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DNA ja taksonomian vallankumous

Marko Mutanen

DNA:n emasjarjestyksen lukemistekniikan nopea kehitys on mullistamas-
sa lajintunnistusta ja taksonomista tutkimusta. Monissa maissa, myds
Suomessa, kootaan kattavaa DNA-viivakoodikirjastoa, joka mahdollistaa
lajien automaattitunnistuksen standardi-DNA-jakson perusteella. Elididen
sukulaisuussuhteita ja lajirajoja voidaan selvittdé vertaamalla kokonaisia
genomeja toisiinsa, ja laajoja aineistoja voidaan maarittda nopeasti ja au-

tomaattisesti.

NA:n emaésjérjestys madrit-
D telee elidlajien kaikki perin-

nolliset ominaisuudet. Bio-
logit, taksonomit aivan erityisesti,
ovat tavallisesti kiinnostuneita juu-
ri lajien tai yksildiden perinnolli-
sistd ominaisuuksista. Lajien tun-
nistaminen ja rajaaminen perustu-
vat periytyvien ominaisuuksien
vertailuun. Niinpd genomi sisaltda
kaiken oleellisen tiedon myds eli-
oiden morfologisista ja muista pe-
riytyvistd ominaisuuksista. DNA:n
neljan emiksen tulkitseminen on
yksiselitteistd, ja tieto on siind sdi-
I6ttynd  alkuperdismuodossaan.
Taksonomian tieteenala kdy parai-
kaa todellista DNA-vallankumous-
ta. Vallankumous johtuu ennen
kaikkea kahdesta valtavasta, jopa
paradigmaattiseksi kutsutusta kehi-
tysaskeleesta (Hajibabaei 2012):
DNA-viivakoodit ovat mahdollis-
tamassa standardoidun lajintunnis-
tuksen, ja uuden sukupolven sek-
vensointitekniikat mahdollistavat
mikroskooppisen elidston ja laajo-
jen aineistojen automaattisen maé-
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rittdmisen ja yksilon genomin tut-
kimisen nopeasti ja halvalla.

Biodiversiteettikriisi ja
taksonomian kriisi
Monenlaisten  ympaéristduhkien,
ennen kaikkea laajamittaisen elin-
ymparistdjen tuhoutumisen, vuoksi
suuri osa maapallon eli6lajeista uh-
kaa kuolla sukupuuttoon. Synkéalti
ndyttdvad tilannetta on kutsuttu
biodiversiteettikriisiksi. Karkeasti
arvioiden vain noin 10 % maail-
man eli6lajeista on tieteellisesti ku-
vattu, joten suuri osa sukupuuttoon
kuolevista lajeista havida ilman, et-
td niiden olemassaolosta koskaan
tullaan edes tietdimddn. Luonnon
monimuotoisuudella on myos ih-
misen kannalta arvaamattoman
suuria vaikutuksia. Esimerkiksi al-
lergioiden runsastuminen on voitu
yhdistdd monimuotoisuuden vahe-
nemiseen (Hanski ym. 2012).

Sen jalkeen, kun Carl von Linné
kehitti nykyaikaisen luokittelujar-
jestelmin noin 250 vuotta sitten,

lajeja on kuvattu arviolta hiukan al-
le kaksi miljoonaa. Valtaosa lajin-
kuvaustydstd on siis tekemattd, ja
tdtd vauhtia kestdisi vield vuosisa-
toja, ennen kuin kaikki lajit on ku-
vattu. Sitd paitsi liikkeelle on 1&h-
detty suurikokoisista ja hyvin tun-
nistettavista lajeista, siis helpoim-
masta padstd. On arvioitu, ettd mi-
kili lajeja on maailmassa 10—15
miljoonaa (miké lienee aika realis-
tinen arvio), niiden tunteminen pe-
rinteisin menetelmin edellyttdisi
15000 lajiasiantuntijan osaavaa
joukkoa (Hebert ym. 2003). Lisdk-
si osaamisen pitdisi olla tasaisesti
jakaantunut eri elidryhmiin, ja tie-
tdmyksen pitdisi siirtyd sukupol-
velta toiselle. Maailmassa on télld
hetkelld arviolta 4 000—6 000 am-
mattimaista taksonomia eli lajien
luokitteluun ja lajinkuvauksiin pe-
rehtynyttd asiantuntijaa. Taksono-
mien osaaminen painottuu voimak-
kaasti tiettyihin elidryhmiin, kun
taas toiset jadvat kokonaan ilman
erityisosaajia. Lukuisat runsaslaji-
set elioryhmit, esimerkiksi pienet
maaselkdrangattomat ja mikros-
kooppiset sienet, tunnetaan erittdin
huonosti, koska perinteisin morfo-
logisin menetelmin lajien erottami-
seen ei 10ydy riittdvasti tuntomerk-
kejd. Niin ollen maailman koko la-
jiston kuvaaminen perinteisin kei-
noin on epdérealistista. Tilannetta
on kutsuttu taksonomian kriisiksi,
ja sitd vaikeuttaa entisestdéin lajien
tunnistamisen ja lajirajojen maarit-
tdmisen vaikeus. Koska biodiversi-
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teettitutkimuksen ja luonnonsuoje-
lun keskeisend edellytyksend on
riittdva tietdmys ja ymmartamys la-
jeista, biodiversiteettikriisin ratkai-
seminen edellyttdd myds taksono-
mian kriisin ratkaisua.

DNA:n merkitys taksonomisessa
tutkimuksessa on kasvanut
nopeasti

Nature-lehdessd  julkaisemassaan
kuuluisassa tutkimuksessa Francis
Crick and James Watson (1953)
kuvasivat DNA-molekyylin kak-
soiskierrerakenteen ja loivat tutki-
muksellaan pohjan genetiikan tut-
kimuksen nopealle kasvulle. Kesti
kuitenkin vield yli 20 vuotta, ennen
kuin Frederick Sanger kollegoi-
neen (1977) kehitti tavallisissa la-
boratorioissakin  kéyttokelpoisen
menetelmidn DNA:n emésjarjestyk-
sen lukemiseen. Pitkddn senkin jél-
keen molekyyligeneettinen tutki-
mus perustui muihin DNA:n omi-
naisuuksiin kuin sen emdésjérjes-
tykseen, esimerkiksi DNA-frag-
menttien kokojakaumien vertai-
luun. Keskeisend syyna oli se, ettd
emdsjérjestyksen lukeminen oli
kallista ja nykyiseen verrattuna hi-
dasta ja tyoléstd. Sekvensointi on
sittemmin halventunut niin nopeas-
ti, ettd kehitystd on verrattu ns.
Mooren lakiin, ts. sekvensoinnin
hinta on puolittunut suunnilleen
kahden vuoden vilein. Huiman
teknisen kehityksen johdosta on
viime aikoina edetty vieldkin no-
peammin. Myds tietokoneiden las-
kentakapasiteetin kasvamisen ja
uusien analysointimenetelmien ja
tietokoneohjelmien merkitys on ol-
lut suuri DNA-sekvenssitiedon
kdyton nopeassa yleistymisessd
taksonomiassa.

Taksonomit ovat kéyttineet
DNA:han perustuvaa tietoa tutki-
muksessaan kdytdnnossé siitd 1dh-
tien, kun se tuli mahdolliseksi.
DNA:n emisjérjestystd on kdytetty
erityisesti fylogeneettisiin tutki-
muksiin eli taksonien evoluutiohis-
torian selvittdmiseen, mutta myos
lajikysymysten ratkaisuun. DNA:ta
on joko kéytetty yksinéén, tai sitten
sen tarjoamaa tietoa on yhdistetty
muuhun, ennen kaikkea morfologi-
seen tietoon. Mitd nopeammaksi ja
halvemmaksi DNA:n emdésjérjes-
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tyksen lukeminen on tullut, sitd
merkittdivimmaksi sen osuus kai-
kesta taksonomisesta tutkimukses-
ta on muodostunut. Fylogeneetti-
sissé tutkimuksissa suuntaus on ol-
lut tasaisen kasvava siten, ettd val-
taosa nykydin julkaistavista fylo-
geneettisistd tutkimuksista pohjau-
tuu kokonaan tai osittain DNA:han.
DNA:n avulla on ratkaistu monia
pitkdkestoisia mysteereitd, kuten
valaiden sukulaisuussuhteet mui-
hin nisdkkaisiin (valaat polveutuvat
sorkkaeldimistd, ja virtahepo on la-
heisempdd sukua valaille kuin
muille sorkkaeldinryhmille). Tak-
sonomisessa tutkimuksessa DNA:n
merkitys on viimeisen kymmenen
vuoden aikana kasvanut vield no-
peammin. Kéédnteentekevd vuosi
oli 2003, jolloin julkaistiin ldhes
samanaikaisesti kaksi sittemmin
runsaasti keskustelua heréttanyttd
artikkelia. Toisessa artikkelissa esi-
tettiin toive siitd, ettd taksonomia,
ennen kaikkea lajien rajaaminen,
perustuisi tulevaisuudessa ainoas-
taan DNA:han (Tautz ym. 2003).
Toisessa esitettiin ajatus DNA-vii-
vakoodeista, vakioiduista DNA-
jaksoista, jotka mahdollistaisivat
automatisoidun lajintunnistuksen
(Hebert ym. 2003). Samantapaisia
ajatuksia oli esitetty aiemminkin,
mutta idea viivakoodistandardista
ja kaikki lajit kattavasta viivakoo-
dien referenssikirjastosta sai muo-
tonsa juuri tdssd artikkelissa, joka
julkaisunsa jélkeen on ollut siteera-
tuimpia biologian alan julkaisuja.
Hebertin ja hdnen kollegoidensa ar-
tikkelilla oli valtava merkitys tak-
sonomisessa yhteisdssd. Se paitsi
heriatti voimakkaita vastareaktioita
myo0s innosti lukuisia taksonomeja
ja toimi pontimena kautta aikain
suurimmalle genomien biodiversi-
teettihankkeelle, iBOL:lle (Interna-
tional Barcode of Life; <www.ibol.
org>), jonka osana kansallinen Fin-
BOL-hanke (Finnish Barcode of
life; <www.finbol.org>) on tuotta-
nut DNA-viivakoodin jo reilusti yli
10 000 Suomessa tavattavasta lajis-
ta. Hyvin pian huomattiin, etté pait-
si lajien madrityksessd viivakoodit
tarjoavat arvokasta informaatiota
myos itse taksonomiseen tyohon,
esimerkiksi lajirajojen maéadritte-
lyyn. DNA-viivakoodien ansiosta
on havaittu lukuisia hankalasti toi-

sista lajeista erotettavia piilolajeja.
Esimerkkejé 16ytyy Suomenkin la-
jistosta. Paljolti juuri DNA-viiva-
koodien ansiosta taksonominen tut-
kimus eldd monissa maissa todel-
lista uutta kukoistusta. Laajojen
kansallisten ja kansainvélisten
hankkeiden ja DNA-viivakooditie-
tokannan (BOLD; <www.bold
systems.org>) helppokayttdisyy-
den ansiosta monet amatdoritak-
sonomit ovat omaksuneet DNA-
viivakoodien kayton uudeksi infor-
maation ldahteeksi tutkimuksissaan.

DNA-viivakoodit ja niiden hyoty
lajintunnistuksessa

DNA-viivakoodeista eli DNA-la-
jintunnisteista on kirjoitettu Luon-
non Tutkijassa useaan otteeseen ai-
emmin (Korpelainen 2008, 2010,
2013 a). Néin ollen en kdy yksi-
tyiskohtaisesti 14pi idean perusteita
ja pyrin samalla minimoimaan
paéllekkaisyyttd edellisten kirjoi-
tusten kanssa. Koska olen hyon-
teistutkija, otan esimerkkitapaukset
hyonteismaailmasta, kun taas Kor-
pelaisen kdyttdmét esimerkit kos-
kevat kasveja. Kasittelen téssé kir-
joituksessa kuitenkin laajemmin
DNA-viivakoodien etuja ja haitto-
ja, koska niiden késittely on aiem-
min jadnyt melko suppeaksi.
DNA-viivakoodi on standardi,
lajien erotteluun soveltuva jakso
DNA:ta. &Eldimissd DNA-viiva-
koodiksi on vakiintunut osa mito-
kondrion c-sytokromioksidaasipro-
teiinin 1. alayksikkdd koodittavaa
geenid (COI tai coxl). Kyseinen
geenijakso muuntuu ajan kuluessa
aika nopeasti, mutta vaihtelee lajin
sisélld yleensd vdhan ja toimii siten
hyvin lajintunnisteena. COI-geeni-
jaksolla on lisdksi kaksi muuta hy-
vin merkittdvdd etua. Ensinnékin
siitd on useimmissa soluissa lukui-
sia kopioita, koska soluissa on ta-
vallisesti useita mitokondrioita. Té-
mi helpottaa sen sekvensoimista
esimerkiksi huonokuntoisista ndyt-
teistd tai vdhdisestd ldhtomateriaa-
lista. Toiseksi c-sytokromioksidaa-
si on soluhengityksessd vélttaima-
ton entsyymi, joten sitd koodittava
geeni 10ytyy taatusti jokaisesta
eldinlajista ja -yksilostd. Ilman toi-
mivaa COI-geenid mikdén soluis-
saan hengittdva elio ei voi elda.

13



Maédrityksen suhteen tarkastelen
DNA-viivakoodien etuja ja haittoja
siitd hypoteettisestd lahtokohdasta,
ettd on olemassa yksi “oikea” laji-
luokittelu eli ettd lajit ovat yksise-
litteisesti rajattavia luonnonyksi-
koitd. Tosiasiassa tilanne ei ole
koskaan niin yksinkertainen ja sel-
vi, kuten myShemmin kay ilmi.

Kuva 1

DNA-viivakoodipohjaisessa
madrityksessd on monia merkitta-
vid etuja verrattuna perinteiseen
morfologiseen lajintunnistukseen.
DNA-viivakoodit mahdollistavat
jopa laajojen aineistojen tunnistuk-
sen automatisoinnin ja vihentavat
riippuvaisuutta lajiasiantuntijoista,
joita ei aina ole edes kdytettivissa.

Kaksi esimerkkia DNA-viivakoodein maaritetystd tuntemattomasta hyodnteistoukasta. —

Ylemmassa kuvassa oleva toukka I6ytyi siankarsdmaon juuren ja varren taitteesta sydmasséa kasvia si-
sépuolelta. DNA-viivakoodein laji osoittautui Epiblema graphana -kaaridisperhoslajiksi. — Alemman
kuvan toukka l6ytyi yhteen kudottujen pihlajan lehtien vélista. Tamakin oli kaaridisperhosiin kuuluva
Ancylis selenana. Kumpaakaan lajia ei ollut koskaan kasvatettu Suomessa aiemmin ja jalkimmaisen

osalta ravintokasvitieto oli kokonaan uusi.

)
o
=)
=
<
=
3
o
S

Viivakoodimédritysten oikeellisuus
ei ole asiantuntijan patevyyden va-
rassa. Perinteisessd médrittdmises-
sd virhemarginaali voi olla huo-
mattavan iso ja madritystyon laatua
on vaikea arvioida. Perinteinen
madrittiminen edellyttdd yleensd
sitd, ettd madritettdva yksilo on riit-
tdvan hyvikuntoinen. Médrittdmi-
nen vaikeutuu tuntomerkkien ku-
luessa tai puuttuessa muusta syyta.
Madritys DNA-viivakoodein on-
nistuu yhta lailla niin kokonaisesta
ja hyviakuntoisesta yksilostd kuin
pienestd kappaleesta tai kuluneesta
yksilostd. Médrittdmisen epdvar-
muus on laskennallisesti arvioita-
vissa paljon paremmin kuin perin-
teisessd maddrittimisessd. Valtava
etu DNA-viivakoodeissa on se, ettd
lajinmiérityksessd kaytetddn aina
yhtd ja samaa tuntomerkkid, oli ky-
symyksessd mikd tahansa laji tai
mika tahansa yksilon kehitysvaihe.
Ei tarvita erillisid mééarityskaavoja
vaikkapa hyonteisten aikuisista,
toukista ja koteloista (munista sel-
laisia ei juuri edes ole tehty). Nuor-
ten kasvien médrittdminen on usein
hankalaa, ja sienirihmastojen tai
sukkulamatojen =~ maéérittiminen
sadnnonmukaisesti ldhes mahdo-
tonta. Tutkijoilla on kuitenkin eri-
laisia tarpeita maarittdd nuoria ke-
hitysvaiheita. Esimerkiksi méaarit-
tamalld hyonteistoukat DNA-viiva-
koodein elintapojen ja ravintoverk-
kojen selvittdminen helpottuu (ku-
va 1). Aiemmin loisitusta hyonteis-
toukasta voitiin maarittdé vain joko
isénté- tai loislaji. DNA-viivakoo-
dien avulla voidaan méarittad pait-
si loinen my0s isdntd sen jAdnnos-
ten perusteella. Nykytekniikalla on
mahdollista selvittdd loishyontei-
sen isdntélaji jopa analysoimalla
sen mahansisdltd (Rougerie ym.
2011). Suomessakin akatemiapro-
fessori Ilkka Hanskin johtamassa
tutkimuksessa on vastikddn viiva-
koodein saatu tietoa Ophion-suvun
loispistidisten isdntilajeista tutki-
malla loisten mahansisdltéd (jul-
kaisematon ticto). Aiemmin taté oli
yritetty vuosikausia selvittdd kas-
vattamalla mahdollisten isdntdla-
jien toukkia — onnistumatta.
DNA-viivakoodien  kiistatto-
maksi hyddyksi on osoittautunut
niiden potentiaali paljastaa aiemmin
huomaamatta jaéneitd ulkonadltdan
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samanlaisia piilolajeja. Usein tdllai-
sissa tapauksissa DNA-viivakoo-
deista on 16ytynyt yhden lajin sisél-
td kahta tai useampaa jyrkésti toisis-
taan poikkeavaa haplotyyppii.
DNA-viivakoodi yksistddn ei ole
tae piilolajista, mutta monissa ta-
pauksissa myohemmat tutkimukset
ovat varmistaneet asian. Suomesta-
kin tunnetaan useita tillaisia ta-
pauksia. Esimerkiksi ulkonidoltdan
hyvin muuntelevan Epinotia nisel-
la -kaaridisperhosen havaittiin sisél-
tavdn kahta aivan erilaista DNA-
viivakoodia, ja myohemmaéssa tut-
kimuksessa tdma ero kyettiin yhdis-
tdméddn genitaalituntomerkkieroi-
hin, ulkonédkderoihin ja ekologisiin
eroihin (Mutanen ym. 2012 a).
Maailmalta tunnetaan raflaavam-
piakin esimerkkejd. Esimerkiksi
Pohjois- ja Eteld-Amerikassa laajal-
le levinneen, suurikokoisen ja ndyt-
tavan Astraptes fulgerator -paksu-
padperhosen todettiin siséltavin
kymmenen lajia (mydhemmin 18y-
tyi vield yhdestoista), jotka eroavat
toisistaan paitsi DNA-viivakoodin
myds toukkien ulkondén ja ekolo-
gian puolesta (Hebert ym. 2004).
Paitsi tutkimuksessa DNA-vii-
vakoodeja voidaan soveltaa myos
moni aloilla yhteiskunnassa, esi-
merkiksi vieraslajien seurannassa,
elintarvikevalvonnassa (vrt.
<http://phe.rockefeller.edu/barcode
/sushigate.html>), uhanalaisten la-
jien kaupan valvonnassa ja vaikka-
pa tunnistettaessa sisdilman home-
iti6itd (Korpelainen 2013 b).

DNA-viivakoodien ongelmat
lajintunnistuksessa

DNA-viivakoodien kéyttd lajin-
madrityksessé ei aina ole ongelma-
tonta. Ongelmiin voivat johtaa se-
ki tekniset seikat ettd biologiset
prosessit. Edelld mainittuihin kuu-
luvat ennen kaikkea erilaiset vir-
heet, joita voi tapahtua luettaessa
DNA-viivakoodia. Tyypillinen vir-
he on kontaminaatio eli ndytteen
saastuminen vieraasta DNA:sta.
Kontaminaatiosta on vaikea péadsta
kokonaan eroon, mutta sen riskid
voidaan monin keinoin pienentdd
esimerkiksi parantamalla huolelli-
suutta eri tyOvaiheiden aikana.
Kontaminaation riski kasvaa, kun
analysoitavan niytteen DNA:n laa-
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tu heikkenee. Téll6in pienikin maa-
rd vierasta DNA:ta voi tuottaa vaa-
rdn viivakoodin. Onneksi kontami-
naatio on yleensd helppo todeta.
Mikéli esimerkiksi hyonteisndyte
tuottaakin hyonteisen siséllé olleen
loisen viivakoodin, kontaminaation
tunnistaminen on yleensé vaivaton-
ta. Tunnistaminen tulee sitd hel-
pommaksi, mitd laajemmaksi
DNA-viivakoodien vertailukirjasto
kasvaa. DNA-viivakoodijaksosta
voi olla my6s toimimattomia ko-
pioita tuman DNA:ssa (NUMT,
< engl. nuclear mitochondrial
DNA). Vaikka téllaiset valegeenit”
ovat hyvin yleisid, ne aiheuttavat
harvoin ongelmia mm. siité syysté,
ettd niistd on véhin identtisid ko-
pioita kussakin solussa ja niissé voi
olla mutaatioita myos alukealueel-
la, jolloin ne eivdt monistu. Joskus
valegeeni voi kuitenkin monistua
oikean viivakoodin sijasta tai ohes-
sa, mutta silloinkin sen on yleensd
helppo tunnistaa. Koska valegeenit
eivit koodita proteiinia, niihin ei
yleensd kohdistu valintaa, jolloin
niiden evoluutionopeus on suuri.
Tamai auttaa niiden tunnistamises-
sa. Valegeenit sisaltivit yleisesti
nukleotidien deleetioita, insertioita
sekd paidtekodoneja (aminohappoa
koodittamattomia kodoneja, joihin
lahetti-RNA:n translaatio amino-
happoketjuksi péittyy). Teknisiin
ongelmiin voidaan laskea my®os se,
ettd DNA-viivakoodin lukemista
vaikeuttavat mutaatiot alukejak-
soissa. Muutokset alukejaksoissa
ovat kaksiterdinen miekka: ne mm.
vahentdvét merkittdvasti hyonteis-
ndytteiden kontaminoitumista
vaikkapa ihmisen tai loiselididen
DNA:sta, mutta ne hankaloittavat
viivakoodin lukemista samanaikai-
sesti laajasta yksildjoukosta. Esi-
merkiksi perhosen ja pistidisen
DNA-viivakoodin lukemiseen tar-
vitaan erilaiset alukkeet. Joihinkin
elioryhmiin ei vield ole kehitetty
hyvin toimivia alukkeita. Joissakin
ryhmissd DNA-viivakoodin luke-
minen on muista syistd hyvin vai-
keaa. Esimerkiksi kulta- ja muti-
pistidisten DNA-viivakoodijakso
muodostaa monistusvaiheessa
erdadnlaisen lenkin, miké tekee sek-
venssin lukemisesta normaalein
menetelmin tavallista hankalam-
paa.

DNA-viivakoodien pédtehtdava
on mahdollistaa lajien erottaminen
toisistaan. Useimmissa tutkimuk-
sissa DNA-viivakoodien on todettu
erottelevan yli 90 % lajeista, mo-
nissa huomattavasti suuremmankin
osuuden. Joskus kaksi tai useampi
laji voi kuitenkin omata samanlai-
sen tai hyvin samankaltaisen
DNA-viivakoodin. Talléin kyse
voi olla siitd, ettd lajit ovat niin
nuoria, etteivét kehityslinjat ole la-
jiutumisen jdlkeen vield geneetti-
sesti erilaistuneet riittdvasti. [lmion
taustalla voi olla myds introgressio
eli DNA:n “vuotaminen” lajista
toiseen risteytymisen ja takaisinris-
teytymisen seurauksena. Koska
mitokondrio-DNA periytyy ainoas-
taan didiltd eikd siind yleensd ta-
pahdu rekombinaatiota (se periytyy
kokonaisena “pakettina”), lajien
vélisen risteytymisen ja takaisinris-
teytymisen seurauksena voi olla
koko mitokondrion DNA:n siirty-
minen lajista toiseen. Toisinaan la-
jissa on tdlldin kahta haplotyyppia,
“omaa” ja “vierasta”, yhtd aikaa.
Toisinaan tulokashaplotyyppi voi
”vallata” toisen lajin nopeastikin,
erityisesti jos asiaan padsee vaikut-
tamaan endosymbioottinen Wol-
bachia-bakteeri. Wolbachia on hy-
vin tavallinen niveljalkaisissa ja
sukkulamadoissa, ja se voi voi ai-
heuttaa monenlaisia erikoisia 1il-
miditd. Niistdi DNA-viivakoodien
kannalta ehkd merkittdvin on se,
ettd tartunta voi johtaa vieraan mi-
tokondriohaplotyypin nopeaan fik-
soitumiseen (levidmiseen kauttaal-
taan) uudessa lajissa (Hurst & Jig-
gins 2005). Lopputuloksena kah-
den lajin DNA-viivakoodit eivit
eroa, kunnes aikaa kuluu taas niin
paljon ettd uusia mutaatioita padsee
kertymdidn. Tédmi aika vaihtelee
mm. sukupolven pituuden ja efek-
titvisen populaatiokoon mukaan ja
on kdytdnnossd aina vdhintddn tu-
hansia vuosia.

Vaikka edelld mainitun kaltaiset
ongelmat ovat tavallisimpia, tava-
taan myods muunlaisia ongelmia.
Yksi téllainen ongelma on hetero-
plasmia. Silld tarkoitetaan usean
erilaisen mitokondriohaplotyypin
samanaikaista esiintymistd yhdessa
yksilossd ja solussa. Luonnollisesti
DNA-viivakoodin méérittiminen
talloin hankaloituu. Heteroplasmi-
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assa syntyy harha heterotsygotias-
ta, vaikka mitokondrio-DNA on
haploidi eli todellista heterotsygo-
tiaa ei siind ole koskaan. Hetero-
plasmiaa on erityisesti muutamissa
nilvidisissd, joiden mitokondriot
periytyvit sddnnonmukaisesti mo-
lemmilta vanhemmilta.

Kuinka hyvin viivakoodit toimivat?
Esimerkkeja perhosista ja
kovakuoriaisista

On yllattdvan vaikeaa arvioida
DNA-viivakoodien  toimivuutta
madrityksessd, koska toimivuutta
joudutaan vertaamaan johonkin
olemassa olevaan luokitteluun. Yh-
denkdan lajiluokittelun ei kuiten-
kaan voida sanoa olevan yksiselit-
teisesti totta. Luokittelu joko hei-
jastaa sen tekijén subjektiivista ni-
kemystd asiasta tai sitten perustuu
johonkin laskennalliseen standar-
diin, mikd on vdhemman subjektii-
vinen, mutta kuitenkin pohjimmil-
taan keinotekoinen tapa rajata laje-
ja. Arvioon DNA-viivakoodien
toimivuudesta vaikuttavat heiken-
tavisti paitsi epdtarkkuus ja suora-
naiset virheet vertailuluokittelussa
myos virhemédritykset. Esimerkik-
si geenipankissa on paljon virheel-
lisesti madritettyja sekvenssejé, jo-
ten ei ole yllattavaa, ettd geenipan-
kista imuroituun tietoon perustu-
vissa tutkimuksissa on saatu varsin
huonoja arvioita viivakoodien toi-
mivuudesta (Meier ym. 20006).
Yleensd taksonomeja kiinnostavat
enemmaén hankalat lajiryhmaét kuin
helpot, minka vuoksi suhteettoman
suuri osuus tehdyistd tutkimuksista
on keskittynyt jo ennalta vaikeiksi
tiedettyihin lajiryhmiin, esimerkki-
nd Grammia-suvun siilikkaista teh-
ty tutkimus (Schmidt & Sperling
2008). Vastaavasti ylioptimistiseen
estimaattiin on johtamassa se, ettid
otanta on harvoin edes paikallisesti
saati maantieteellisesti kattava, jol-
loin erot lajien vélilld voivat vai-
kuttaa suuremmilta kuin ne todelli-
suudessa ovat. Kuten aiemmin kavi
ilmi, nidistd seikoista riippumatta
DNA-viivakoodit eivit aina erotte-
le edes selvisti erillisid, kiistatto-
masti ’hyvid” lajeja. Mutta kuinka
paljon tillaisia lajeja lopulta on?
Arvioin seuraavassa tilannetta Suo-
men perhos- ja kovakuoriaislajis-
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Marko Mutanen

J Odontopera bidentata|MM04666

|0domopera bidentata|MM00648 0,01
Odontopera bidentata|MM01486

J Campaea margaritaria| MM06747

¥ Campaea margaritaria MM09754

| Aspitates gilvaria|MM17444
' Aspitates gilvaria|MM17443
Aspitates gilvaria|MM17445

Hylaea fasciaria| MM06506

Angerona prunaria| MM01477
r| Angerona prunaria|MM06691
Angerona prunaria|] MM01270
Angerona prunaria|MM01271
Cepphis advenaria|MM01335
Cepphis advenaria|MM01323
I Cepphis advenaria|MM01324
Cepphis advenaria|MM11594

Abraxas sylvata|MM10848

Abraxas sylvata|]MM01282
rtAbraxas sylvata|MM01460

Abraxas grossulariata

Abraxas grossulariata|MM03693

Abraxas grossulariata]MM10846
MM10849

I Abraxas sylvata|MM01283
Abraxas sylvata|MM01459
MM10847

Abraxas grossulariatal
Abraxas grossulariata| MM03692
3 Opisthograptis luteolata|MM04672

T Opisthograptis luteolata|MM12768

rr Deileptenia ribeata|MM04588
Deileptenia ribeata| MM06638
Deileptenia ribeata]MM06692

= Hypomecis punctinalis|MM01281

‘ Hypomecis punctinalis| MM08369
Hypomecis punctinalis|MM01280
I Ematurga atomaria|MM18510
Ematurga atomaria| MM00501

Ematurga atomaria|MM00562
E Cleora cinctaria| MM00450
Cleora cinctaria| MM04632

Cleora cinctaria|] MM01299

Plagodis pulveraria|MM01261
Plagodis pulveraria|MM01262
Plagodis pulveraria|] MM00503
Plagodis dolabraria| MM04669
Plagodis dolabraria|MM01252

Ligdia adt IMM19036

I
1 ILigdia adustata|MM19723
Ligdia adustata|]MIM19038

j Epirranthis diversata|MM01263

¥ Epirranthis diversata]MM04054

Apeira syringaria MM01503
J Colotois pennaria|MM18507

|COIotois pennaria MM12218
Colotois pennaria|MM02693

j Alsophila aescularia|MM21247

1 Alsophila aescularia| MM20565

Ourapteryx sambucaria| MM01150
'{L Ourapteryx sambucaria| MMO01149

urapteryx sambucaria| MM09772

1

o]
| — Ourapteryx sambucaria| MM097 15
§ Ennomos autumnaria|MMO01364

'- Ennomos autumnaria|MM02811
Ennomos autumnaria|MM01365
1 Ennomos fuscantaria|MM15836

' Ennomos fuscantaria| MM17201

_|

Ennomos fuscantaria| MM10929
= Ennomos alniaria|MM04510

¥ Ennomos alniaria| MM12770
J Lomographa temerata|MM03703

¥ Lomographa temerata|MM01309

Cabera pusaria|] MM01305

[ Cabera pusaria]MM01304
Cabera pusaria|MM00589
J Cabera exanthemata|MM01306

k Cabera exanther

/100640
 Lomographa bimaculata|MM03704

Ennomos erosarial
Ennomos erosarial
Ennomos erosarial
Ennomos erosarial
Ennomos erosaria
Ennomos erosarial
J— Charissa obscurata|MM03579
k= Charissa obscurata|MM07258

|Lomographa bimaculata|MM01310
Lomographa bimaculata|MM01311

MM22730

MM22728

MM18506

MMO04854

MMO04853

MM22729

r Epione vespertaria| MM01500
Epione vespertaria|MM02833

Epione vespertaria|MM01499
j Epione repandaria|MM12810

1 Epione repandaria| MM08081

Kuva 2  Esimerkki DNA-viivakoodien erottelukyvysta mittariperhosissa. — Kuva on ote laajemmasta

neighbor-joining-menetelmalld tehdysta sukupuusta.

neettisen eron suuruutta lajien ja yksiloiden valilla
1 %:n geneettistd eroa). Kuvasta iimenee hyvin ns.

Vaakasuorien oksien yhteispituus kuvastaa ge-
(mittakaava kuvan ylareunassa: jana kuvastaa
barcoding gap -ilmié: lajin sisdinen muuntelu on

tyypillisesti suuruusluokkaa pienempaa kuin lajien valinen muuntelu. Tastéa on poikkeuksia.

ton ndkokulmasta ja laajennan
maantieteellistd aluetta perhosten
osalta. Korostan samalla, ettd arvi-

oon vaikuttavat edelld mainitut
subjektiiviset tekijdt. Kovakuo-
riaisten osalta arvio perustuu jo jul-
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Kuva 3 Kuvan 2 neighbor-joining-puussa esitettyja perhoslajeja. — Lajit vasemmalta oikealle ja ylhaalta alaspéin: Campaea margaritaria, Aspitates gil-
varia, Hylaea fasciaria, Angerona prunaria, Cepphis advenaria, Abraxas sylvata, Abraxas grossulariata, Opisthograptis luteolata, Deileptenia ribeata, Hy-
pomecis punctinalis, Ematurga atomaria, Cleora cinctaria, Plagodis pulveraria, Plagodis dolabraria, Epirrhanthis diversata, Apeira syringaria, Colotois pen-
naria, Alsophila aescularia, Ourapteryx sambucaria, Ennomos autumnaria, Ennomos fuscantaria, Ennomos alniaria, Lomographa temerata, Cabera pusa-
ria, Cabera exanthemata, Lomographa bimaculata, Ennomos erosaria, Charissa obscurata, Epione vespertaria, Epione repandaria.

kaistuun tutkimukseen (Pentinsaari
ym. 2014) ja sisdltdd 1 872 Suo-
messa tai ldhialueella eldvaad lajia.
Perhosten osalta kidytin omaa pai-
osin julkaisematonta aineistoani,
joka téssd analyysissd kattaa 2 573
lajia. Ulkomaisten kollegoideni
kanssa olen tutkinut myos 122 al-
lopatrisesti eldvén alpiinis-arktisen
perhoslajin DNA-viivakoodimuun-
telua (Mutanen ym. 2012 b) seka
askettdin noin 1000 perhoslajin
viivakoodimuuntelua Suomen ja
Itdvallan wvélilla (Huemer ym.
2014).

Yleensd suomalaiset perhoslajit
voidaan yksiselitteisesti erottaa toi-
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sistaan pelkdn viivakoodin perus-
teella. Kuvassa 2 on neighbor-joi-
ning-menetelmalld kuvattu satun-
naisesti valitun mittariperhosjou-
kon lajinsisdistd ja lajienvalistd
muuntelua ~ DNA-viivakoodissa
(kuvia perhosista kuvassa 3). Ku-
vasta ilmenee hyvin se, ettd yleen-
sd lajien viliset erot viivakoodissa
ovat suuruusluokkaa suuremmat
kuin yksiloiden véliset erot lajien
sisdlld. Vaihdellen hieman arvioin-
titavan ja kdytetyn vertailuluokitte-
lun mukaan tutkittujen 2 573:n
Suomessa tavattavan perhoslajin
joukosta 16ytyy 28 lajiparia tai laji-
ryhméé (lajiryhmid mukana vain

kaksi), joissa DNA-viivakoodi ei
aina erottele lajeja toisistaan. Tél-
16in maéritysvarmuus olisi noin
97,5 %. Néistd 28 tapauksesta kui-
tenkin vain 15 lajiryhmén kohdalla
kyse on oman arvioni mukaan ku-
takuinkin varmasti erillisisté lajeis-
ta. Useita ndistd lajipareista tai
-ryhmistd on jo muodollisestikin
synonymisoitu (katsottu kuuluvak-
si yhteen lajiin) eri yhteyksissa.
Yhden tdssd arviossa mukana ole-
van lajiparin toisen osapuolen
(Schrankia intermedialis; nimikin
tarkoittaa valimuotoista) on todettu
olevan kahden lajin risteyma. Mut-
ta joukossa on myds kiistattomasti
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erillisid lajeja, mukaan lukien vii-
den lajin kompleksi Apotomis-kaa-
ridissuvusta. Suku on tunnetusti
hankala, ja yksi ndistd viidestd la-
jista on ehké toisen lajin synonyy-
mi, mutta nelja muuta lajia eroavat
toisistaan monessa suhteessa sekéd
morfologisesti ettd ekologisesti
(kuva 4). S&annon mukaan viiva-
koodien erottamattomuus on yh-
teydessd ilmeiseen lahisukulaisuu-
teen ja morfologiseen samankaltai-
suuteen. Vaikka onkin vaikeaa tie-
tdd, johtuuko erottamattomuus la-
jien nuoresta idstd vai mitokondri-
oiden introgressiosta (vai molem-
mista), uskon jalkimmadisen ilmion
olevan tavallisempi syy. Esimer-
kiksi kahden mittariperhoslajin
(Scopula ternata ja S. frigidaria)
viivakoodi on sama ldhelld lajien
paillekkdistd levinneisyysaluetta.
Keski-Euroopassa, mutta my0s
Suomessa S. ternata -perhosissa ta-
vataan toinen, ehkd alkuperdinen
viivakoodityyppi. Tdssa tapaukses-

sa siis S. frigidaria -mitokondrio
olisi jossain vaiheessa “hypénnyt”
S. ternata -lajiin. Mittarilajistos-
samme on muutamia muitakin sa-
mankaltaisia tapauksia. Edelld
mainittujen lajiparien ja -ryhmien
liséksi Suomen lajistossa on noin
15 lajiparia, joiden viivakoodi on
erilainen, mutta hyvin samankaltai-
nen. Laajempi otanta voi osoittaa
paéllekkaisyyttd myos ndiden la-
jien vdlilld. Perhoslajistostamme
on lisdksi muutamia kymmenié la-
jeja, joissa tavataan kahta huomat-
tavasti (yli 2 %) toisistaan eroavaa
haplotyyppid. Jotkin ndistd voivat
ilmentdd piilolajin olemassaoloa,
toisissa tapauksissa taustalla voivat
olla jotkin toistaiseksi tuntematto-
mat biologiset tekijit. Uuden suku-
polven sekvensointitekniikka (ks.
jiljempidnd) tarjoaa erittdin lupaa-
via uusia tyokaluja tutkia tillaisia
tapauksia tarkemmin.
Kovakuoriaisissa DNA-viiva-
koodit toimivat ehkd vield perho-

siakin paremmin. Pentinsaaren ym.
(2014) 1 872 lajia késittdvassa tut-
kimuksessa viivakoodit erottelivat
98,3 % lajeista mukaan lukien epé-
selvit lajiparit. Hyva toimivuus ko-
vakuoriaisissa on luultavasti yhtey-
dessd sithen mielenkiintoiseen
seikkaan, ettd lajien geneettiset
erot viivakoodialueella ndyttavat
olevan kovakuoriaisissa keskimaa-
rin selvdsti suuremmat (ldhes
12 %) kuin perhosissa (keskimda-
rin noin 6 %). Kuitenkin myds ko-
vakuoriaisissa on lajipareja ja yksi
kolmen lajin ryhmad, joissa viiva-
koodit eivit erottele lajeja toisis-
taan. Kuten perhosissa myos kova-
kuoriaisissa on useita tapauksia,
joissa lajin sisdltd 16ytyi yllattden
kaksi tai useampi erilainen haplo-
tyyppi. Esimerkiksi varsin néytta-
van aurorakuoriaisen (Dictyoptera
aurora) voidaan ldhes varmasti sa-
noa koostuvan kahdesta lajista,
joissa todettiin huolellisessa tarkas-
telussa myo6s morfologisia eroja

Kuva 4 Nelj selvasti biologisen lajikasityksen nakdkulmasta erillistd Apotomis-suvun kaaridisperhoslajia, joita ei voi luotettavasti erottaa DNA-viivakoo-
dein. — Taustalla voi olla lajienvalinen mitokondrioiden introgressio. Tdma on Suomen perhoslajistossa ainoa esimerkki useamman kuin kahden lajin DNA-
viivakoodien samanlaisuudesta. Lajit vasemmalta oikealle ja ylhaalté alas: Apotomis semifasciana, A. sororculana, A. betuletana ja A. inundana.
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Kuva 5 DNA-viivakooditus paljasti yllattaen, ettd aurorakuoriainen (Dictyoptera aurora) kasittaa kak-
si hyvin laheista lajia, joiden my6hemmissa tutkimuksissa on havaittu eroavan myés morfologisesti.

Kuvassa molemmat taksonit.

(kuva 5). Namaé tapaukset osoitta-
vat oivallisesti sen, ettdi DNA-vii-
vakoodit todella paljastavat aiem-
min kokonaan huomaamatta jaa-
neitd lajeja jopa hyvin tutkituista
lajiryhmisté.

Mité tapahtuu, kun maantieteel-
listd aluetta laajennetaan? Asiaa on
tutkittu vield melko vdhdn. Yksi
kattavimmista on tekemdmme ver-
tailu 1 004 perhoslajista, jotka elé-
vit sekd Suomessa ettd Itdvallassa
(Huemer ym. 2014). Tutkimukses-
sa havaittiin, ettd vaikka laajempi
maantieteellinen otanta oletusten
mukaisesti kasvattaa lajinsisdistd
muuntelua viivakoodialueella, pe-
rati 98,8 %:ssa tutkituista lajeista
DNA-viivakoodi on lajille tyypilli-
nen. 124 lajissa kokonaismuuntelu
ylittdd 2 %:n arvon, miké on lajin-
sisdiseksi muunteluksi varsin pal-
jon. Joukossa on melko varmasti
lajeja, jotka itse asiassa siséltavit
kaksi lajia. Hiukan yllattden erot
eivét ole tilastollisesti suurempia
sellaisissa lajeissa, joiden levinnei-
syys on epédyhtendinen, kuin sellai-
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sissa, joiden levinneisyys jatkuu
yhtendisend Suomesta Itdvaltaan.
Tunnettujen vaeltajien vililld erot
ovat pienimpid, mikd tukee sitd
ajatusta, ettd vihemman levittdyty-
vien eldinlajien alueelliset erot ko-
rostuvat. Vaikka levinneisyystyy-
pilld ei havaittukaan olevan yhteyt-
td maantieteelliseen muunteluun,
muuntelu on suurempaa sellaisissa
lajiryhmisséd, joiden oletimme ole-
van huonoja levidjid. Toisessa tut-
kimuksessa selvitimme viivakoodi-
eroja 122:sta puhtaasti alpiinis-ark-
tisesta lajista, jotka siis elévit seka
Alppien ympdristossé ettd arktisel-
la alueella, mutta puuttuvat taltd
véliltd (Mutanen ym. 2012 b). Tés-
sd tutkimuksessa korostuivat allo-
patriaan liittyvédt ongelmat. DNA-
viivakoodien toimivuutta on ndissa
olosuhteissa hyvin vaikea tutkia
objektiivisesti, koska allopatristen
populaatioiden lajinrajaus on eri-
tyisen hankalaa ja subjektiivista,
jopa vailla pelisdantdja. Tutkimuk-
sessa kdy selvésti ilmi, ettd joskus
hyvinkin samankaltaiset populaa-

usueN OBl

tiot on katsottu kuuluviksi eri lajei-
hin, kun taas toisinaan selvésti eri-
laistuneet populaatiot katsotaan
kuuluviksi samaan lajiin. Seurauk-
set voivat olla merkittdvit. Esimer-
kiksi omaksi lajikseen katsottu,
Pohjois-Skandinaviassa endeemi-
nen ruijannokiperhonen (Erebia
polaris) on saanut EU-direktiivila-
jin aseman. Laji on kuitenkin sekd
geneettisesti ettd morfologisesti
kéaytdnnollisesti katsoen identtinen
monilla vuoristoalueilla, mm. Al-
peilla, eldvén Erebia medusa -lajin
kanssa.

DNA-pohjainen lajinrajaus

Tunnetaan toinen toistaan ongel-
mallisempia lajiryhmid, joissa la-
jien rajaaminen ei ole helppoa. Té-
hin vaikuttaa suuresti lajikésityk-
sen vaihtelu eli se, ettd on olemassa
monia tapoja médritelld laji. Kun
mukaan liitetddn maantiede, asiat
mutkistuvat entisestddn, koska la-
jeilla on taipumusta sopeutua eri
alueiden erilaisiin olosuhteisiin ja
koska geenivirta on populaatioiden
valilld eri syistd monesti hidasta.
Erityisen hankalaa on sellaisten la-
jien tai populaatioiden luokittelu,
joiden vililld ei ole ollut geenivir-
taa ollenkaan pitkdén aikaa tai sitd
on ollut hyvin vihén maantieteelli-
sen eristdytymisen vuoksi. Télloin
lajit eldvit allopatrisesti (vastakoh-
ta on sympatria, jossa lajit eldvét
samalla alueella) ja mm. lisddnty-
misisolaation tutkiminen on vai-
keaa tai ainakin epakaytannollista.

DNA-pohjaisia lajinrajausmene-
telmid on kehitelty viime vuosina
innokkaasti. Osaksi tdmé on johtu-
nut laajojen DNA-viivakoodikir-
jastojen synnystd, mutta vield
enemman siitd, ettd geneettisti ai-
neistoa on nykyéian helposti saata-
vissa tai kerattdvissd. Jotkin lajin-
rajausmenetelmét, etenkin ABGD
(< engl. automated barcode gap
discovery; Puillandre ym. 2012) ja
ReSL (< engl. refined single link-
age; Ratnasingham & Hebert
2013), on erityisesti suunniteltu ra-
jaamaan DNA-viivakoodisekvens-
sien perusteella ns. toiminnallisia
lajiyksikoitd (OTU, < engl. opera-
tional taxonomic unit). Uusia lajeja
todetaan koko ajan paljon nopeam-
min kuin niitd ehditddn kuvata, sil-
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14 lajinkuvaus on usein valitettavan
hidas ja kankea prosessi, joten toi-
minnallisten lajiyksik6iden merki-
tys kasvaa. Niinpd on pohdittu, tar-
vitsevako OTUt standardoidun ni-
miston (Schindel & Miller 2009;
artikkelissa kéytetddn kuvaamatto-
masta lajista nimitystd faxon la-
bel). ReSL-menetelmilld luodut
OTUt saavat ns. BIN-tunnukset
(< engl. barcode index number);
niistd on tulossa DNA-viivakoo-
dein havaittujen OTUjen tilapdisni-
miston standardi. OTUja ei ole tar-
koitettu sellaisinaan kuvattaviksi
lajeiksi, vaan ldhinnd aputyoka-
luiksi lopulliseen lajinrajaukseen,
jonka tulisi hyodyntidd myos muuta
tietoa kuvattavien lajien morfolo-
giasta ja mahdollisuuksien mukaan
biologiasta, fenologiasta ym. Toi-
set  menectelmét,  esimerkiksi
GMYC (< engl. general mixed
Yule-coalescence; Pons ym. 2006)
ja PTP (< engl. Poisson tree
processes; Zhang ym. 2013), eivit
kohdistu tiettyyn markkeriin, eli ne
voivat késitelld monen eri geenin
tietoja yhtd aikaa ja periaatteessa
mahdollistavat tdten jopa yksin-
omaan DNA-aineistoon perustuvan
lajinrajauksen. Viime vuosina on
tutkittu  lajinrajausmenetelmien
ominaisuuksia ja eroja (mm. Kek-
konen & Hebert 2014). Menetel-
miit tuottavat yleensé hiukan toisis-
taan eroavia, mutta padpiirteissadn
samankaltaisia luokitteluja. Esi-
merkiksi BIN-menetelmalld pel-
kastddn DNA-viivakoodeihin pe-
rustuva lajinrajaus tuottaa lopputu-
loksen, joka on yllittdvéin ldahelld
perinteisin menetelmin rajattuja la-
jeja  (Ratnasingham & Hebert
2013) osoittaen DNA-viivakoodien
informatiivisuuden myds lajinra-
jauksia tehdessd. Todenndkdisesti
tulevaisuudessa ndemme enenevas-
sd madrin lajinkuvauksia, jotka pe-
rustuvat kokonaan DNA-sekvens-
sitietoon. Jo télla hetkelld joissakin
ryhmissd, erityisesti prokaryootti-
sissa elidissd, lajinrajaus perustuu
lahes yksinomaan DNA-sekvens-
seihin. Ei ole mitdédn teoreettista
perustetta sille, miksei myds vaik-
kapa hyonteislajin kuvaus voisi pe-
rustua kokonaan DNA-sekvenssi-
tietoon, erityisesti jos tima tieto on
kattavaa, ei yhteen DNA-alueeseen
perustuvaa.
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Uuden sekvensointitekniikan
mahdollisuudet

Frederick Sangerin ryhmén kehit-
tamd periaate DNA-sekvenssien
emadsjérjestyksen lukemiseksi py-
syi vallitsevana yli kaksi vuosi-
kymmenté ja on edelleen laajasti
kaytossd. Menetelma on toki kehit-
tynyt ajan saatossa koko ajan. San-
gerin  sekvensointiin  perustuvin
menetelmin laajan genomiaineis-
ton kokoaminen on hidasta, koska
menetelma vaatii yhda melko paljon
kasityota ja perustuu laajasti yksit-
tdisten ndytteiden ja analyysiin va-
littujen 500—800 emésparin geeni-
markkerien monistamiseen poly-
meraasiketjureaktion avulla.
DNA:n monistaminen ja sekven-
sointi ovat Sangerin sekvensoinnis-
sa erillisid tapahtumia. Yhdelld
sekvensointiajolla saatavien sek-
venssien mddrd on kymmenid tai
enintddn satoja, ja vuorokauden ai-
kana menetelmdlld voidaan lukea
maksimissaan noin 115 000 emaés-
paria DNA-sekvenssid (Mardis
2011). Néin ollen menetelma ei so-
vellu nopeaan ja laajaan koko ge-
nomin analysointiin. Esimerkiksi
ihmisen koko tuman genomi késit-
tdd noin kolme miljardia emésparia
janoin 20 000—25 000 geenii.

Vuodesta 2005 ldhtien kayttoon
on tullut kokonaan uudenlaisia me-
netelmid, joita yhdessd nimitetdin
uuden sukupolven sekvensoinniksi
(engl. next-generation sequencing,
NGS). Niilld menetelmilld voidaan
lukea DNA-sekvenssid monta suu-
ruusluokkaa nopeammin kuin San-
gerin menetelmdlld. Menetelmit
ovat nopeasti mullistamassa kaik-
kea genomitutkimusta, ja menetel-
mien kehittyminen on ollut huikai-
sevan nopeaa. Samalla sekvenssi-
tiedon tuottamisen hinta emésté
kohden on tippunut murto-osaan
aiemmasta. Hinnanlaskuun on vai-
kuttanut suuresti myos se, ettd toi-
sistaan eroavia uuden sukupolven
sekvensointialustoja (engl. plat-
form) on useita erilaisia, mikd on
lisannyt kilpailua valmistajien vé-
lill4.

En kéy tdssd kirjoituksessa lapi
eri menetelmien yksityiskohtia. Ai-
heesta on kirjoitettu useita artikke-
leita (Metzker 2010; Mardis 2011,
2013). Oleellisin ero Sangerin sek-

vensointiin on se, ettd niilla mene-
telmilld DNA:n monistus ja luke-
minen tapahtuvat samanaikaisesti
ja yhté aikaa voidaan lukea miljoo-
nia DNA-fragmentteja (jotka kui-
tenkin ovat keskiméaarin hiukan ly-
hempié kuin Sangerin sekvenssit).
Tehokkaimmilla talla hetkelld kay-
tossd olevilla menetelmilla voidaan
yhdesséd ajossa lukea yli biljoona
emdsparia ja tuottaa satoja miljoo-
nia tai jopa yli miljardi erillistd
sekvenssid. Ndin ollen vaikkapa ih-
misen koko genomin lukeminen
lyhyessé ajassa on tullut mahdolli-
seksi, mikd on synnyttanyt kaupal-
liset markkinat mm. perinnéllisten
sairauksien tunnistamiselle. Télld
hetkelld oman genomin lukemisen
voi teettidd kaupallisesti noin 1 000
eurolla.

Taksonomiassa ja lajien tunnis-
tamisessa uusilla menetelmilld on
luonnollisesti valtavat mahdolli-
suudet. Menetelmilld voidaan saa-
da laaja genomikirjasto yksittéises-
td yksilostd tai lajista, mikd mah-
dollistaa elioryhmien evoluutiohis-
torian (fylogenian) tutkimisen kat-
tavan genomiaineiston perusteella.
Téllaisia satojen geenien informaa-
tioon perustuvia tutkimuksia on jo
julkaistu (esimerkiksi Kawahara &
Breinholt 2014). Menetelmilla voi-
daan myds tuottaa sekvenssitietoa
kohdistetusti vaikkapa DNA-viiva-
koodijaksosta suuresta yksilomaa-
ristd yhtaikaisesti. Tatd uutta tie-
teenhaaraa kutsutaan metagenomii-
kaksi ja sen soveltamista systema-
tilkkkaan metasystematiikaksi ja
DNA-viivakoodien avulla lajien
tunnistamiseen metaviivakoodituk-
seksi (engl. meta-barcoding). Me-
taviivakoodituksella on lukuisia
sovelluskohteita, ja menetelmaa
hyodyntavid artikkeleita julkais-
taan tatd nykyd runsaasti. Sitd on
kaytetty esimerkiksi ihmisen suo-
liston mikrobidiversiteetin ja maa-
perén sieniyhteisdjen tutkimisessa.
Metagenomiikan merkitys tullee
olemaan erityisen suuri yhteiso-
ckologisissa tutkimuksissa. Siind,
missd aiemmin runsasyksildisten ja
-lajisten yhteisdjen tutkiminen on
ollut mahdotonta tai ainakin vai-
keaa, epatarkkaa ja tydldstd, voi-
daan lajikoostumusta tutkia meta-
genomiikan ja uuden sukupolven
sekvensoinnin avulla paljon aiem-
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paa laajemmin, tehokkaammin ja
halvemmalla. Menetelma mahdol-
listaa esimerkiksi laajan hyonteis-
aineiston yksildiden samanaikaisen
médrittimisen viivakoodeja hyvak-
si kdyttden ilman asiantuntijoita,
mikali kdytettdvissd on kattava vii-
vakoodien vertailukirjasto. Mikéli
referenssikirjastoa ei ole, tutkimus-
kysymysten selvittimiseen voidaan
kayttda toiminnallisia lajiyksikoita.
Menetelmaélld saadaan tdlld hetkel-
18 vain karkea arvio lajien runsau-
desta aineistossa, mutta luultavasti
my0s yksilomédran tarkempi ar-
viointi on tulevaisuudessa mahdol-
lista. Vastikddn julkaistu Gibsonin
ym. (2014) tutkimus on hyvi esi-
merkki metaviivakoodituksen
mahdollisuuksista. Tutkijat analy-
soivat siind yhtaikaisesti yli tuhat
monipuolisesti lentdvid hyonteisi
pyydystavillda ns. Malaisen pyy-
dyksilld keréttyd yksilod ja sekven-
soivat ne sekd Sangerin menetel-
mailld ettd uuden sukupolven sek-
vensointimenetelmin.  Sangerin
sekvensoinnilla todetuista lajeista
16ytyi metaviivakooditusmenetel-
malld noin 96 %. Tulokseen vai-
kutti huomattavasti ennen kaikkea
erilaisten alukkeiden maard, mika
osoittaa, ettd eri ryhmille soveltu-
vien alukkeiden kehittdmiselld ja
niiden lisdédmiselld padstddn lopulta
erinomaiseen lopputulokseen.

Uuden sukupolven sekvensointi-
menetelmat kehittyvét edelleen no-
peasti, ja jad ndhtdvaksi, mitd ne
mahdollistavat vaikkapa kymme-
nen vuoden kuluttua. Se on jo nyt
selvdd, ettd ne tulevat mullista-
maan kaiken systematiikan alan
tutkimuksen fylogenetiikasta lajien
madrittimiseen ja niiden rajauk-
seen.

Kiitokset: Kiitdn Mikko Pentinsaarta kasi-
kirjoituksen kommentoinnista seké luvasta
kéyttdd aurorakuoriaista erimerkkind krypti-
sestd lajiparista.
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