseenkin mer-
kityksettomid. On kuitenkin mahdollista, ettd tulevaisuudessa kasvien gee-
niteknisessd muuntamisessa kdytetdan muutettuja tai kokonaan uudenlai-
sia geeneja, tai geenejd, jotka ovat perdisin tdysin toisenlaisista ekosystee-
meistd kuin se ekosysteemi, jossa muunnettua kasvia kasvatetaan. Télloin
uuden geenin aiheuttamalla ominaisuudella saattaa ilmetd arvaamattomia
ympéristovaikutuksia. Horisontaalisen geenien siirtymisen tutkimiseen
voidaan kayttaa kokeellisia laboratoriomenetelmia tai fylogeniamenetel-
mad, joka sopii historiallisten HGT-tapahtumien yleisyyden kartoittami-
seen.

3. Vaikutukset muihin kuin kohdeorganismeihin
Siirretyilld torjuntaominaisuuksilla voi olla vaikutuksia my6s muihin kuin
kohde-elidihin (nontarget effects), eli sellaisiin viljelykasvin ohessa elaviin
elidihin, jotka eivét aiheuta merkittavid tuhoja viljelykselld (esim. saalista-
jat, loiset, polyttdjat tai maaperdn mikrobit). Vaikutukset voivat olla suoria,
esim. tiettyd hyonteista vastaan tarkoitettu Bt-toksiini voi vaikuttaa muihin
kuin kohde-eldimiin toksisesti tai vaikutus voi kohdistua maaperan mikro-
organismeihin. Vaikutukset voivat olla myos valillisid, esim. herbisidikesta-
van GM-kasvin viljelyn yhteydessd muuttuneet herbisidikasittelyt voivat
vaikuttaa koko ekosysteemiin. Tietoa vaikutuksista maaperan elidihin saa-
daan mikrobien méaaran, aktiivisuuden ja yhdyskuntarakenteen tutkimuk-
silla. Vaikutuksista eldimiin saadaan tietoa esim. syottokokeilla ja ns. meso-
kosmosijdrjestelyilld, joissa on mukana useampia elidita.

4. Ennustamattomat vaikutukset
GM-kasvia viljeltdessa voi ilmetd odottamattomia vaikutuksia. Odottamat-
tomat vaikutukset tulevat todenndkéisimmin ilmi seurantatutkimuksissa ja
pitkdn ajan kuluessa. Ennalta arvaamattomia vaikutuksia voi syntya esim.
siirtogeenien pleiotrooppisista ominaisuuksista (eli siirtogeeni vaikuttaakin
muihinkin kuin haluttuun ominaisuuteen). Lisdksi siirtogeenit voivat sijoit-
tua genomissa satunnaisesti estden siten jonkin tirkedn geenin toiminnan.
Vaihtoehtoisesti siirtogeenit voivat asettua jonkin erittdin aktiivisen sééate-
lyalueen viereen ja ilmentyd aiottua enemman. Ennakoimattomat vaikutuk-
set ovat luultavasti sellaisia, ettd ne ilmenevéat muiden tutkimusten yhtey-
dessé tai esim. seurannan aikana.
GM-kasveilla voi olla erilainen vaste erilaisissa ympaéristoissa, esim. erilai-
sista stressitekijoistd riippuen. Vaikka tiettyd GM-kasvia olisikin tutkittu
jossain tietyssa ymparistossd, ei ole varmaa, ettd tulokset patisivat muualla,
esim. muissa maissa viljeltdessa. Erityisesti pitkdaikaisten tai viipeella ilme-
nevien ympdristovaikutusten selvittdmiseen tarvitaan laajoja, pitkdaikaisia
ja tapauskohtaisia tutkimuksia.
GM-kasvien viljelyn haitallisia ymparistovaikutuksia voidaan ennakoida ja
mahdollisesti vdhentda seurannan ja riskien hallinnan avulla. Seuranta on
sellaisten ymparistovaikutusten tarkastelua, jotka on tunnistettu GMO:ien
riskinarvioinnissa tai tuntemattomien vaikutusten seuraamista. Vaikka seu-
ranta on luultavasti kallista, aikaa vievdd ja metodit vield suurelta osin
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madrittelematta, se voi kuitenkin olla ainoa keino saada tietoa esim. riskin-
arvioinnissa esitetyistd ymparistovaikutuksista, sekd tunnistamattomista ja
ennustamattomista vaikutuksista. Riskien hallinnan tarkoituksena on mini-
moida haittavaikutusten todenndkdisyys. Esimerkiksi GM-kasvin viljely
alueella, josta lahisukuiset lajit puuttuvat, ehkédisee tehokkaasti siirtogeeni-
en levidmisen ympaéristoon introgression kautta.
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LITE 1/1

Liite 1. Valikoituja menetelmid

Valikoituja menetelmid

Molekyylimenetelmét ovat kayttokelpoisia tyokaluja tutkittaessa muuntogee-
nisten kasvien ymparistovaikutuksia, mm. risteytymismahdollisuutta, introgressio-
ta ja horisontaalista geenin siirtymistd. Geneettiset markkerit eivét ole valttamatta
informatiivisia sellaisenaan, mutta erilaisiin analyysimenetelmiin yhdistettyna nii-
den avulla voidaan selvittdd esim. vanhemmuutta, sukulaisuussuhteita, geenivirtaa
ja populaatiodynamiikkaa sekd tunnistaa ja erottaa toisistaan tutkittavia yksiloita.

Kasvien kromosomilukua tai kromosomaalisia poikkeavuuksia voidaan tut-
kia kromosomilaskennan (ks. Li & Hao 1992; Soltis & Soltis 1993) tai virtaussyto-
metrian (ks. Eber ym.1997; Wilkinson ym. 2000) avulla. Menetelmid voidaan kayt-
tdd esim. hybridisaatiotutkimuksissa tutkittaessa eri kromosomiluvun omaavien
kasvien jalkeldisia.

Morfologisia markkereita ovat esim. kukkien/siementen vari tai muoto (ks.
Hamrick ym. 1979; Wilcox 1983; Landry ym. 1987; Baker 1988; Schmid & Bazzaz
1990; Argyes & Schmitt 1991; Philipp 1992; Isobe ym. 2003). Morfologisten markke-
reiden kdyton etuna on se, ettd kalliita laboratoriotutkimuksia ei tarvita siind méaa-
rin kuin proteiini- tai DNA-markkereita kiytettdessd, silld morfologiset ominai-
suudet voi havaita silmdmaaraisesti. Morfologisten markkereiden kdyton hait-
tapuolena on, ettei aina ole helppoa paatelld, johtuuko havaittu vaihtelu kasvin
perimadsta (jolloin se voi olla yhden tai useamman geenin ohjaama; ks. esim. Wes-
terbergh & Doebley 2002) vai ympdristotekijoista.

Proteiinit

Entsyymimarkkerit ovat yleisesti kdytettyja mm. geenivirran tutkimisessa ja ge-
neettisen diversiteetin arvioinnissa hyvan vaihtelevuutensa ja menetelmien suh-
teellisen helppouden takia. Proteiinimarkkereita valitessa paddytaan yleensa ni-
menomaan entsyymeihin, koska niiden oletetaan olevan valinnan suhteen neut-
raaleja (Parker 1988; Kemppinen ym. 2003). Lisdksi elektroforeettisilla menetel-
milld havaittavien entsyymien oletetaan olevan kodominantteja, eli niiden avulla
voidaan erottaa homo- ja heterotsygootit toisistaan. Proteiinimarkkerit ovat suh-
teellisen helppokayttdisid, mutta niiden kdytén ongelmana on rajallinen vaihtelu
(polymorfismi).

Entsyymiaktiivisuus

Entsyymiaktiivisuuksia madritetddn joko tietyssa kasvuvaiheessa tai tietyssd
osassa kasvia. Entsyymiaktiivisuutta voidaan myos mitata erilaisissa ymparisto-
paineissa (enzyme assay; ks. Luna ym. 1985; McKersie ym. 1993; Fischbach ym.
2000).

Immunologinen vaste

Immunologista vastetta voidaan tutkia ELISA-menetelmaa kayttamalla. ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) on antigeeni-vasta-ainereaktioihin perus-
tuva méadritysmenetelmd, jota on kdytetty esim. Bt-toksiinien pitoisuuden mittaa-
miseen kasveista ja selkdrangattomista (ks. esim. Dutton ym. 2002) tutkittaessa
toksiinien vaikutuksia muihin kuin kohdeorganismeihin. ELISA-menetelméa on
herkkd, mutta sen heikkoutena on, ettd eri eristysmenetelmét voivat synnyttaa
analyysia haittaavia tuotteita (ks. Miksic 1992).
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Proteiinimarkkerit

Allotsyymit ovat eri alleelien koodaamia entsyymejd, jotka erotellaan toisistaan
elektroforeettisesti kokonsa ja sihkovarauksessa perusteella. Niistd saatua tietoa
voidaan kdyttdd esim. populaatioiden geneettisen diversiteetin arviointiin (Wen-
del & Percy 1990; Bartsch ym. 1999; Tomimatsu ym. 2003). Allotsyymien kdyton
rajoitteena on niiden rajallinen polymorfia. Lisdksi lokukset saattavat liittya kel-
poisuusominaisuuksin, joten ne eivat vélttaimatta ole neutraaleja markkereita. Iso-
entsyymit ovat entsyymejd, joilla on sama katalyyttinen vaikutus, mutta eri sdh-
kovaraus (Lewontin & Hubby 1966). Isoentsyymeja on kéytetty erilaisiin analyysi-
menetelmiin yhdistettynd (ks. edelld) mm. populaatiodynamiikan (Burdon ym. 1983;
Govindaraju 1988; Adams ym. 1992), ekosysteemivaikutusten (Nevo ym. 1986),
invaasion (Warwick 1990) ja geneettisen diversiteetin (Marchelli & Gallo 2001)
tutkimiseen. Isotsyymimenetelmé paljastaa vain osan geneettisestd vaihtelusta,
silld vain noin yksi kolmasosa aminohapposubstituutioista vaikuttaa proteiinin
sahkovaraukseen (Kjellsson & Simonsen 1994).

DNA

DNA-menetelmia kayttamalld paastdan kasiksi informaatioon, johon ymparisto-
tekijat eivat vaikuta siind maarin kuin esim. morfologisiin ominaisuuksiin. Esimer-
kiksi geenivirtaa tutkittaessa voidaan kdyttaa joko pelkdstaan tuman markkereita
tai niiden lisdksi paternaalisesti (paljassiemenisten kloroplastit) ja/tai maternaali-
sesti (koppisiemenisten kloroplastit, yleisesti mitokondriot) periytyvid markke-
reita. Viimeksi mainitussa tapauksessa kyetadn arvioimaan siementen viélityksella
tapahtuneen geenivirran maara suhteessa siitep6lyvalitteisen geenivirran madraan
(Kemppinen ym. 2003). Kasvien kolmesta genomista (tuma, kloroplasti ja mito-
kondrio) mitokondrion DNA on joitakin poikkeuksia lukuunottamatta kaikkein
konservoitunein (ks. Palmer ym. 2000), kun taas eldimilld kyseinen DNA on erit-
tdin nopeasti muuttuvaa (Wolfe ym. 1987). Téstd syysta tuman ja kloroplastin DNA
on kasvien populaatiotutkimuksissa mitokondrion DNA:ta kiyttokelpoisempaa.
Seuraavista menetelmistd esimerkiksi sekvensointia, mikro- ja minisatelliitteja,
sekd RFLP-menetelmdd kaytettdessd on tutkittavien geenialueiden nukleotidien
emadsjdrjestys tunnettava jo etukdteen. Tdma johtuu siitd, ettd niiden monistami-
seen on suunniteltava sopivat alukkeet (noin 20 emésparin pituiset oligonukleoti-
disekvenssit), joiden avulla templaatti-DNA:sta saadaan monistettua juuri halut-
tu alue. Tietoja eri eliiden DNA- ja proteiinisekvensseistd 10ytyy geenipankeista
(ks. esim. http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html tai http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

PCR (Polymerase Chain Reaction)

PCR-menetelmadssa (ks. Mullis ym. 1986) tutkittavan organismin tietty geenialue
monistetaan eristetystd DNA-ndytteestd (tai suoraan tutkittavasta solukosta) gee-
nispesifejd tai satunnaisia alukkeita kdyttamalla. Kyseistd menetelmda voidaan
kayttda GM-kasvien yhteydessa geenivirran tutkimisessa siind tapauksessa, etta
siirtogeeni on liitetty (paternaalisesti periytyvan) kloroplastin genomiin. Esim.
James ym. (2001) kehittivat pelargonian siitepolystd suoran PCR-menetelmén,
jonka avulla voidaan tutkia kloroplastien paternaalista periytymista.
Ritala ym. (2002) puolestaan tutkivat geenivirtaa nptll-muunnetusta ohrasta
koirassteriileihin muuntamattomiin kasveihin 225 m?* ja 2000 m* kokoisilta aloilta.
Nptll:n siirtymista arvioitiin PCR-analyysin avulla 1-100 m:n paastd keratyista
vastaanottajakasveista.
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Sekvensointi

Sekvensointi (ks. Sanger ym. 1976) tehdaan nukleotidisekvenssin emadsjarjestyk-
sen madrittdmiseksi esim. PCR-tuotteista. PCR-monistamisen jélkeen valmis tuo-
te puhdistetaan ja sekvensoidaan. Valmiit sekvenssit tarkastetaan ja kasitellddn
jollakin monista sekvenssiohjelmista (ks. esim. http:/evolution.genetics.washington.
edu/phylip/software.html), minké jalkeen ne tarvittaessa analysoidaan jaljempa-
nd mainittuja menetelmid kiayttaen. DNA-sekvenssit siséltavat yleensa vahan vaih-
telua (etenkin populaatioiden sisélld), mutta ovat satunnaisia fragmentteja (esim.
RAPD) luotettavampia kayttdd varsinkin elididen fylogeniaa tutkittaessa (ks. edel-
14). Sekvensoinnin avulla voidaan tutkia geenien rakennetta, jljittid (siirto)geeneja
tai niiden osia tai tutkia elididen sukulaisuussuhteita. Konservoituneita geenialu-
eita fylogeneettisessa analyysissd kdayttamalld voidaan selvittaa tutkittavien eli-
oiden polveutumista esim. heimotasolla; vaihtelevammat alueet (esim. intronit)
taas kdyvat suku- tai joskus populaatiotasonkin tutkimuksiin. Sekvensoinnista on
tullut nopeaa, helppoa ja suhteellisen halpaa menetelmien kehittymisen myota.
Seka DNA:n eristykseen, monistamiseen, puhdistamiseen ettd sekvensoimiseen
on saatavilla helppokayttoisia kitteja.

Real-time PCR

Real-time PCR -menetelmén (RT-PCR) avulla voidaan mitata DNA:n (tai RNA:n)
maara tutkittavasta naytteestda DNA:n monistamisen yhteydessd. RT-PCR-systee-
mi perustuu fluoresoivan merkkiaineen (reportterin) kdyttoon. Fluoresoivan sig-
naalin voimakkuus néytteessa lisdédntyy suoraan verrannollisesti siind olevan PCR-
tuotteen (eli DNA- tai RNA-molekyylien) maaraan. Naytteessd alunperin olleen
templaatti-DNA:n mééra saadaan selville, kun kustakin PCR-syklistd mitataan fluo-
resoivan emission mddrd. Esim. Ingham ym. (2001) ja Mason ym. (2002) maarittivat
menetelman avulla siirtogeenien lukumaaria tutkittavista GM-kasveista. Mene-
telmda on myos kadytetty selvitettdessa GM-materiaalin osuutta elintarvikendyt-
teistd (ks. esim. Locatelli ym. 2000). RT-PCR -menetelmén avulla on my6s mahdol-
lista tutkia kasvigeenien ilmentymistd vuorovaikutuksessa muiden organismien
kanssa, esim. patogeeni-infektion aikana (McMaugh & Lyon 2003). Filion ym. (2003)
tutkivat RT-PCR -menetelmén avulla sieni-DNA:n mddrdd maaperdndytteista. La-
hestymistapaa voidaan mahdollisesti kdyttdd maaperamikrobien maarén tai yh-
dyskuntarakenteen muutosten selvittdmiseen tutkittaessa GM-kasvien (tai niista
johtuvien viljelymenetelmien muutosten) muihin kuin kohdeorganismeihin koh-
distuvia vaikutuksia.

In situ -hybridisaatiomenetelma
In situ -hybridisaatiomenetelmén avulla voidaan kromosomista, solusta tai solu-
kosta paikallistaa tietty DNA- tai RNA-jakso leimatun koettimen avulla. Menetel-
ma perustuu koettimen liittymiseen kohde-DNA:han tai RNA:han ja ndin synty-
van nukleiinihappohybridin havainnoimiseen. Leimoina voidaan kéyttaa radioak-
tiivisia aineita tai esim. biotiinia.

DNA-sirumenetelma

DNA-sirumenetelmélld (DNA microarray) mitataan kuinka monta mikrosirulle
kiinnitettyd DNA-koetinta vastaavaa geenid tutkittavasta naytteesta 16ytyy. DNA-
siru on lasi- tai piilevy, jonka pinnalle on syntetisoitu tai sidottu DNA-molekyyleja
(geenien osia), joihin hybridisoidaan tutkittavan ndytteen RNA:sta valmistettua
fluoresoivalla aineella leimattua vastin-DNA:ta (ks. Schena ym. 1995; DeRisi ym.
1996; Zhao & Bruce 2003). Hybridisoinnin jéalkeen siru luetaan laserin avulla, minka
jalkeen mikrosirudata on sdhkoisessd muodossa. Saatu informaatio kasitelldadn
valtavan méardnsa vuoksi erilaisilla bioinformatiikan menetelmilld. Geenisirujen
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avulla voidaan tutkia samanaikaisesti kymmenien tuhansien geenien ilmentymis-
tasot soluissa tai solukoissa. DNA-sirujen avulla voidaan myos jaljittaa yksittaisia
nukleotidipolymorfismeja.

QTL (Quantitative trait loci)

Suuri osa elididen ominaisuuksista on kvantitatiivisia, eli niihin vaikuttaa ympa-
riston lisaksi maaraltaan ja vaikutuksiltaan tuntematon joukko geeneja (ks. esim.
Westerbergh & Doebley 2002). QTL:n (ks. Tanksley 1993; Lander & Schork 1994;
Page ym. 2003), eli kvantitatiivisia ominaisuuksia sdételevien lokusten kartoittami-
sen tavoitteena on tunnistaa kromosomialueita, joissa esiintyvd muuntelu vaikut-
taa merkittavasti tutkittaviin (kvantitatiivisiin) ominaisuuksiin, sekd tunnistaa
vaikutuksen taustalla olevia geenejd. QTL-kartoituksessa tutkitaan elion koko
genomi tasaisin vélimatkoin sijaitsevien DNA-markkerien avulla. Markkereita
kayttamalla tutkimus voidaan kohdistaa suoraan ominaisuuden perinnélliseen
osaan ilman ympadristovaikutusten aiheuttamaa hairiotd. Menetelmén avulla on
tutkittu esim. silmujen puhkeamisen geneettistd kontrollia pajuilla (Salix sp.; ks.
Tsarouhas ym. 2003). Liséksi esim. Narvel ym. (2001) selvittivéat soijan (Glycine
max) mutaation kautta syntyneen hyonteisresistenssin introgressoitumista mui-
hin soijalajikkeisiin kayttaiméalla QTL- ja RFLP -menetelmia.

Nukleotidipolymorfismit

Nukleotidipolymorfismit (SNP; single nucleotide polymorphism; ks. esim. Kwok
& Chen 2003) ovat genomisen DNA:n yksittdisid emdsparikohtia, joista esiintyy
eri alleeleja joidenkin populaatioiden normaaleissa yksiloissa. SNP:ita kaytetdan
monenlaisten populaatiogenetiikan ongelmien, kuten esim. populaatioiden si-
sdisen alleelien jakautumisen tarkastelussa (ks. esim. Nielsen & Signorovitch 2003),
sekd tutkittaessa alleelien tasapainoa ja kytkeytymista. Mikali tutkittavasta orga-
nismista ei ole aiemmin tutkittu SNP-markkereita, on sellaiset kehitettiva erik-
seen (ks. esim. Karl & Avise 1993; Bagley ym. 1997). Zhang ja Hewitt (2003) mu-
kaan tuman DNA:sta erityisesti intronit ovat vaihtelunsa ja alukkeiden helpon
valmistuksen vuoksi genomin kéyttokelpoisimpia osia, ja niiden kaytto tulee luul-
tavasti yleistymaan tulevaisuudessa entisestdan.

RFLP

RFLP (restrictrion fragment length polymorphism) -menetelméssa eristetty koko-

nais-DNA (tai valmis PCR-tuote) pilkotaan valituilla restriktioentsyymeilld ja ndin

saadut fragmentit erotetaan toisistaan elektroforeesin avulla (ks. esim.

Landry ym. 1987, 1991; McGrath & Quiros 1992; Warwick ym. 1992; Jain 1993;

Olczak ym. 2001; Devey ym. 2004; Milne & Abbot 2004).

*  Southern blotting -menetelmaéssa elektroforeesigeelin DNA siirretddn nai-
lon- tai nitroselluloosamembraanille, jolta halutut DNA-fragmentit voidaan
jaljittaa erityisia nukleotidikoettimia kayttamalla.

*  Northern blotting -menetelmassa DNA:n sijasta kdytetddn pilkkomatonta
RNA:ta.

Eristetyn kokonais-DNA:n tilalla voidaan kdyttdd myos monistettua PCR-
tuotetta, joka pilkotaan restriktioentsyymien avulla. Saadut pilkkoutumis-
tuotteet erotellaan elektroforeesissa, jonka jalkeen eri naytteistd saatuja
fragmenttikuvioita voidaan verrata keskendén (ks. esim. Nwakanma ym.
2003). Nykyaan RFLP-menetelmaén sijasta kuitenkin suositaan mikrosatel-
liittimenetelmien kayttoa.

*  Western-analyysissi jdljitetddn proteiineja spesifien vasta-aineiden avulla.
Menetelmén avulla on mm. jdljitetty siirtogeeniperdisid proteiineja herbivo-
rihyOnteisista (ks. esim. Cherqui ym. 2003).
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RAPD

RAPDit (random amplified polymorphic DNA) ovat populaatiotason geneettisia
markkereita (ks. esim. Williams ym. 1990; Boury ym. 1992; Kresowitch ym. 1992;
Akerman ym. 1995; Aga ym. 2003; Milne & Abbot 2004). RAPD-menetelmassa kiy-
tetddn lyhyitd nukleotidialukkeita, joiden avulla kasvin genomista monistetaan
satunnaisia DNA-fragmentteja PCR-menetelméa kayttden. Monistetut fragmen-
tit erotellaan toisistaan elektroforeesin avulla. Elektroforeesissa syntyneita DNA-
fragmenttikuvioita voidaan kayttaa yksiloiden tai populaatioiden tunnistamiseen
tai vertailuun sellaisenaan, tai kutakin fragmenttia voidaan kayttaa esim. fyloge-
neettisessa analyysissa tutkittavien elididen sukulaisuussuhteiden selvittdmisek-
si (jolloin informatiivinen ominaisuus = tutkittavassa naytteessa on/ei ole tietyn
pituista fragmenttia). Lisdksi menetelmda voidaan hyddyntaa populaatioiden ge-
neettisen vaihtelun méaran selvittdimiseen yhdessé erilaisten analyysimenetelmi-
en (ks. jaljempand) kanssa. Pohl-Orf ym. (1999) mukaan RAPD-markkerit ovat
erittdin kayttokelpoisia markkereita tutkittaessa geenivirtaa viljeltyjen ja luon-
nonvaraisten juurikkaitten (Beta vulgaris) vélilla. Lisdksi menetelmaélla saatiin tie-
toa kasvien geneettisestd monimuotoisuudesta. RAPD-menetelmén kdyttaminen
on suhteellisen edullista, silld syntyneitd DNA-fragmentteja ei yleensé sekvensoi-
da, paitsi tarkistusmielessd. Menetelmén kayton haittapuoli on se, ettd tulos on
herkkd monistusolosuhteiden muutoksille (esim. templaatti-DNA:n maaran vaih-
telulle). Fylogenian tutkimisessa RAPD:ien kdyttoa on kritisoitu, silld samanpi-
tuisten monistettujen DNA-fragmenttien homologiasta ei voida olla taysin var-
moja ilman niiden sekvensointia.

Gradienttielektroforeesi

Gradienttielektroforeesissa (ks. esim. Heuer ym. 1997; Gyamfi ym. 2002) sekvens-
situotteet erotellaan toisistaan joko lampotila- (TGGE) tai denaturaatiogradientin
(DGGE) avulla (ks. http://www.ich.ucl.ac.uk/cmgs/dgge.htm). Esim. Siciliano ym.
(2003) tutkivat fytoremediaation vaikutuksia maaperdan mikrobiyhdyskuntien ra-
kenteeseen DGGE:n avulla. Bakteereja tutkittaessa maaperan totaalinen DNA eris-
tetddn ja monistetaan PCR:n avulla bakteerispesifeja alukkeita kdyttamalld, min-
ki jalkeen saadut sekvenssituotteet erotellaan toisistaan gradienttielektroforee-
sin avulla. Saatu fragmenttikuvio voidaan analysoida joko sellaisenaan (ks. Sicilia-
no ym. 2003) tai eripituiset fragmentit (joista kukin vastaa omaa bakteerilajiaan)
leikataan irti geelistd, monistetaan edelleen PCR:n avulla ja sekvensoidaan. Me-
netelméd on herkka ja yksinkertainen, ja liséksi gradientissa ajettavat sekvenssit
voi jalkikdteen sekvensoida DNA:n emadsjarjestyksen selvittamiseksi. Gradientti-
elektroforeesia voidaan mahdollisesti hyodyntdd muitakin maaperan eli6itd, esim.
sieniyhdyskuntien rakennetta tutkittaessa.

AFLP

AFLP (amplified fragment length polymorphism; ks. Vos ym. 1995) -menetelméssa
genominen DNA pilkotaan restriktioentsyymeilld ja osa saaduista fragmenteista
monistetaan PCR-menetelméan avulla erityisid kolmiosaisia alukkeita kdyttdmal-
1a. Syntyneiden DNA-fragmenttien paihin liitetddn ns. adapterit, joihin alukkeet
voivat kiinnittyd. Valmiit DNA-fragmentit erotellaan toisistaan polyakryyliamidi-
geelilld ja jéljitetddan radioisotooppien tai fluoresoivan leiman avulla. AFLP:t ovat
usein vaihtelevia populaatiotasolla (ks. esim. Akerman ym. 1996; Johnson ym. 2003)
ja RAPD-menetelmédan verrattuna tulokset ovat hyvin toistettavia. AFLP-mene-
telmaa on kaytetty mm. jadleinikin (Ranunculus glacialis) levidmishistoriaa selvi-
tettdessa (Schonswetter ym. 2003). Tero ym. (2003) tutkivat tataarikohokin (Sile-
ne tatarica) osapopulaatioiden sisdistd ja valistd geneettistd muuntelua kdyttamalla
AFLP-markkereita yhdessa mm. bayesilaisen analyysin kanssa (joka ryhmitti kun-
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kin tutkitun osapopulaation omaksi ryhmékseen). Lisdksi tutkimuksessa kaytet-
tiin simulaatiota (coalescent-based simulaation) ja assignment-testid geenivirran
ja kaukolevinnén tutkimiseen populaatioiden vaélilla.

Mikrosatelliitit

Mikrosatelliitit (tai SSR; simple sequence repeat) ovat yhdestd kuuteen vierekkai-
sen emdsparin muodostamia DNA-toistojaksoja. Mikrosatelliitit monistetaan PCR-
menetelman avulla ja PCR-tuotteet erotellaan toisistaan polyakryyliamidigeelie-
lektroforeesin avulla, jolloin eripituiset tuotteet erottuvat yhden nukleotidin tark-
kuudella. Mikrosatelliittifragmentit jaljitetdan geelistd radioaktiivisen tai fluoresoi-
van leiman avulla. Mikrosatelliitit ovat hyvid geneettisid markkereita muuntele-
vuutensa, kodominanssin (heterotsygootit ja homotsygootit voidaan erottaa toi-
sistaan) ja mendelistisen periytymisensa takia. Niitd voidaan yleensa kayttaa ero-
jen havaitsemiseen sellaistenkin populaatioiden valilld, jotka eivit eroa toisistaan
muita menetelmid kayttdmalla (Peakall ym. 1998). Mikrosatelliitteja on kaytetty
neutraaleina markkereina populaatiogeneettisissa tutkimuksissa selvitettdessa mm.
vanhemmuutta ja sukulaisuussuhteita, geenivirtaa, populaatioiden erilaistumista,
levidmistd ja valinnan vaikutusta muuntelun méaraan (ks. esim. Litt & Luty 1989;
Gonzales-Martinez ym. 2002;  Huang ym. 2002b; =~ Lee ym. 2004; = Walker ym.
2003). Lisdksi mikrosatelliitteja on kdytetty markkereina mm. QTL-menetelméssa
(quantitative trait loci; ks. edelld). Mikrosatelliitti-menetelman kaytto edellyttaa
kuitenkin jonkin verran sekvenssien aiempaa tuntemista, silla halutun lokuksen
monistamiseen kdytetddn reuna-alueisiin sopivia alukkeita. Vaikka useimpia ge-
neettisid markkereita pidetdédn yleisesti valinnan suhteen neutraaleina, on Zhang
ja Hewitt (2003) mukaan mikrosatelliittimenetelmalld saatuihin tuloksiin suhtau-
duttava jossakin mddrin varauksellisesti. Tima johtuu mm. siitd, ettd toistojakso-
jen mutaationopeus vaihtelee suuresti laheistenkin sukulaisten kesken. On siis
mahdollista, ettd toisin kuin on aiemmin oletettu, jotkut mikrosatelliittimarkkerit
eivét olekaan neutraaleja (Zhang & Hewitt 2003).

ISSR

Toisin kuin mikrosatelliittimenetelméssd, inter-simple sequence repeat (ISSR) —
markkereita kédytettdessd ei monistettavaa aluetta tarvitse tuntea etukiteen, silla
ISSR-alukkeet sopivat suoraan toistosekvensseihin (Godwin ym. 1997). Esim.
Awasthi ym. (2004) ovat kdyttdneet menetelméd geneettisen diversiteetin tutki-
miseen yhdessa RAPD-markkerien kanssa.

Minisatelliitit

Minisatelliitit (VNTR; variable number of tandem repeats; ks. Jeffreys ym. 1985)
ovat noin 10-100:n emé&sparin mittaisia toistojaksoja, joiden méaara vaihtelee yksi-
16iden vélilla. Minisatelliitteja monistetaan PCR-menetelmén avulla siten, etta toi-
nen tarvittavasta kahdesta alukkeesta sijaitsee itse toistojaksossa ja toinen toisto-
jakson ulkopuolella. Valmiit PCR-fragmentit voidaan jéljittda agaroosielektrofo-
reesilla tai Southern blotting-menetelmén (ks. edelld) avulla. Minisatelliitteja voi-
daan kayttdd mm. yksiléiden tunnistuksessa.

EST

EST (expressed sequence tags) -sekvenssit ovat lyhyitd vastin-DNA klooneja. Vas-
tin-DNA valmistetaan entsymaattisesti kopioimalla ldhetti-RNA (mRNA) kaksi-
juosteiseksi DNA:ksi. Koska EST-sekvenssit ovat perdisin ldhetti-RNA:sta, ne an-
tavat kuvan geenien ilmentymisestd esim. tietyissd solukoissa tai tietyssa kehitys-
vaiheessa.
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DNA:n sekvensoinnin avulla selvitetddn yleensa yksittdisten geenien tai gee-
nialueiden nukleotidijdrjestys, kun taas muilla menetelmilld voidaan saada suh-
teellisen laaja otos koko genomista. RAPD- ja RLFP -markkerit ovat muuntele-
vampia kuin proteiinimarkkerit (ks. esim. Liu & Furnier 1993). Mikro- ja minisatel-
liitit ovat taas edelld mainittuja markkereita viela muuntelevampia. Mikro- ja mi-
nisatelliittien, RAPD-, AFLP- tai RFLP-markkerien avulla voidaan tutkittavista eli-
oistd valmistaa DNA-sormenjilkia. DNA-sormenjélkia on kaytetty sekd kasvien
geneettisen muuntelun, ettd myos kasviryhmien sukulaisuussuhteiden selvitta-
miseen (ks. Rahman ym. 2002; Mayo & Langridge 2003). Sormenjalkien saami-
seeksi voidaan kayttdd myos DarT-menetelméd (Diversity Arrays™ Technology;
ks. Jaccoud ym. 2001). Menetelmén avulla voidaan valikoitujen polymorfisten
markkerien lasndolon/puuttumisen perusteella mm. tunnistaa yksil6itd, tutkia su-
kulaisuussuhteita ja tutkia geneettistd diversiteettida (ks. www-sivu http:/
www.cambia.org).

Esimerkkejd menetelmistd, joita voidaan kdyttda erilaisten
molekyyliaineistojen analysointiin

Geneettiset markkerit sopivat sellaisenaan esim. tutkittavien yksildiden tunnista-
miseen. Useimmiten molekyyliaineisto on kuitenkin tulosten saamiseksi tai nii-
den ymmarrettdvyyden parantamiseksi analysoitava yhden tai useamman mene-
telmén avulla. Polymorfisten geneettisten markkereiden analysointiin kdyvat muun
muassa seuraavanlaiset menetelmait:

Wrightin fiksaatioindeksi

Wrightin fiksaatioindeksi on tilastollinen menetelmd, josta saadaan arvo (F) ha-
vaitun ja odotetun heterotsygotian asteen perusteella (Burdon ym. 1983; Soltis &
Soltis 1990). Fiksaatioindeksin arvo vaihtelee nollasta (ei erilaistumista populaati-
on ja sen osapopulaatioiden vililld) yhteen. Arvo yksi on 1dhinna teoreettinen, silla
kaytannossa indeksi on pienempi, jopa erittdin erilaistuneissa populaatioissa. Wrigh-
tin fiksaatioindeksid voidaan kayttdd mendelistisesti periytyvien ja Hardy-Wein-
bergin tasapainossa olevien markkereiden analysointiin ja esim. sisésiittoisuuden
asteen tutkimiseen (Kjellsson & Simonsen 1994).

AMOVA

Analysis of Molecular Variance (AMOVA) -menetelméan avulla voidaan suoraan
molekyyliaineistosta laskea populaatioiden erilaistumisaste ja testata erilaisia eri-
laistumishypoteeseja. Menetelméssd voidaan kayttdd monenlaista molekyyliai-
neistoa, esim. DNA-sekvenssejd, RFLP- ja AFLP-markkereita. Lisdksi aineistona
voidaan kayttdd molekyylidataan perustuvia fylogeneettisia puita (Excoffier ym.
1992; Michalakis & Excoffier 1996). Esim. Peakall ym. (1995) ovat kdyttdneet mene-
telmaa erddn heindn (Buchloe dactyloides) populaatioiden RAPD-markkerien ja al-
lotsyymidatan analysointiin ja Gustine ym. (2002) valkoapilan (Trifolium repens)
RAPD-markkerien analysoimiseen.

F-statistiikka

Wrightin F-statistiikka on menetelm4, jonka avulla voidaan tutkia populaatioiden
valisen geneettisen erilaistumisen astetta (Tanksley & Orton 1983; Govindraju 1988;
Soltis & Soltis 1990). F-statistiikka on populaatioiden osapopulaatioiden keski-
madrdisen heterotsygotia-asteen ja populaation kaikkien vapaasti lisdéédntyvien
yksildiden heterotsygotia-asteen frekvenssien ero (Hartl & Clark 1997). Kjellsson
ja Simonsen (1994) mukaan testin perusteella saa sitd luotettavamman arvion, mita
useampia polymorfisia markkereita on kéytettavissa. Wrightin F-statistiikan avul-
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la on selvitetty mm. kasvien levidmiskyvyn ja geenivirran maaran valistd korrelaa-
tiota (Govindraju 1988). Menetelmdd voidaan kadyttdd ainoastaan mendelistisesti
periytyvien ja Hardy-Weinbergin tasapainossa olevien markkereiden analysoin-
tiin.

Tasapaino

Tutkittavien lokusten vastaavuutta Hardy-Weinberg-tasapainoon voidaan testata
kayttamalla esim. Rousset ja Raymond (1995) kuvaamaa menetelméa (the score
test; U-test), joka sopii erityisesti pienten ndyteotosten (ja suuren alleelimééran)
testaamiseen.

Kytkentidanalyysi

Kytkentdanalyysi (linkage analysis; Landry ym. 1987; Weller ym. 1988; Lander
& Botstein 1989; Weir 1990; Tanksley ym. 1992) sisdltaa useita menetelmid, joiden
avulla tutkittavasta organismista saadaan geneettinen kartta, eli voidaan selvittaa
ovatko tutkittavat lokukset kytkeytyneitd. Kytkentdanalyysi voidaan tehda ker-
rallaan yhdesta (two-point linkage analysis) tai useammasta markkerista (ks. my6s
multipoint linkage analysis). Kjellsson ja Simonsen (1994) mukaan geneettiset kar-
tat ovat tarpeellisia tutkittaessa ominaisuuksia, joilla voi olla vaikutuksia toisiin,
laheisesti kytkeytyneisiin ominaisuuksiin. Kytkeytymisanalyysissa voidaan kayt-
taa ainoastaan mendelistisesti periytyvia polymorfisia markkereita.

Diversiteetti-indeksi

Diversiteetti-indeksid (ks. Kwiatkowska & Symonides 1986; Brown ym. 1990;
Belsky 1992; Jacquemyn ym. 2004) voidaan kdyttdd populaatiotason tutkimuksis-
sa (ks. esim. Nei’'s genetic diversity; Nei 1973; Shannon-Weaver diversity index; ks.
esim. Aga ym. 2003; Simpson’s index of diversity; ks. esim. Tomimatsu ym. 2003).
Diversiteetti-indeksi on Kjellsson ja Simonsen (1994) mukaan helppo laskea, ja
siitd ndkee valittomasti, onko tutkittava populaatio geneettisesti yhtendinen vai
ei. Menetelmdd on kdytetty mm. lajinsisdisen geneettisen muuntelun selvittami-
seen sekd geneettisen diversiteetin ja esim. kasvupaikan ominaisuuksien vélisen
korrelaation tutkimiseen.

Assignment-testi

Ns. assignment-testin (ks. esim. Rannala & Mountain 1997) avulla voidaan arvioi-
da migratoituneiden elididen alkuperdd polymorfisten markkereiden avulla. Ran-
nala ja Mountain (1997) mukaan testin avulla voidaan méarittdd migranttien esi-
isdt populaatioiden alleelifrekvenssien vahdistenkin erojen perusteella. Wilson ja
Rannala (2003) ovat kuvanneet bayesilaisen ohjelman, jossa yksittdisten monilo-
kuksisten genotyyppien avulla arvioidaan populaatioon hiljattain, usean sukupol-
ven ajan tapahtunutta migraation maaraa. Ohjelma arvioi jalkikdteen todennakoi-
syysjakaumat yksittdisten immigranttiesi-isien jakautumiselle, populaation allee-
lifrekvensseille ja sisdsiittoisuuskertoimille sekd myos joitakin muita parametreja.
Ohjelmassa voidaan kdyttdd mm. allotsyymi-, mikrosatelliitti-, RFLP- ja SNP -ai-
neistoa. Wilson ja Rannala (2003) mukaan ohjelman avulla voidaan saada erittdin
tarkkoja arvioita elididen migraationopeudesta ja migranttien esi-isistd, mikéli
tutkittava populaatio on geneettisesti riittdvan vaihteleva ja mikali tutkimukseen
on siséllytetty riittdva maara eri lokuksia.

Isyysanalyysi

Isyysalyysin (paternity analysis) avulla selvitetddn esim. mistd kasvista emokas-
vin hedelmoéittanyt siitepoly on lahtdisin (ks. esim. Kjellsson ym. 1997). Mahdolli-
silta siitepdlyn ldhteiltd tutkitaan esim. polymorfisia proteiinimarkkereita tai mik-
rosatelliitteja, ja niitd verrataan tutkittavista siemenista (itdneistd taimista) saatui-
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hin vastaaviin markkereihin. Isyysanalyysin avulla voidaan selvittaa tarkasti po-
pulaatiossa tapahtunutta geenivirtaa (ks. esim. Lian ym. 2001; Oddou-Muratorio
ym. 2003). Kjellsson ym. (1997) mukaan isyysanalyysin avulla saatava tieto ympa-
roivista populaatioista pieniin populaatioihin tapahtuneesta migraatiosta (ks. Ell-
strand & Marshall 1985; Kohn & Kasper 1992) on erityisen mielenkiintoinen kysy-
mys GM-kasvien yhteydessa. Kjellsson ym. (1997) mukaan kdytettyjen markkeri-
en tulee olla kodominantteja, mutta esim. Gerber ym. (2000) mukaan my6s domi-
nanteista markkereista (AFLP) on hyotya isyyden selvittdmisessd, vaikka ne ovat-
kin vdhemman informatiivisia kuin mikrosatelliittidata.

Fylogenia

Fylogeniamenetelmien (ks. Hennig 1966) avulla selvitetddn tutkittavien elididen
(tai geenien) polveutumista. Perusajatuksena fylogeneettisen puun muodostami-
sessa on, ettd vertailtavilla elivilla (tai tutkittavilla geeneilld) on ollut yhteinen
kantamuoto, josta jdlkeldiset ovat erkaantuneet mutaatioiden (substituutio, inser-
tio, deleetio) seurauksena. Analyysin tuloksena saatava fylogeneettinen puu hei-
jastaa tutkittujen elididen tai tutkittujen geenien vélisid sukulaisuussuhteita. Eli-
oiden polveutumisen tutkimisessa kédytettyjen geenialueiden on oltava homolo-
gisia (eli yhteisen kantamuodon omaavia) ja ortologisia (eli lajiutumisen yhtey-
dessd syntyneitd). Paralogiset sekvenssit ovat syntyneet geenien kopioituessa
yksittdisten lajien sisdlld ja niiden sisdllyttiminen analyysiin voi antaa polveutu-
misesta harhaanjohtavan kuvan. Myos rekombinoituneet geenit, introgressio ja
horisontaalinen geenin siirtyminen voivat vaikeuttaa fylogeneettisen puun tul-
kintaa. Toisaalta juuri fylogeneettisten menetelmien avulla voidaan tutkia naita
ilmioitd. Geeniperheita tutkittaessa kaikki saatavilla olevat homologiset (ortolo-
giset ja paralogiset) geenit siséllytetddn analyysiin. Ndin voidaan saada tietoa esim.
geenien kahdentumisista (duplikaatioista) ja horisontaalisista geenien siirtymisis-
ta.

Fylogeniamenetelmistd voi olla hyotya kasvien ympaéristovaikutuksia tut-
kittaessa. Esim. Grotkopp ym. (2002) siséllyttivat méntyjen levidmiskykyyn vai-
kuttavien tekijoiden tutkimukseen fylogeneettisen analyysin 29 tutkimuksessa
kaytetysta mantylajista. Analyysin avulla selvitettiin, johtuivatko jotkut saaduis-
ta tuloksista laheisestd sukulaisuusasteesta vai olivatko méntyjen levidmiskykyyn
vaikuttavat tekijat fylogeneettisistd ryhmistd riippumattomia. Fylogeniamenetel-
mid on kdytetty myos geenivirran ja geneettisen diversiteetin tutkimisessa (ks.
Bergthorsson ym. 2003; Van Cutsem ym. 2003). Esim. Bergthorsson ym. (2003) mu-
kaan koppisiemenisten kasvien fylogeneettinen analyysi osoittaa, ettd horison-
taalinen geenien siirtyminen kasvien mitokondrioissa on varsin yleinen tapahtu-
ma jopa erittdin kaukaisten sukulaisten kesken.

Tutkittaville taksoneille tai geeneille etsitddn yleensd ulkoryhmd, jonka avul-
la voidaan arvioida, ovatko aineiston sisdltdmat ominaisuudet apomorfisia (edis-
tyneitd) vai plesiomorfisia (esi-isien kaltaisia). Ulkoryhméana kéytettyjen geenien
tulee kuulua esim. ldhisukuisille, mutta sisaryhmdéan (eli tutkimuksen kohteena
olevaan ryhméaéan) kuulumattomille eliéille. Tutkittavat sekvenssit kohdennetaan
keskenddn ennen analysointia siten, ettd emés- tai aminohappoparit vastaavat toi-
siaan. Kohdennuksen voi tehdé joko manuaalisesti tai kdyttdmalla erilaisille algo-
ritmeille perustuvia tietokoneohjelmia (esim. CLUSTALW, ks. Higgins ym. 1994;
MALIGN, ks. Wheeler 1996). Kohdennus on tulosten luotettavuuden kannalta rat-
kaiseva vaihe ja saman aineiston erilaisiin kohdennuksiin perustuvat analyysit
saattavat tuottaa erilaisia fylogeneettisia puita, etenkin jos kdytettdvat sekvenssit
ovat hyvin eri pituisia. Joissakin fylogeniaohjelmissa timéd ongelma voidaan valt-
tad. Ns. optimisaatiokohdennuksessa (ks. Wheeler 1996) aineistoa ei tarvitse erik-
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seen linjata vaan analyysi perustuu ominaisuuksien optimisaatioon (ks. Wheeler
1999). Tietokoneohjelmien kaytto on jokseenkin valttamatonta suuria aineistoja ja
eripituisia sekvenssejd kaytettdessa.

Fylogeneettisten puiden laskemiseen yleisimmin kaytettdvia menetelmia
Parsimoniamenetelman (parsimonia = sédéstelidisyys) avulla pyritddn 16ytamaan
lyhin mahdollinen fylogeneettinen puu, joka minimoi kiytetyn aineiston selitta-
miseen tarvittavat evolutiiviset muutokset (tdssd tapauksessa nukleotidisubsti-
tuutiot, -deleetiot ja -insertiot). Menetelma saattaa joko tuottaa yhden, lyhyim-
man (ja siten optimaalisen) puun tai useita puita, joista voidaan laskea ns. konsen-
suspuu. Esim. ns. “strict consensus” -puu sisaltdd ainoastaan sellaiset ryhmat, jotka
ovat yhteisid kaikille saaduille optimaalisimmille puille. Parsimoniaan perustuvia
(tai parsimoniaohjelman siséltdvid) ohjelmia ovat mm.: Nona (Goloboff 1993), Par-
simony jackknifing (Farris ym. 1996), PAUP (Swofford 1998), POY (Wheeler 1996;
ohjelma Wheeler ym.1996-2003), TNT (ks. Goloboff 1999 ja Nixon 1999).

Maximum likelihood -analyysissa (ks. esim. Lewis 1998) kaytetadn hyvaksi erilai-
sia etukéteen valittavia sekvenssien evoluution malleja (ks. esim. Jukes & Cantor
1969). ML-analyysissa pyritddn loytdimaan sellainen puu ja evoluutiomalli, joka
parhaiten kuvaa annettua (sekvenssi-) aineistoa. Analyysissa testataan puun kaik-
ki mahdolliset topologiat ja valitaan niista se, joka antaa parhaimman todennakoi-
syyden sille, ettd aineisto vastaa kdytettyd puuta. Tietyn puun todenndkéisyys
saadaan laskemalla todenndkéisyys kyseiselle puulle kaikissa sekvenssien koh-
dennuksen kohdissa ja kertomalla saadut todennékdisyydet keskenddn. Menetel-
maén haittapuoli on valtavan laskennallisen tehon tarve. Analysointiin kiytettava
aika on moninkertainen esim. parsimoniamenetelmiin verrattuna sekvenssien lu-
kumaéaran kasvaessa yli tietyn pisteen. ML-analyysin siséltavia ohjelmistoja ovat
mm. PAUE POY ja Phylip (Felsenstein 1990).

Distanssimenetelmat (ks. esim. Saitou & Nei 1987) perustuvat sekvenssien vélisiin
etdisyyksiin eivatkd suoraan sekvenssien nukleotidien muutoksiin. My0s distans-
simenetelmissd hyodynnetddn sekvenssien evoluutiomalleja. Distanssimenetel-
mat toimivat siten, ettd aluksi lasketaan kaikkien tutkittavien taksonien (kaytet-
tyjen sekvenssien) viliset etdisyydet niiden samankaltaisuuden perusteella ja puu
muodostetaan parittaisten etdisyyksien pohjalta. Puun muodostaminen aloitetaan
yhdistdmalld ensin kaksi samankaltaisinta taksonia, minké jédlkeen puuhun lisa-
tadn uusi taksoni tai ryhma taksoneja sen mukaan, mika niiden etdisyys on jo muo-
dostettuun puuhun. Yksi distanssimenetelman haittapuolista on se, ettd suuri osa
sekvenssien sisdltaméstd informaatiosta menee hukkaan (koska nukleotidien si-
jasta siind kdytetaan niiden vélisid etdisyyksid). Lisdksi distanssimenetelmillé saa-
dut puut voivat poiketa varsinaisilla fylogeniamenetelmilld (parsimonia, Maxi-
mum likelihood) saaduista puista. Distanssimenetelmid voidaankin kayttaa gee-
nialueiden samankaltaisuuden asteen tarkastelussa, mutta varsinaiset fylogeneet-
tiset menetelmét soveltuvat paremmin elididen polveutumisen selvittdmiseen.
Distanssianalyysin sisdltdvid ohjelmapaketteja ovat: PAUD Phylip. Lisdksi muuta-
mat sekvenssien editointiohjelmat kuten esim. BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/
BioEdit/bioedit.html) sisdltavat myos yksinkertaisen distanssiohjelman (UPGMA,
ks. Saitou & Nei 1987; téta ei tosin suositella endd kaytettavaksi).

Analyysin jalkeen saadulle puulle lasketaan tukilukuja, jotka kertovat mitka puussa
esiintyvistd ryhmista ovat vahvoja ja mitkd heikommin tuettuja. Tuen laskemiseen
kdytettdvid menetelmid ovat esim. Bayesilainen menetelmé (ks. jdljempana),
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bootstrapping (Felsenstein 1985), Bremer support (decay index; Bremer 1994) ja
jackknifing (Farris ym. 1996), joita 16ytyy ohjelmapaketeista (PAUD Phylip, POY).
Jotkut tuen laskemiseen kéytettdvat menetelmit (esim. Parsimony jackknifing)
ovat itsendisid ohjelmia.

Bayesilainen menetelma (ks. esim. Rannala & Yang 1996) on tilastollinen ldhesty-
mistapa, joka perustuu todennékoisyyteen. Bayesilaisen menetelmén fylogeniaso-
vellus, MrBayes-ohjelma (Huelsenbeck & Ronquist 2001), kdyttaa Markovin ket-
jujen simulointiin perustuvaa Monte Carlo (MCMC-)-menetelmdd arvioimaan
fylogeneettisten puiden todennékoisyyksid. Sekd bayesilainen-, ettd Maximum
likelihood-menetelmd perustuvat todenndkdisyyksiin ja sekvenssien evoluutio-
malleihin, mutta bayesilainen menetelma kuitenkin eroaa jalkimmaisesta siksi, etta
se perustuu havainnoinnista riippuvaisten parametrien a posteriori -jakautumiseen.
Karol ym. (2001) mukaan bayesilaisen menetelmén etuna on sen nopeus. Lisaksi
puun vahvuutta mittaavat luvut ovat paremmin verrattavissa perinteisiin tilastol-
lisiin lukuihin kuin muista fylogeniamenetelmistd saatavat vastaavat luvut (ks.
Karol ym. 2001). Ohjelma: MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist 2001).

Vaikka polymorfisten geneettisten markkereiden fylogeneettista analyysid on ylei-
sesti kdytetty lajinsisdisten sukulaisuussuhteiden selvittdmiseen, ei fylogeneetti-
nen puu valttdmaétta vastaa todellisia (verkkomaisia) lajinsisdisid sukulaisuussuh-
teita. Tama johtuu esim. rekombinaatiosta ja epatdydellisestd evoluutiolinjojen
erkaantumisesta (lineage sorting). Esim. Templeton ym. (1995), Templeton (1998) ja
Bandelt ym. (1999) ovat kehittdneet menetelmid polymorfisten markkerien tehok-
kaampaan hyoddyntamiseen lajinsisdisissd tutkimuksissa, esim. geenivirtaa ja po-
pulaatioiden levidmishistoriaa selvitettdessa.

Parsimonia- ja Maximum likelihood (ML) eroavat muista fylogeneettisista
menetelmistd, esim. distanssianalyysista siind, ettd ne perustuvat kumpikin ns.
optimaalisuuskriteeriin (optimality criterion; ks. esim. Wheeler 1996). Menetelmista
ja niiden vertailusta 16ytyy lisda informaatiota esim. Doyle & Gaut (2000) artikke-
lista, jossa paneudutaan erityisesti evoluutiomallien kayttoon. Fylogeniaohjelmi-
en kotisivuja on koottu webbisivuilla: http://evolution.genetics.washington.edu/
phylip/software.html, http://www.cladistics.org/education.html, sekd http:/
www.ucmp.berkeley.edu/subway/phylo/phylosoft.html. Sivuilta 16ytyy linkkeja
sekvenssien késittely-, kohdennus- ja analyysiohjelmiin.
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Liite 2. Esimerkki herbisidikestdvien GM-kasvien viljelyn vdlillisistd
ympdristovaikutuksista (FSE:t)

Britanniassa toteutettiin hiljattain laaja ymparistotutkimus herbisidikestdvien GM-
kasvien viljelyn viélillisistd ymparistovaikutuksista (ks. Perry ym. 2003; Squire
ym. 2003). Tutkimuksissa oli mukana noin 70 maatilaa/tutkittu viljelykasvilaji. Koe-
alueet valittiin maantieteellisesti mahdollisimman laajalta alueelta siten, ettd kun-
kin kasvin koko (Britannian) viljelyalue saatiin mukaan. Mukana oli siten laaja
otos erilaisista fysikaalisista ja biologisista oloista. Tutkittavia kasvilajeja olivat
maissi (Zea mays), juurikkaat (sokeri- ja rehujuurikas; Beta vulgaris) seka
(kevat)oljyrapsi (Brassica). Tutkimuksessa kaytettiin glufosinaatti-ammoniumia
kestdavid GM-maissia ja -rapsia, sekd glyfosaattikestavia GM-juurikkaita. Herbisi-
dikestdavien GM-kasvien ja perinteisten kasvien hoito eroavat toisistaan lahinna
herbisidiruiskutusten ajankohdissa ja spesifisyydessa. Herbisidikestdvien GM-kas-
vien kdyttd mahdollistaa joustavamman herbisidien kdyton ajoituksen kuin muun-
tamattomien kasvien viljely (eli herbisidejd voidaan kayttdd myos kesken kasvu-
kauden). Glyfosaatti ja glufosinaatti-ammonium ovat laaja-alaisia herbisideja, ja
herbisidikestdavia GM-kasveja viljeltdessd niitd voidaan kdyttda tavallista myo-
héisempéana ajankohtana kuin tavallisilla viljelyksilla. Herbisidikestavien GM-kas-
vien viljelyn ja siihen liittyvén erilaisen rikkakasvikontrolloinnin on pelétty ka-
ventavan viljelysalojen biodiversiteettia (mm. vahentdmalld alueiden linnustoa ja
muuta eldimistod).

Koko tutkimuksen (FSE, Field Scale Evaluation) tarkoituksena oli selvittaa
vaikuttaako herbisidikestdvien GM-kasvien viljely kisittelyineen rikkakasvien ja
selkdrangattomien eldinten runsauteen ja monimuotoisuuteen enemmaén kuin pe-
rinteinen viljely tyypillisine késittelyineen. Keskeinen tavoite oli testata nollahy-
poteesia, eli: ‘herbisidikestavien GM-kasvien viljely kasittelyineen ei vaikuta vil-
jelysalueen biodiversiteettiin perinteistd viljelyd enempad’. Herbisidikestavien
GM-kasvien viljelyn mahdollisen vaikutuksen oletettiin ensisijaisesti johtuvan
glyfosaatin ja glufosinaatti-ammoniumin vaikutuksesta rikkakasveihin ja vaikut-
tavan niilld elavien herbivorien, detrivorien, saalistajien ja parasiittien elamaan
valillisesti.

Koejdrjestelyt suoritettiin jaetuilla pelloilla (split-field design) siten, etta toi-
sella puoliskolla kasvatettiin GM-kasvia ja toisella puoliskolla samaa perinteista
viljelykasvia. Toistoja oli 60-75 aluetta (maatilaa) tutkittua kasvilajia kohti, jotta
saataisiin tilastollisesti merkittdvid tuloksia, ja jotta mukana olisi mahdollisimman
monenlaisia viljely-ympérist6ja (katso lisad Perry ym. 2003; Champion ym. 2003).
Kaikkien ei-kohdelajien populaatioiden/runsauden muutosten suuruutta ei voitu
kokeen aikana mitata. Siksi valittiin indikaattorilajit erilaisista suurista taksono-
mia- ja trofiaryhmista. Indikaattorilajien tuli olla herkkia viljelykédytantdjen muu-
toksille. Naytekoot ja tutkittavat parametrit valittiin niin, ettd ne sopivat nollahy-
poteesin testaamiseen. Rikkakasvit arvioitiin tutkimuksessa kaikkein altteimmik-
si herbisidikestdvien GM-kasvien viljelyssd, samoin kuin selkdrangattomat eldi-
met, joista osa on suoraan, osa taas valillisesti riippuvaisia rikkakasvifloorasta.
Jotta mukaan saataisiin laaja otos vuodenaikaisvaihtelusta, vertailut tehtiin mo-
nena ajankohtana kolmen ensimmadisen vuoden aikana (2000-2002). Tilastollisia
analyyseja kdytettiin tunnistamaan vuodesta, paikasta ynnd muusta aiheutuvia
eroja (Perry ym. 2003). Mittaukset ajoitettiin niin, ettd rikkakasittelyn vaikutuk-
sia voitiin seurata sekd GM- ettéd perinteisilla viljelyaloilla. Kasvien genotyyppi-
taustasta johtuvia sekundaarisia vaikutuksia seurattiin myos kasvukauden aika-
na. Tutkijat eivit olleet varmoja, kuinka monta rikkakasvia, hyppyhéantdista jne.
pitdisi kullakin pellolla esiintyd, mutta 50 % ero siemenpankista, rikkakasvistosta
tai muusta ryhmdsta mitattuna ja verrattuna aiempiin agrokemiallisista muutok-
sista johtuviin muutoksiin (1900-luvulla) tulkittiin suureksi eroksi (Perry ym. 2003).
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Heard ym. (2003a) tutkimuksen tavoitteena oli ensisijaisesti testata, johtu-
vatko rikkakasvilajiston kasvukauden aikaiset muutokset siirtymisestd GM-vilje-
lymenetelmiin; toiseksi arvioida mahdollisten muutosten laajuus ja seuraukset; ja
kolmanneksi arvioida, miten muutokset ilmenivat kahden vuoden aikana GM-
viljelyn aloittamisen jdlkeen. Tutkimuksessa vertailtiin siemenpankkeja, siemen-
laskeumaa (seed rain), kasvien kasvutiheyttd sekd biomassan suuruutta. Kasvu-
kauden alussa rikkakasvien tiheys GM-juurikas- ja GM-rapsialoilla oli korkeampi
kuin perinteisesti viljellyilld aloilla, mutta tilanne muuttui pdinvastaiseksi heti GM-
aloilla tehtyjen herbisidikésittelyjen jdlkeen. Biomassa ja siemenlaskeuma olivat
GM-aloilla huomattavasti pienempia kuin perinteisilld aloilla, ja muutokset olivat
nékyvissda myos siemenpankissa. Maissin kohdalla tilanne oli toisenlainen. Rikka-
kasvitiheys oli koko kasvukauden ajan korkeampi GM-aloilla kuin perinteisilla
aloilla. Kasvukauden lopulla GM-maissialojen rikkakasvibiomassa oli jopa 82 %
korkeampi kuin perinteiselld alalla ja siemenlaskeuma oli GM-alalla 87% suurempi
perinteiseen alaan verrattuna. Nama muutokset eivat kuitenkaan niakyneet sie-
menpankissa. Kaikkien kolmen viljelykasvin tapauksessa késittelyt (GM- vs. pe-
rinteinen) eivét juurikaan vaikuttaneet rikkakasvien lajirunsauteen. Keskeisim-
maksi tekijaksi pitkdaikaisvaikutuksia silméllapitden arvioitiin siemenlaskeumaa
ja sen vaikutusta siemenpankkiin. GM-rapsilla ja -juurikkaalla oli selva vaikutus
siemenpankkiin seuraavana vuonna. Lyhyelld tahtdimelld runsas siemenpankki
voi kompensoida uuden siemenlaskeuman vahdisyyttd. Yhden vuoden viahenty-
nyt laskeuma taas ei yksistddn aiheuta suuria muutoksia tulevaisuuden rikkakas-
virunsaudessa. Toisaalta pienet muutokset voivat kumuloitua pitkdn ajan kulues-
sa. Yhteenvetona tutkimuksessa todetaan, ettd herbisidikestdvien GM-rapsin ja
GM-juurikkaan viljely vaikuttaa voimakkaasti viljelysmaiden kasvillisuuteen ver-
rattuna viljelyyn perinteisillda menetelmilld. Rikkakasvikontrollointi paranee, min-
ki johdosta siemenpankki pienenee, ja siemenpankin jo 60-luvulta alkanut pie-
neneminen nopeutuu entisestddan. Herbisidiresistentin GM-maissin viljelylla nayt-
tdisi olevan pdinvastainen vaikutus, johtuen luultavasti siitd, ettd perinteisessa
viljelyssa kédytetddn erittdin voimakkaita herbisideja.

Heard ym. (2003b) tutkivat GM-viljelyn ja perinteisen viljelyn vaikutusta
rikkakasvilajiston runsauteen, kun edellisessa tutkimuksessa oli tarkasteltu rikka-
kasvien biomassaa. Heard ym. (2003b) valitsivat tutkimukseensa seurattavaksi
12 Britannian yleisinté rikkakasvilajia. Kasviyksilot laskettiin, ja niiden biomassa
sekd siemenlaskeuma (seed rain) mitattiin. Lisdksi siemenpankkindytteet keréat-
tiin ennen ja jalkeen viljelykasvin kylvon. Tiheyssuhdelukuja kéytettiin itdimisen,
eloonjadmisen, lisdédntymisen ja siemenpankin runsauden muutosten arvioimiseen.
Kasittelyt vaikuttivat merkittavasti kuuden kasvin biomassaan sokerijuurikasvil-
jelyksilld, kahdeksaan maissiviljelyksilld ja viiteen rapsilla. Muutamaa poikkeusta
lukuunottamatta kasvien itdmistiheys oli korkeampi herbisidikestédvilla GM-kas-
viviljelmilld. Eloonjddminen (subsequent survival) oli merkittavéasti madaltunut
kahdeksalla lajilla GM-sokerijuurikasaloilla ja kuudella lajilla GM-rapsialoilla. So-
kerijuurikkaalla selviytyminen huononi yhdeksalla lajilla yhdestatoista GM-aloil-
la, kun se taas nousi viidelld kasvilla GM-maissipellossa ja yhdella GM-rapsipel-
lossa. GM-kasvien viljely vaikutti rikkakasvien lisédntymisnopeuteen. Merkitta-
vid siemenpankkimuutoksia havaittiin neljan lajin kohdalla. Monella rikkakasvi-
lajilla GM- juurikas- ja rapsialoilla (19/24 tapauksesta) siemenpankin siementiheys
oli madaltunut sadonkorjuun jalkeen GM-kasvialoilla.

Tutkijat arvelivat, ettd tutkimuksessa ilmenneet muutokset monen vuoden
ajalta kumuloituneena voivat merkittavéasti pienentdd viljelysmaiden rikkakasvi-
en populaatioita. Herbisidikestavilla GM-maissiviljelyksilla tilanne voi olla pain-
vastainen.
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Brooks ym. (2003) tutkivat herbisidikestavien GM-kasvien vaikutuksia maan-
pinnan tason selkdrangattomien yleisyyteen ja monimuotoisuuteen. Tutkimuk-
sessa kdytettiin ansakerdysmenetelmda (katso liite 1). Kiitdjdisten (Carabidae),
lyhytsiipisten (Staphylinidae), haméahéakkien (Araneae), hyppyhéntéisten (Collem-
bola) ja kotiloiden (Gastropoda) diversiteetissa tai yleisyydessd havaittujen ero-
jen suuruutta tutkittiin GM-kasvialoilla vs. perinteisilld aloilla. Lisdksi arvioitiin
viljelysmaiden ja viljelykasvien vaihtelevien tekijoiden merkitysta. Naita olivat
mm. kasvillisuusvydhyke, siemenpankin runsauden alkuperdinen arvio, viljelyn
intensiivisyys, vuosi, vdlimatka viljelykseltd, biomassa ja siemenlaskeuma (seed
rain). Rikkakasvien siemenid sydvid maakiitdjdisia (Carabidae) laskettiin vdhem-
man GM-juurikas ja GM-rapsialoilta kuin vastaavilta perinteisilta viljelyaloilta.
Maissin kohdalla tilanne oli pdinvastainen: GM-maissialoilla oli selvdsti enemman
selkarangattomia kuin perinteisilla maissialoilla. Detritusta (kuollutta kasviaines-
ta) ravintonaan kayttavia hyppyhéantaisia (Collembola) oli merkittdvasti enemman
kaikilla GM-kasvialoilla verrattuna perinteisen viljelyn aloihin. Kasittelyilla ei ol-
lut juuri vaikutusta useimpiin generalisteihin ja laajalle liikkuviin maanpinnan saa-
listajiin eikd niihin lajeihin, jotka kayttavat itse viljelykasvia ravintonaan. Rikka-
kasvien siemenid ravintonaan kdyttavien hyonteisten mééarat olivat pienempia GM-
rapsi- ja -juurikasaloilla, mutta suurempia GM-maissialalla. Se, ettd detritusta ra-
vintonaan kdyttavien hyppyhéntéisten mééara oli suurempi GM-aloilla, johtui luul-
tavasti tehokkaammista herbisidikésittelyista aiheutuvasta runsaasta detrituksesta.
Selvaa selitystd saaduille tuloksille ei kuitenkaan vield ole. Suurin osa vaikutuksis-
ta oli sellaisia, jotka eivét vaihdelleet eri vuosina, erilaisilla maantieteellisilla alu-
eilla jne., joten tulokset voidaan kasittdad sovellettaviksi koko Britannian alueelle.

Haughton ym. (2003) tutkivat maanpinnan yldpuolella eldvia ja lentdvia ni-
veljalkaisia. Kerdykseen kidytettiin imumenetelmédd. Herbisidikestdvien GM-kas-
vien kasittelylld vs. perinteiselld kasittelylld ei ollut vaikutusta suurimpaan osaan
tutkituista niveljalkaisista, mutta merkitsevid eroja 16ytyi kuitenkin vdhintddn
yhden ryhmén runsauden osalta kustakin tutkitusta taksonista. Herbisidikesta-
vien GM-juurikkaiden ja -rapsien aloilla esiintyi vdhemman perhosia kuin vas-
taavilla perinteiselld viljelyksilldi. Myos luteiden (Heteroptera) ja mehildisten
(Apidae) méaara oli pienempi GM-juurikkaan viljelyksilld kuin perinteisella aloilla.
Hyppyhantaisten (Collembola) maara taas oli suurempi kaikilla GM-aloilla kuin
perinteisilld aloilla. Nama erot olivat spesifisid kullekin viljelykasvityypille ja
heijastivat tutkittujen niveljalkaisten fenologiaa ja ekologiaa, olivat epédsuoria
ja yhteydessd rikkakasvien kasittelyyn. Taksonit, jotka olivat harvinaisempia
GM-alalla kuin perinteiselld, olivat suuren liikkuvuuden omaavia ryhmia (perho-
set ja mehildiset). GM-alalla runsaammin esiintyvat niveljalkaiset taas olivat
hitaasti levittaytyvid. Tulokset ovat tekijoiden mukaan kayttokelpoisia laajan
GM-viljelyn mahdollisia pitkdaikaisvaikutuksia ennakoivissa matemaattisissa
malleissa. Tutkimuksessa kaytetyt hyonteislajit voivat puolestaan olla kayttokel-
poisia indikaattorilajeja herbisidikestavien GM-kasvien viljelykasittelyn vaiku-
tusten tutkimuksissa.

Roy ym. (2003) tutkivat peltojen reunoilla eldvid kasveja ja selkdrangatto-
mia. Eroja tuloksissa GM- ja perinteisen viljelyn alojen viélillé oli vain vahan. Suu-
rimmat erot 10ytyivét peltojen reuna-alueiden sisimmista osista. GM-rapsi- ja GM-
juurikasalojen reunoilla oli véhemman kukkivia kasveja ja vihemmaén perhosia
kuin perinteisilld aloilla. GM-maissialojen reunoilla oli taas enemman kukkivia
kasveja kuin perinteisilla pelloilla, mutta perhosten maaréssa ei ollut vastaavaa
muutosta.
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Hawes ym. (2003) tutkivat (yksittdisten taksonien sijasta) herbisidikestavien
GM-kasvien késittelyn ja perinteisen kisittelyn vaikutusta erilaisiin toiminnalli-
siin ryhmiin, kuten kasvinsydjiin, polyttdjiin, detrivoreihin, saalistajiin (pedot) ja
loisiin. Luteille (Heteroptera) ja maakiitajéisille (Carabidae) méaéritettiin lajitasol-
la kullekin oma trofiatasonsa, muiden selkdrangattomien trofiatasot maaritettiin
lahinna heimotason taksoneista. Omnivoreja (kaikkiruokaisia) ei otettu mukaan
tutkimukseen. Tutkimuksessa kéytetty hyonteisten lukuméaara antaa tutkijoiden
mukaan jonkinlaisen arvion viljelymenetelmien vaikutuksesta eri trofiatasoihin
(vaikkakin selkdrangattomien biomassan maara olisi toiminut paremmin). Kokeen
tulokset analysoitiin sekd koko kasvukauden (tai kausien) ajalta, ettd myos erik-
seen kasvukauden eri kuukausilta. Kasvinsyojien mééréa ei vaihdellut GM- ja pe-
rinteisten viljelyalojen valilld. Toisaalta GM-sokerijuurikasalalta laskettiin kesa-
kuussa vahemman loisia kuin perinteiseltd sokerijuurikasalalta ja tilanne oli sa-
manlaisen heindkuussa GM-rapsialalla. Elokuussa GM-maissialalla oli vihemman
saalistajia kuin perinteisilla viljelyksilla. Kovarianssialyysi viittasi siihen, ettd vil-
jelykasvin herbivorien tiheydelld oli merkittdva positiivinen vaikutus saalistajien
runsauteen maissialoilla ja loisten runsauteen rapsialoilla. Yleinen suuntaus oli,
ettd detrivorien maaran suhde kasvinsyo6jien maaraan kasvoi GM-aloilla perintei-
siin aloihin verrattuna. Polyttdjien maara oli GM-aloilla hiukan pienempi kuin pe-
rinteisilld aloilla sokerijuurikkaan ja rapsin kohdalla, mutta maissialoilla tilanne oli
painvastainen. Nama suuntaukset olivat tilastollisesti merkitsevid juurikasaloilla
ja rapsilla koko kasvukauden ajan ja maissilla heindkuussa.

Tutkijoiden mukaan esitettyjen tulosten perusteella on selvaa, etté erot eliti-
den monimuotoisuudessa ja biomassassa herbisidikestdvien GM- ja perinteisten
viljelyalojen viélilla johtuvat rikkakasvikasittelyistd; nditd eroja ei olisi ilmennyt,
mikali kummankaan tyypin viljelyksilla ei olisi kdytetty herbisideja, eli GM-kas-
villaitselldan oli tuskin vaikutusta havaittuihin eroihin. FSE:t ovat osoittaneet (koko
Britannian alueelta kolmen vuoden ajalta), ettd viljelysalojen kasvinsydjat, detri-
vorit ja monet niiden saalistajista ja loisista ovat herkkia uusien rikkakasvikésitte-
lyjen aiheuttamille rikkakasviyhteisdjen muutoksille. Mikéli herbisidikestavat GM-
viljelykasvit otettaisiin Britanniassa laajaan kdytt6on, monen toiminnallisen elio-
ryhmén runsauksissa tapahtuisi merkittavia muutoksia (Hawes ym. 2003). Viela
ei tiedeta kuinka pysyvia havaitut erot ovat. Esim. kasvukauden alussa GM-alojen
rikkakasvitiheys oli suurempi kuin perinteisilla aloilla, mutta mydhempina vuosi-
na tilanne voi muuttua, silld kasvukauden lopulla GM-alojen siemenpankki piene-
nee. Lisdtutkimuksia GM-viljelyn vaikutuksista selkdrangattomiin eldimiin siis
tarvitaan, esim. kuluttajaelididen toiminnallisen ja numeerisen vasteen arvio, toi-
minnallisten ryhmien (kasvinsydjat, loiset ym.) yksityiskohtainen luokittelu ja ra-
vintoverkon rakenteen analysointi.

Brooks ym. (2003) mukaan lisatutkimukset ovat valttamattomid myos sel-
vittdimaan GM-alojen lisddntyneen detrituksen méaréan seurauksia laajemmilla vil-
jelmilla. Esim. pitkdlld tdhtdimelld detrituksen méaara ei herbisidikestavien GM-
kasvien viljelmilld valttamaétta kasvaisi, silla ne yllapitdisivat pienempid maaria
siemenid tuottavia rikkakasveja. Lajitason maaritys on tdrkeas, silla korkeampien
taksonien kaytto analyyseissa voi peittda yksittdisten lajien erot alleen.

Heard ym. (2003a) mukaan herbisidikestavét rikkakasvit tulevat todenna-
koisesti lisadntymaddn, silld yksikddn kaytossa oleva herbisidi ei ole niin tehokas,
etteivatko kasvit pystyisi kehittdimééan sille vastustuskykya. Glyfosaattikestavia
kasveja on jo raportoitu (Lolium ja Eleusine sekd Conyza canadiensis, joka levida
nopeasti Yhdysvalloissa; VanGessel 2001). On vain ajan kysymys ennen kuin
herbisidikestavat kasvit yleistyvdat. Luonnon monimuotoisuus tulee todenni-
koisesti pienenemaan, silld kehittynyt herbisidikestavyys lisdd muutamien lajien
dominanssia.
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Koko FSE-tutkimus kattoi suunnittelun koealojen taustatiedoista, aineiston
kerdamisestd ja tilastollisesta kasittelystd (Haughton ym.2003). Monessa tapa-
uksessa kaytettiin vaihtoehtoisia menetelmié osin paallekkaisiin tutkimuksiin, mika
mahdollisti menetelmien vertailun. Esimerkkina tastd on mm. hyonteistutkimuk-
set, joissa vertailtiin erilaisilla kerdysmenetelmilla saatuja selkdrangattomien run-
sauksia. Vertailu osoitti, ettd eri kerdysmenetelmat vaikuttavat tuloksiin joidenkin
taksonien/ryhmien osalta. Tdma johtunee siitd, ettd menetelmét mittaavat erityyp-
pisid runsauksia (Brooks ym. 2003).
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Suomen ymparisto

V' V' N

YMPARISTON-
SUOJELU

Menetelmien valinta muuntogeenisten kasvien
ymparistovaikutusten arviointiin ja seurantaan

Uudistetussa, tarkoituksellista muuntogeenisten, eli geenitekniikalla muun-
nettujen organismien (GMO) ympaéristoon levittdmistd sdatelevassa EU:n
direktiivissa 2001/18/EY on kirjattu ensi kertaa ympaéristoriskien arvioinnin
periaatteet. Sekda Suomen kansallinen lainsaddanto etta EU:n lainsaddanto
edellyttavat kattavaa riskien arviointia ennen GMO:ien tarkoituksellista
ymparistoon levittamista tai suljettua kiayttoa. GMO:ien ymparistoriskien
arvioinnissa tarkastellaan suoria ja valillisia ymparistovaikutuksia, jotka
voivat ilmeta viélittomasti tai viiveelld. Riskinarvioinnin perusteena on
riskien tunnistaminen seka riskin todennékdisyyden ja haitan suuruuden
arviointi. Mikéli GM-organismin kayttaytymisestd ei ole riittdvasti tietoa,
tarvitaan lisdd tutkimusta. Vakiintuneita tutkimusmenetelmida muuntogee-
nisten kasvien ymparistovaikutusten tutkimiseen ja seurantaan ei kuiten-
kaan viel4 ole, koska kaupallisia sovelluksia on ollut kdytodssa vasta kymme-
nisen vuotta.

Riskien arvioinnin perustana on kasviin siirretty uusi ominaisuus (esim.
herbisidikestavyys tai hyonteiskestdvyys) ja sen toiminta uudessa ympaéris-
tossa (uudessa kasvissa). Eri GM-kasvien mahdolliset ymparistovaikutukset
voivatkin olla hyvin erilaisia, koska ne riippuvat siirretystd ominaisuudesta
ja kaytetysta kasvista. Téastd syystda GM-kasvien ymparistovaikutusten
tutkimiseen on mahdotonta tarjota valmista menetelmépakettia. Taman
raportin tarkoituksena onkin esitella sellaisia tutkimusmenetelmid, joiden
toivomme soveltuvan riskinarvioinnissa esiin tulleiden tietotarpeiden
tayttamiseen. Raportissa kdydaan lapi viimeaikaisia GM-kasvien ympaéristo-
vaikutuksista tehtyja tutkimuksia ja esitellaan niissa kaytettyja menetelmia.
Raportissa tarkastellaan my6s jonkin verran GM-kasveihin liittyvaa kansal-
lista ja EU:n lainsdadéantoa, seka kasitelldan lyhyesti GM-kasvien viljelyn
seurantaan ja riskienhallintamenetelmiin liittyvia kysymyksia.
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