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Tiivistelma

Kauran lajikejalostuksella pyritddn tuottamaan entistd satoisampia ja laaduk-
kaampia lajikkeita. Bioteknisid menetelmid hyodyntdmalld mahdollisuudet vas-
tata rehu- ja elintarviketeollisuuden seké viljelijoiden toivomuksiin paranevat.
Kauran (4vena sativa L.) molekyyligeneettinen tutkimus on kehittynyt hitaasti
verrattuna maailmanlaajuisesti tdrkedmpiin viljalajeihin. Koska Suomi on kan-
sainvélisesti suuri kaurantuottajamaa, on kilpailukykyisten lajikkeiden tuottami-
nen tirkedd. Téssd hankkeessa kehitettiin ja sovellettiin biotekniikan menetelmid
kotimaisen kauranjalostuksen tueksi.

Tutkittaviksi ominaisuuksiksi valittiin kauran siséltimi terveysvaikuttei-
nen ravintokuitu B-glukaani, rehun energia-arvon kannalta tirked 6ljypitoisuus ja
viime vuosina Suomeen levinnyt kauran lehtilaikkutauti. Tutkimuksessa koottiin
yli kuusisataa DNA-merkkia késittdva geenikartta kdyttden pohjoismaista kauran
risteytysjalkeldistdd, joka oli muokattu solukkoviljelyssd haploidiavaiheen avulla
taysin yhtendisiksi DH-linjoiksi. Kartan avulla paikannettiin tutkittuihin ominai-
suuksiin vaikuttavia geeneji. Tutkimuksessa 16ydettiin muun muassa seitseman
oljypitoisuuteen, kaksi B-glukaaniin ja monta lehtilaikkutautiin vaikuttavaa kro-
mosomialuetta. Lisdksi kartoitettiin viljelyominaisuuksiin vaikuttavia geeneja.

Ominaisuuteen vaikuttavan geenin lahellé sijaitsevia DNA-merkkeji voi-
daan kédyttdd ndiden ominaisuuksien merkkiavusteisessa valintajalostuksessa.
Haploidijalostustekniikat ja DNA-merkkiavusteinen valintajalostus ovat timén
péivian kauranjalostuksen ulottuvilla. Tulevaisuudessa nopeasti kehittyvit, koko
genomin tutkimuksen eli genomiikan menetelmaét tarjoavat lisdvélineitd kauran-
kin ominaisuuksien periytymisen ymmaértdmiseen ja jalostukseen.
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Johdanto

DNA-merkit eli geenimerkit ovat molekyylibiologian tydkaluja, joiden avulla
voidaan muun muassa paikantaa tirkeisiin ominaisuuksiin vaikuttavia geeneja.
Kauran molekyyligeneettisti tutkimusta on hankaloittanut sen suuri heksaploidi
perimé. Tama4 tarkoittaa sitd, ettd kromosomiston seitsemin kromosomin perus-
setti vastinpareineen on periméssi kolminkertaisena (yhteenséd 42 kromosomia).
Kauran molekyyligeneettistd tietoa on kuitenkin viime vuosina julkaistu enene-
vassd madrin. Heksaploidista kaurasta on jo olemassa geenikarttoja ja niitd on
kéytetty eri ominaisuuksiin vaikuttavien geenien paikantamiseen (esim.
O’Donoghue ym. 1995; Jin ym. 2000; Kianian ym. 1999; De Koyer ym. 2004;
Portyanko ym. 2001, 2005; Zhu & Kaeppler 2003).

Toivottuun ominaisuuteen riittdvan ldheisesti kytkeytyneen DNA-merkin
avulla voidaan titd ominaisuutta edustavat jalostuslinjat valita vaihtelevasta
risteytysjalkeldistostd. Koska valinnan perusteena kéytetdan DNA-merkkid, itse
ominaisuutta ei tarvitse mitata. Talloin valintaa voidaan tehdd jo varhaisessa
kasvun vaiheessa, ilman aikaa vievid ja kalliita kemiallisia analyysejé ja kasvi-
taudin tartutuskokeita. Liséksi viltytddn ympéristoolosuhteiden kuten sditekijoi-
den valintaa hankaloittavalta vaikutukselta: vaikka toivottu ominaisuus ei jonain
vuonna nékyisi kasvin ilmiasussa, sen aiheuttava geeni voidaan DNA-merkein
todeta kasvin perimésté.

Kaksoishaploideista jalostuslinjoista eli DH-linjoista (doubled haploid)
koostuva geenikartoituspopulaatio helpottaa geneettisen analyysin tekemisté
(Graner 1996). Hyéty perustuu linjojen téydelliseen yhtendisyyteen eli homotsy-
gotiaan ja korostuu tutkittaessa periméltidén kauran kaltaista lajia. DH-linjoja
voidaan kauralla tuottaa ponsiviljelyn avulla.

Jalostustavoitteita on monia riippuen sadon kayttokohteista. Elintarvikete-
ollisuutta kiinnostaa mm. B-glukaani, jota kaura sisdltdd runsaasti. Se on pédosin
liukoinen ravintokuitu, joka vdhentdd riskid sairastua sydin- ja sepelvaltimo-
tauteihin. Rehulaadun kannalta tirkeimpié jalostustavoitteita on energiamééran
lisddminen (Pullinen 1998), johon pdistiin mm. kauran Oljypitoisuutta nosta-
malla. Etu on erityisen suuri hevosten rehussa (Kempe ym. 2001), joka on yksi
vientikauran paédkohteista. Suomalaisen kauran markkinointi laadukkaana raaka-
aineena on ollut helppoa, koska kasvitauteja on esiintynyt oloissamme vain vi-
hédn. Muutaman viimevuoden aikana kauran lehtilaikkutauti (Drechslera avenae)
on kuitenkin vallannut jalansijaa Suomessa (Kangas ym. 2002), ja se on syytd
huomioida uusia lajikkeita jalostettaessa. Aina tarkeéllé sijalla jalostuksessa ovat
niin sanotut agronomiset ominaisuudet, kuten sato, hehtolitrapaino, tuhannen
jyvén paino, pituus ja kasvuaika.

Tamén tutkimuksen tavoitteena oli tehdd geenikartta kdyttden pohjois-
maista kauran risteytysjélkeldistod ja edistdd merkkiavusteisen valinnan kayt-
téonottoa Suomen lajikejalostuksessa.
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Aineisto ja menetelmiit
Kasvimateriaali, kenttiikokeet ja ominaisuuksien analysointi

Geenikartoitusta varten Boreal Kasvinjalostus Oy risteytti jalostamansa Aslakin
ja Svalof-Weibull Ab:n lajikkeen Matildan, ja toimitti kayttéomme kaksisataa
F;-siementd. Tdysin homotsygoottinen kaksoishaploidi kartoitusjélkeldisto, 148
DH-linjaa, tuotettiin ponsiviljelyn avulla (Kiviharju ym. 2005). Ponsiviljelyn
tehokkuus oli keskiméérin 0,7 vihredd kasvia sataa eristettyd heteenpontta koh-
den. Kasveista 61% (90 kpl) oli virtaussytometrianalyysin perusteella haploideja
ja kasiteltiin kolkisiinilla kromosomiston kahdentamiseksi. Lopuissa kasveissa
kromosomisto oli kahdentunut spontaanisti. Siemensadot keréttiin talteen ja DH-
linjat lisattiin kenttdkokeita ja ominaisuusanalyysejad varten kasvihuoneella ja
pellolla. Kenttdkokeet tehtiin Jokioisissa vuonna 2005 yhden nelidmetrin ruu-
duilla neljélld kerranteella, ja vuonna 2006 kuuden nelidmetrin ruuduilla kolmel-
la kerranteella. Kasvukausien sdit poikkesivat huomattavasti toisistaan: vuoden
2006 kesa oli poikkeuksellisen lammin.

Aslak x Matilda DH-aineiston -glukaani- ja 6ljypitoisuudet (raakarasva)
madritettiin MTT:n Palvelulaboratoriossa molempien vuosien kenttikoendytteis-
td. B-Glukaanipitoisuus madritettiin kuorituista kauran ytimistd entsymaattis-
spektrofotometrisesti McClearyn ja Coddin (1991) -menetelmilld. Oljypitoisuus
maidritettiin gravimetrisesti. Tulokset esitetdén prosentteina kuiva-aineesta. Kau-
ran lehtilaikkutaudin kestdvyys testattiin kahdella tauti-isolaatilla kasvihuonetes-
tissd, joka oli kehitetty MTT:n projektissa: “Pitkédkestoista lehtilaikkutautien
kestdvyyttd suomalaiseen ohraan ja kauraan”. Liséksi aineistosta maédritettiin
tavanomaiset jalostukseen liittyvit viljely- ja laatuominaisuudet, mm. sato, tu-
hannen jyvén paino, hehtolitrapaino, kasvuaika, pituus, proteiinipitoisuus.

DNA-eristykset, DNA-merkit ja tilastolliset analyysit

DNA:t eristettiin kasvien lehdistd hieman muokatulla CTAB (cetyl trimethy-
lammonium bromide) - menetelmalld (Poulsen ym. 1993).

Tutkimuksessa kéytettiin PCR (Polymerase Chain Reaction) -pohjaisia
DNA-merkkejd: mikrosatelliitteja, REMAP- (Retrotransposon-Microsatellite
Amplified Polymorphism), IRAP- (Inter-Retrotransposon Amplified Poly-
morphism), RAPD- (Random Amplified Polymorphic DNA), ISSR- (Inter
Simple Sequence Repeat), SRAP- (Sequence-Related Amplified Poly-
morphism), AFLP- (Amplified Fragment Length Polymorphism), SNP- (Single
Nucleotide Polymorphism) ja SCAR- (Sequence Characterised Amplified Regi-
on) merkkeji, joista REMAP-, IRAP-, RAPD-, SCAR- ja ISSR-merkit havain-
noitiin agaroosigeelilld, muut automaattisella sekvenssointilaitteella.

Geenikartta laadittiin JoinMap 3.0 (van Ooijen & Voorrips 2001) -
ohjelmalla kayttden kytkentdkriteerind LOD (logarithm of odds) -arvoa 8.0 —
10.0. Geneettiset etdisyydet (cM=centiMorgan) laskettiin kiyttden Kosambin
kartoitusfunktiota. Geenilokusten paikantamiseen kaytettiin NQTL—ohjelmistoa
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(Tinker&Mather 1995). DNA-merkkien segregaatio testattiin 2 —analyysin
avulla. Ominaisuusdatan kuvailuun kiytettiin SAS-ohjelmaa (Univariate Proce-
dure, SAS Institute Ins., Cary, NC).

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Ominaisuuksien analysointitulokset

Vuoden 2005 kenttikokeessa B-glukaanipitoisuudet olivat seuraavat: Aslak 4,6
%, Matilda 3,7 % ja Aslak x Matilda DH-linjat vélilld 2,8 - 5,9 % (keskiarvo 4,1
%). Vuoden 2006 kenttikokeessa Aslak 3,7 %, Matilda 3,4 % ja DH-linjat vilil-
14 2,7 - 4,8 % (keskiarvo 3,7 %).

Oljypitoisuuden suhteen vaihteluvili oli suurempi: vuonna 2005 Aslak 6,8
%, Matilda 9,7 % ja DH-linjat vililld 4,9 - 10.2 % (keskiarvo 7,8 %). Vuonna
2006 Aslak 7,4 %, Matilda 9,6 % ja DH-linjat vélilld 6,2 - 10,1 % (keskiarvo 8,1
%). Korkean B-glukaanin, ja erityisesti muutamat erittdin korkean 6ljypitoisuu-
den omaavat Aslak x Matilda DH-linjat ovat ponsiviljelyn avulla saavutetun
geneettisen yhtendisyytensd vuoksi erittdin kiinnostavaa aineistoa kauran lajike-
jalostukseen.

Lehtilaikkutaudin kasvihuonealtistuksessa vanhempien tautisuusluokat
olivat isolaatilla 1 tartutettuna Aslak 7,6, Matilda 3,2 ja DH-linjat valilld 3,0 —
8.5 (keskiarvo 5,6). Isolaatilla 2 tartutettuna Aslak 5,7, Matilda 3,8, ja DH-linjat
valilld 3,3 — 7,7 (keskiarvo 5,2). Luokitteluasteikon mukaan pienet arvot osoitta-
vat kestdvyyttd ja suuret alttiutta. Lehtilaikkutauti havainnoitiin kenttikokeesta
vuonna 2005. Varhaisen vaiheen havainto taudin ilmentymisvaiheessa Aslakista
oli kiytetylld luokitteluasteikolla 3 ja Matildasta 1,5. Maksimaalisen infektio-
vaiheen havainto oli Aslakista 5,3 ja Matildasta 2,8. DH-jélkeldistossd tautisuus
vaihteli tauti-infektion ilmentymisvaiheessa vililla 1,3 — 4,3 (keskiarvo 2,3) ja
taudin maksimaalisessa esiintymisvaiheessa vililld 2,0 — 7,0 (keskiarvo 4,0).
Lehtilaikkutautia ei esiintynyt vuonna 2006. Ylldmainittujen ominaisuuksien
jakaumat kyseisessd Aslak x Matilda DH-kartoitusjélkeldistdssd, sekd agrono-
misten ominaisuuksien tuloksia on esitetty julkaisussa Tanhuanpda ym. (2007).

Geenikartoitus

Alustava geenikartta on esitetty julkaisussa Tanhuanpdd ym 2007. Kartan ko-
koamiseen kiytettiin 137:448 DH-linjaa. Tutkimuksessa 10ytyi 717 DNA-
merkkid, jotka olivat monimuotoisia risteytysvanhemmissa ja niillé analysoitiin
koko DH-jilkeldisto. Merkeistd 625 sijoittui 28 kytkentdryhmién (ryhmissd
enemman kuin 4 merkkia ja pituus yli 10 cM). Merkkien maéré ryhmisséd vaihte-
li 6:sta 70:een. Kartan kokonaispituus oli 1526 cM. Jotkut ryhmistd kuuluvat
todennékdisesti samaan kromosomiin, mutta sijaitsevat kromosomin eri varsissa,
koska viljellylla kauralla on vain 21 kytkentdryhmaa.
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Suuri osa DNA-merkeistd (54 %) segregoitui DH-jélkeldistossé poiketen
odotetusta lukusuhteesta 1:1. Namé merkit kasaantuivat usein tietyille alueille
tai tiettyihin kytkentdryhmiin ja olivat yleensd vinoja Aslakin alleelin suuntaan
(89 %). Vinosti segregoituneet merkit sijaitsevat todenndkoisesti kromosomialu-
eilla, joissa on elinkykyyn ponsiviljelyssd vaikuttavia geenejd. Koska Aslak
toimi ponsiviljelyssd paremmin, sen alleelit vallitsevat jalkeldistossd. [lmioé on
yleisesti tunnettu eri lajien DH-jélkeldistoissd (Foisset & Delourme 1996, Man-
ninen 2000).

QTL-analyysissé 10ytyi seitsemin Oljypitoisuuteen vaikuttaa kromosomi-
aluetta, joista neljd oli samoja kumpanakin havainnointivuotena. Kukin QTL
selitti 11 — 29 % oljypitoisuuden vaihtelusta ja Matildan alleelit lisdsivét 6ljypi-
toisuutta. 3-Glukaaniin vaikuttavia kromosomialueita 16ytyi kaksi, jotka yhdessa
selittivdt 37 % ominaisuuden vaihtelusta populaatiossa ja Aslakin alleelit lisdsi-
vit B-glukaania.

Lehtilaikkutaudin kestdvyytta testattiin kasvihuoneella kahdella eri isolaa-
tilla ja havainnoitiin peltokokeissa. Kasvihuonetestien perusteella 10ytyi nelja
kestdvyyteen vaikuttavaa isolaatti-spesifistd kromosomialuetta (vaikutus 15 - 34
%). Peltokokeiden tuloksia kdyttden 10ytyi kolme kestdvyyteen vaikuttavaa alu-
etta, joista yksi oli sama kuin kasvihuonekokeiden perusteella 16ytynyt. Matildan
alleelit lisasivit lehtilaikkutaudin kestavyytti. Suurivaikutteisia kestdvyysgeene-
jé lehtilaikkutautia vastaan ei Aslakissa tai Matildassa tiettdvisti ole, vaikka
virallisissa lajikekokeissa on havaittu eroja ndiden lajikkeiden kenttikestiavyy-
dessd, Matildan ollessa kestdvimpi. Peltokokeiden perusteella 16ytyneilld kro-
mosomialueilla saattaa siis esim. olla geenejd, jotka hidastavat taudin etenemis-
ta.

Valkuaisainepitoisuuteen, hehtolitrapainoon, tuhannen jyvén painoon, sa-
toon, pituuteen, lakoon ja kasvuaikaan vaikuttavia geenilokuksia voitiin myos
sijoittaa kytkentdkartalle (tarkemmat tiedot posterissa). Eri vuosina saattoi 16ytyé
eri médra tiettyyn ominaisuuteen vaikuttavia lokuksia, mikd on ymmarrettavaa,
koska kyseessd ovat monimutkaisesti maérdytyvat ominaisuudet, joihin ympéris-
toolosuhteet vaikuttavat. Vuodet 2005 ja 2006 olivat sddoloiltaan varsin erilaiset.
ja myds koeruudut olivat eri kokoisia, mikd vaikutti varsinkin sato-
ominaisuuksien médrittimiseen. Tietyt kromosomialueet vaikuttivat useaan eri
ominaisuuteen. Jalostajan kannalta jalostettaviin ominaisuuksiin vaikuttavien
geenien sijainti 1dhekkéin voi olla sekd etu ettd haitta. Jos hyddylliset alleelit
tulevat risteytyksesséd samalta vanhemmalta, ne on risteytyksissékin helpompi
sdilyttdd mukana kun ne sijaitsevat samalla kromosomialueella. Jos taas halutaan
yhdistdd kahden eri vanhemman edulliset ominaisuudet jélkeldistossd, ominai-
suuksiin vaikuttavien geenien sijaitseminen ldhekkdin tekee jalostuksen tyo-
ladmmaéksi. Tarvitaan hyvin suuri jélkeldisto, jotta kyetédédn loytdmaédn jélkeldis-
linja, jossa rekombinaatio on tapahtunut juuri noiden ldhekkédin sijaitsevien gee-
nien vélissa.
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Johtopaatokset

Téssd tutkimuksessa laadittiin ensimmaéinen kauran geenikartta kéyttden poh-
joismaista risteytysjalkeldistod. Kartta on ainutlaatuinen myds siksi, ettd siind
kaytettiin ponsiviljelyssé tuotettua DH—jdlkeldistod. Karttaan paikannettiin useita
laatuun, agronomisiin ja taudinkestdvyysominaisuuksiin vaikuttavia kromosomi-
alueita. Kartan avulla kauranjalostaja saa tietoa néiden hyddyllisten ominaisuuk-
sien periytymisestd. Lisdksi ldhelld toivottuun ominaisuuteen positiivisesti vai-
kuttavaa geenid olevia DNA-merkkeja voidaan kéyttdd merkkiavusteisessa va-
linnassa. Kaikki kartalle paikannetut ominaisuudet ovat sellaisia, joihin vaikuttaa
useampi kuin yksi geeni, jolloin yksittdisen geenin vaikutus ei vélttdmattd ole
kovin suuri. Talloin DNA-merkeilld kannattaa valita useampaa geenié yhtaikaa.
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