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Nurmikasvien geneettinen tutkimus — haasteena timotei
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Tiivistelmi

Bioteknisilli menetelmilld, kuten DNA-merkeilld, pystytddn nopeuttamaan myds nurmikasvien
jalostusta. Nurmikasveista tutkituimpia ovat raiheinit (Lolium) ja nadat (Festuca), joilla on diploidi
perimd (kaksinkertainen kromosomisto). Tutkimuksen kannalta haasteellisempia ovat polyploidiset
kasvit, koska niiden periytyminen on monimutkaisempaa. Tdmén tutkimuksen kohteena oli timotei
(Phleum pratense), joka on heksaploidi (kuusinkertainen kromosomisto) ja jonka periyttdmistapa on
vield epdselvd. Tutkimuksen pitkén tdhtdimen tavoitteena on tehostaa timotein lajikejalostusta siten,
ettd viljelijoilld olisi tulevaisuudessa kdytdssddn satoisa, talvenkestdva, kasvurytmiltddn optimaalinen
ja sulavuudeltaan korkeatasoinen timoteilajike. Yhtend tavoitteena oli tuottaa timoteijalostajien
kayttoon valintatyokaluiksi DNA-merkkejd, jotka liittyvét soluseinédn sulavuuteen ja talvituhosienten
kestdvyyteen. Tutkimusmateriaalina kéytettiin kahta Boreal Kasvinjalostuksessa tuotettua
timoteijilkeldistod. Toisessa jilkeldistossd vaihteli rehun sulavuus. Kandidaattigeenianalyysin avulla
haettiin rehun sulavuuteen liittyvien geenien edullisia geenimuotoja eli alleeleita. Toinen jélkeldisto
testattiin Typhula ishikariensis -talvituhosienenkestdvyyden suhteen, johon liittyvid kromosomialueita
etsittiin bulkkianalyysin avulla. Kummankaan em. analyysin kaytostd timoteilld ei ole aiempaa
kokemusta. Loytyneet DNA-merkit selittivét vain pienen osan ominaisuuksissa havaitusta vaihtelusta,
mika ei ole ylléttidviaa ottaen huomioon timotein heksaploidin ja heterotsygoottisen perimén. Kuitenkin
edulliseen alleeliin  liittyvdd DNA-merkkid on mahdollista kdyttdd valintatydkaluna
lajikejalostuksessa.  Projektissa  selvitettyjen  rehun  sulavuuteen  vaikuttavien  timotein
ligniinibiosynteesigeenien sekvenssit tallennettiin Geenipankin tietokantaan. TAméi on merkittiava lisa
timotein  geenitietoon, silld aiemmat timoteisekvenssit  geenipankeissa ovat  ldhinnd
siitepolyallergeenien geenejd. Nyt padttyneen hankkeen materiaalia ja tuloksia voi jatkossa kayttda
paitsi kdytdnnon kasvinjalostustydssd myos kotimaisissa ja pohjoismaisessa nurmitutkimuksessa.
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Johdanto

Tutkimuksen pitkén téhtdimen tavoitteena on tehostaa timotein lajikejalostusta siten, etté viljelijoilla
olisi tulevaisuudessa kaytOssddn satoisa, talvenkestdvd, kasvurytmiltddn optimaalinen ja
sulavuudeltaan hyvd timoteilajike. Timotein tédrkein jalostustavoite on satotason kohottaminen.
Rehusato koostuu péaédsadosta seki niiton jilkeisestd jélkikasvusadosta. Erityisesti jalkikasvukyvyssé
esiintyy suurta perinndllistd vaihtelua. Monivuotisen timotein talvenkestdvyyden parantaminen on
tarkedlld sijalla jalostusohjelmissa. Talvenkestdvyysvalinta tehdddn perinteisesti kentdlld. Tarkein
yksittdinen  jalostustavoite on  mustapahkulasienen (Typhula  ishikariensis)  kestivyys.
Talvenkestidvyyden jalostusta vaikeuttaa jélkikasvukyvyn ja talvehtimiskyvyn vilinen negatiivinen
korrelaatio.

Kasvigenomiikka tarjoaa uudenlaisen nidkokulman kasvin kehityksen kaikkiin vaiheisiin:
itdmiseen, erilaistumiseen, kasvuun ja stressin sietoon. Kasvigenomiikan kautta saatava tieto tulee
suuresti muuttamaan kasvinjalostusprosesseja. Timotein DNA-tieto on kuitenkin védhdistd eikd sen
geenien rakennetta tunneta tarkasti. Timotein perimérakennetta voidaan kuitenkin pyrkia
ymmértimidin muiden ns. mallilajien geenitietouden kautta. Tésséd tutkimuksessa kdytimme useita
toisiaan tdydentdvid bioteknisid menetelmid, kuten bulkkianalyysi (bulked segregant analysis),
kandidaattigeenianalyysi seka vertaileva genomiikka. Bulkkianalyysid kdytetdéan etsittdessd haluttuun
ominaisuuteen liittyvid DNA-merkkejd. Kaksi bulkkindytettd (esim. altis bulkki ja kestdvd bulkki)
muodostetaan yhdistimélldi DNA:ta useammasta yksilostd ominaisuusjakauman &iripdistd (esim.
mahdollisimman alttiit ja kestdvét yksilot). DNA-merkki, joka esiintyy vain toisessa bulkissa, sijaitsee
mahdollisesti ldhelld ominaisuuteen vaikuttavaa geenid ja analysoidaan koko jélkeldistosséd tuloksen
varmistamiseksi. Kandidaattigeenianalyysissd pyritddn etsimddn DNA-merkkejd geeneistd, jotka
vaikuttavat tai joiden arvellaan vaikuttavan tutkittuun ominaisuuteen. Tdssd tutkimuksessa haettiin
eroavaisuuksia ligniinibiosynteesitien geeneisti cinnamyylialkoholidehydrogenaasi ja
ortometyylitransferaasi, jotka vaikuttavat soluseindn rakenteeseen ja sitd kautta rehun sulavuuteen.
Vertailevaa genomiikkaa kéytettiin hyvéksi suunnittelemalla alukkeet raiheinén ja nadan geenitietoon
perustuen. Nailld alukkeilla saatiin vastaavat geenit monistettua timoteista.

Kasvigenomiikkatutkimuksen tavoitteena oli tuottaa timotein jalostajien kayttoon
valintatyokaluiksi DNA-merkkejd, jotka liittyvdt soluseindn sulavuuteen ja talvituhosienten
kestavyyteen.

Aineisto ja menetelmiit

Tutkimusmateriaalina  kéytettiin  kahta aiemmin Boreal Kasvinjalostuksessa tuotettua
timoteijdlkeldistod. Timoteiyksildiden KASS ja KASO risteytysjilkeldisissd (laatujélkeldistd) vaihteli
rehun sulavuus. Toinen jélkeldistd (risteytys Tammisto II x Nosappu) testattiin Typhula-
talvituhosienenkestdvyyden suhteen.

Kesélld 2006 kerittiin laatujélkeldiston ensimméisestd sadosta ndytteet tihkélle tulon aikaan
(optimikorjuu) ja 10 pdivéd sen jidlkeen (myohéstetty korjuu). Laatujilkeldiston jokaisesta jilkeldisestd
médritettiin Boreal Kasvinjalostuksessa NIRS-tekniikan avulla useita rehulaatua kuvaavia arvoja
[raakavalkuainen, kuitu (iNDF, NDF ja ADF), D-arvo]. Genotyypin vaikutus kaikkiin tutkittuihin
ominaisuuksiin oli tilastollisesti erittdin merkitsevd (P<0.001) ja genotyyppi selitti 38 - 74%
ndytteiden vélisestd vaihtelusta riippuen ominaisuudesta sekd siitd, oliko kyseessd lehti-, korsi- vai
kokonaisnayte.

Rehun sulavuuteen liittyvii DNA-merkkejd etsittiin - kandidaattigeenianalyysin avulla.
Kandidaattigeeneiksi valittiin ligniinibiosynteesitien geeneistd cinnamyylialkoholidehydrogenaasi ja
ortometyylitransferaasi. Raiheinén ja nadan geenitietoa kéytettiin hyvéksi suunnittelemalla alukkeet
omt- ja cad-geenien monistamiseksi timoteistd. Timotein geenit sekvenssoitiin kdyttdmailla Amersham
Biosciences MegaBace-laitetta ja Sequencher-ohjelmaa. SNP (single nucleotide polymorphism) —
analysoinnissa kéytettiin MegaBace SNP profiler —ohjelmaa yhdessd MegaBace SNuPe Genotyping
kitin kanssa.

Timoteijalkeldiston Tammisto II x Nosappu tautitestaukset mustapahkulasienelld tehtiin MTT
Rovaniemen tutkimusasemalla (Oiva Nissinen). Timoteijélkeldistd tartutettiin sekd sklerootioilla ettd
sienisuspensiolla. Oraat havainnoitiin kolmesti. Havaintojen perusteella laskettiin kullekin jilkeldiselle
taudinkestdvyysindeksi, joka perustui sekd elossa olevien kasvien méddrddn ettd kasvien
toipumisnopeuteen.
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DNA-analyysein haettiin Typhula- kestdvyyteen ja rehun sulavuuteen liittyvien geenien edullisia
geenimuotoja eli alleeleita. Typhula-kestivyyteen liittyvien merkkien etsinnédsséd kéytettiin
bulkkianalyysid ja kestivyysindeksin perusteella valittiin kestdvadn ja alttiiseen bulkkiin tietyt
kahdeksan yksilod kumpaankin. DNA-merkkeind kéytettiin AFLP (amplified fragment length
polymorphism), REMAP (retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism), SRAP (sequence-
related amplified polymorphism) ja SSR (simple sequence repeat) -merkkeja. Merkkien liittyminen
kestdvyyteen testattiin t-testilld tai Mann Whitneyn U-testilld. Joinmap-ohjelmalla laskettiin DNA-
merkkien viliset kytkenndt ja NQTL-ohjelmalla paikallistettiin kestdvyyteen liittyvd alue
kytkentéryhmaissa.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

DNA-merkkien kehittiminen rehun sulavuuteen

Cinnamyylialkoholidehydrogenaasi (cad) -geeni kloonattiin ja sekvenssoitiin vanhemmista KASS ja
KAS9. Geenipankkiin tallennettiin KAS9:n genominen sekvenssi numerolla DQ358689. Sekvenssi on
1074 bp pitkd ja sisdltdd kolme eksonia sekd kaksi intronia. Verrattaessa timotein eksonisekvenssid
raiheindn (Lolium perenne) kolmeen mRNA-sekvenssiin nédhdéddn, ettd timotein cad-geeni vastaa
raiheindn cadl-geenid. Vanhempien cad-geenisekvensseistd I0ydettiin 17 yhden eméksen
eroavaisuutta eli SNP -kohtaa, joista 7:114 testattiin koko jilkeldisto eli 86 yksilod. SNP-kohdat ovat
eksonissa, paitsi SNP6 on intronissa. Timoteiltd [0ysimme kaksi ortometyylitransferaasi (omf)-geenia.
Toinen vastaa raiheindn geenid omt! sekd ruokonadan (Festuca arundinacea) geeneja comtlb ja c.
Toinen 16ytimadmme geeni on raiheinén omt3-geenin kaltainen. Geenipankkiin tallennettiin KAS8:n
genominen sekvenssi (1330 bp) numerolla FJ211269. Vanhempien vililld 16ydettiin 16 SNP-kohtaa,
joista 5:114 testattiin koko jélkeldistd. Kehitetyt SNP-merkit eivdt toimineet toivotulla tavalla.
Kummastakaan geenistd ei kyetty 10ytiméddn yksittdistdi SNP-eroa, jolla olisi kyetty identifioimaan
tietty KAS8 tai KAS9 spesifinen alleeli. Opimme, ettd polyploidin kasvin kohdalla SNP-merkkien
luotettava kayttd edellyttdd genomispesifisten SNP-merkkien kehittdmista.

KASS8:n omt-geenin 3 kloonista 10ytyi poikkeavaa sekvenssid verrattuna muihin KASS8
klooneihin. Kohdassa 250 bp on kaksi kertaa toistojakso GAA, mutta 3 poikkeavassa kloonissa vain
kerran. Deleetio vaikuttaa todenndkdisesti siten, ettd se poistaa aminohapon lysiini (AAG).
Kapillaarielektroforeesissa KASS8:1la ndhdédén 249,5 ja 250,5 bp:n kokoiset monistustuotteet. KAS9 ei
tee tdmén kokoista tuotetta lainkaan. (Kuva 1.) Sulavuusjélkeldiston 18 jalkeldiselld 86:sta havaittiin
KASS:lle tyypillinen deleetio omt-geenissd. Deleetion ja laatuominaisuuksien vélilld 16ytyi useita
tilastollisesti merkitsevid yhteyksid, mutta parhaimmillaankin selitysasteet jdivdt alhaisiksi.
Myoéhéstetyssd niitossa ko. DNA-fragmenttien esiintyminen selitti noin 9 % lehtien sulavuudessa
havaitusta vaihtelusta eli noin 12 % ominaisuuden geneettisestd vaihtelusta. Timotein kuusinkertainen
perimé todennékdisesti heikentéd mahdollisuuksia 10ytdd suurivaikutteisia alleeleita.

DNA-merkit talvituhosientenkestivyydelle
Typhula-kestavyysindeksin perusteella muodostetut kestdvd ja altis bulkki testattiin yhteensd 139
AFLP-, 90 REMAP- ja 36 SRAP-alukeyhdistelmélld sekd 27 mikrosatelliitilla. Etsimme DNA-
merkkejd, jotka monistuivat vain toisesta bulkista. Lupaavilta ndyttivét alukeyhdistelméit testattiin
useammassa jélkeldisessd. Seitsemén parasta DNA-merkkid (5 AFLP:td ja kaksi SRAPia) analysoitiin
koko jalkeldistossd (164 kpl). Kuusi merkeistd liittyi 7yphula-kestivyyteen ja kestidvyyteen liittyva
merkki oli perdisin Tammisto Il:1ta, jonka kestédvyys on parempi kuin Nosappu-vanhemman.
SRAP-merkit olivat kytkeytyneet vain toisiinsa, mutta AFLP:t muodostivat oman
kytkentdryhmaénsé, joka sisélsi Typhula-kestdvyyteen vaikuttavan kromosomialueen. L&hin merkki
sijaitsi 1.6 cM:n pédssd ominaisuuteen vaikuttavasta lokuksesta (QTL eli quantative trait locus, kuva
2.). QTL selittdd 9 % Typhula-kestdvyyden vaihtelusta.
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Kuva 1. Ortometyylitransferaasi-geenissd 10ytyva ero risteytysvanhempien vélilld sekd esimerkkind
kaksi jélkeldistd kapillaarielektroforeesiajossa. Siniselld merkitty monistuva PCR-tuote, joka liittyy
rehun sulavuuteen ja punaisella kokostandardi 250 bp.

0 —~— CAT-CTC

11 ———ATA-CCC

13 ———ACG-CGA

17 ——— GC-CCC

Kuva 2. Kytkentdryhmé sisdltdd talvituhosienten kestévyyteen vaikuttavan QTL:n, joka selittdd
ominaisuuksien vaihtelusta 9 %. Nuoli osoittaa QTL-kohdan.

Johtopaatokset

Loysimme timoteinjalostajille sulavuuteen ja Typhula-kestdvyyteen liittyvid DNA-merkkeja. Typhula-
kestdvyyteen liittyvat merkit 10ytyivdt bulkkianalyysin avulla ja sulavuuteen liittyvat
kandidaattigeenianalyysin avulla. Kummankaan menetelmdn kéytostd timoteilld ei ole koko
maailmassa aiempaa kokemusta. Loytyneet merkit eivit kuitenkaan selittdneet kovin merkittivaa osaa
ominaisuuksissa havaitusta vaihtelusta. Toisaalta timotein heksaploidin, heterotsygoottisen perimén
huomioiden tdmi ei ole kovin yllattdvaa. Projektissa selvitetyt timotein ligniinisynteesigeenien
sekvenssit tallennettiin Geenipankin tietokantaan. Tdmé on merkittéva lisd timotein geenitietoon, silld
aiemmat timoteisekvenssit geenipankeissa ovat 1dhinni siitepdlyallergeenien geenejd. Nyt pédittyneen
hankkeen materiaalia ja tuloksia voi jatkossa kdyttdd paitsi kdytinnon kasvinjalostustyossd myos
kotimaisissa ja pohjoismaisessa nurmitutkimuksessa.





