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Solu- ja solukkoviljelyyn
perustuvat menetelmat

— tekivat lapimurron — ovat jalostuksen arkipaivaa
— vahattelijoista (mm. JT) piittaamattal

VTT, Biotekniikan laboratorio © J. Tammisola 1997
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Klassillisia geenimuuntelumenetelmia 1.

Agrobacterium tumefaciens Transformed plant cell
(a) Crown Gall Disease

Agrobakteeri siirti itse geenin kasvin periméin

Ti Plasmid Cheom

DNA encoding desired gene

A. tumelaciens

Transformed plant

Untransformed control plant

(b) Transformation in the Laboratory




Klassillisia geenimuuntelumenetelmia 2.

GEENINSIIRTO RYPSIIN

T80 60 vik

S.Somersalo (1998)



Klassillisia geenimuuntelumenetelmia 3.
Geenin siirto tupakkaan geenipyssylla

Boije (1999)



Klassillisia geenimuuntelumenetelmia 4.

TOIMIVA GEENI VOIDAAN KOOTA
USEIDEN ELIOIDEN DNAsta

PQF SEREVALLE ] koooimAvAALE ] sior hPOPVOY
KASVI IHMINEN BAKTEER
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GEENI SIRRETAAN oy
KASVIN KASVI TUOTTAA ESIM,

LAAKEPROTEININIA

S.Somersalo (1998)



Kasvigeenitekniikan
uusia kehityslinjoja

¢ Kasvigeenien toimintaa ja saatelya
selvitetaan

— kasvin omia geeneja hienosaadetaan

¢ Geeniston toiminnan analysointi
— proteomiikka, dna- ja rna-sirut

¢ Usean geenin jalostaminen yhtaikaa
¢ Esivalitut geenien kiinnittymiskohdat

¢ Geenin eristaminen toiminnallisesti
naapureistaan

< Haittageenin eliminointi laserilla

¢ Kohdennettu mutageneesi
— rna/dna-hybridimolekyylien avulla
— sinkkisorminukleaaseilla

¢ Kasvien pienet keinokromosomit



Nisakkaan keinotekoinen
kromosomi (MAC)

¥
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| O
o
7 YAC-materiaalia (lkeno ym.1998)
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Monta geenid voidaan jalostaa kasviin
yhtalkaa minikromosomissa

« Heindkasveilla on soluissaan usein my0s ylimaaraisia
pienia, ns. B-kromosomeja
— kayttaytyvat kuin muut kromosomit
— lukumaara voi olla suurikin

— ovat geneettisesti (lahes) tyhjia, mutta niissa on
valttamattomat kromosomin rakenneosat (liikutinosa el
sentromeeri seka kromosomin paat eli telomeerit)

« Tyhjennettyyn B-kromosomiin voidaan vieda monta
jalostettavaa geenia yhtaikaa geenitekniikan avulla (ns.
geenikasettina)

— tuloksena toimiva minikromosomi, joka sitten voidaan
siirtdd kasvisolun tumaan geenipyssylla

Minikromosomi on merkitty kuvassa nuolella

« Koetulosten mukaan minikromosomit siirtyvat normaalisti
solusukupolvesta toiseen mitoosissa ja
kasvisukupolvesta toiseen meioosissa

% Carlson ym. (2007). PLOS Genetics 3: 1965-1974
http://genetics.plosjournals.org/archive/1553-
7404/3/10/pdf/10.1371 journal.pgen.0030179-L.pdf

% Yuym. (2007). 14.5.2007 PNAS
http://www.pnas.org/cqi/content/abstract/0700932104v1
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Geenin vienti esivalittuun paikkaan
kromosomissa rekombinaatio-
systeemin avulla (Cre/lox, FLP/FRT ym) 1.

Siirtogeeni voidaan ohjata esivalittuun, hyvin
toimivaksi testattuun paikkaan kasvin perimassa
Samaan paikkaan voidaan my6hemmin lisatd muita
geeneja tarpeen mukaan

Expression of transgenes from specific
chromosome locations (David Ow, ABIC 2004)

What determines gene expression ?

DNA construct

* regulatory elements, codon usage
- transcription, translation, localization

Genomic configuration transformation technology

+ single copy - more stable
+ structural fidelity - lacking mutations & rearrangements

transformation technology

Genomic location
* neighboring genes - expression interference
* (not linked to undesirable alleles - breeding process)

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia 13.9.2012 11



Geenin vienti esivalittuun paikkaan
kromosomissa rekombinaatio-
systeemin avulla (Cre/lox, FLP/FRT ym) 2.

Rekombinaatiosysteemeja on kehitetty useita

Ne perustuvat |0ydettyyn rekombinaasientsyymiin,
joka aiheuttaa rekombinaation kahden ko.
entsyymille spesifisen dna-jakson
("tunnistusjakson”) kesken

Tuloksena voi silloin (yksityiskohdista riippuen) olla
joko

...noiden jaksojen valisen dna-patkan irtoaminen

kromosomista (ks. Merkkigeenin poisto), tai

...soluun tuodun, tunnistusjaksoilla varustetun dna-

patkan kiinnittyminen kromosomiin tunnistusjakson

kohdalle (siihen kohdennettu geeninsiirto) (Ow 2002)
Faagilta I0ydetty Cre-geeni koodaa Cre-
rekombinaasientsyymia, joka tunnistaa lox-jakson
Hiivalta I0ydetty FLP-geeni koodaa FLP-
rekombinaasia, joka tunnistaa FRT-jakson:
AAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTC
(Fladung ym. 2009)

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia 13.9.2012 12



Geenin vienti esivalittuun paikkaan
sW kromosomissarekombinaatio-
" systeemin avulla (Cre/lox, FLP/FRT ym) 3.

Hyvin toimivien geenipaikkojen kokoelma:
Kasvilajille kannattaa tehda suuri joukko
muuntogeenisia testilinjoja, joissa (ko.
tunnistusjaksolla varustettu) koegeeni sijaitsee
(satunnaisesti) eri paikoissa kromosomistoa
Hyvin toimivat testilinjat tallennetaan jalostuksen
peruskokoelmaksi

HyOtygeeni kannattaa sitten siirtaa johonkin
peruskokoelman linjaan

...Siina olevan koegeenin tilalle
Jos kasvilla on jo olemassa jokin hyvin toimiva
(ko. tunnistusjaksolla varustettu) muuntogeeninen
lajike

...niin uusi hyotygeeni kannattaa liittaa sen seuraksi

...samaa tunnistusjaksoa hyodyntaen

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia 13.9.2012 13



Geenin vienti esivalittuun paikkaan
kromosomissa rekombinaatio-
systeemin avulla (Cre/lox, FLP/FRT ym) 4.

Siirrettavat geenit kannattaa lisata yksi kerrallaan
"paketiksi” (vierekkain) yhteen, hyvaksi tunnettuun
paikkaan kromosomissa

Conventional gene stacking Stacking via recombination

l “ z \‘/"l l\/' 2008 2006

G3" (G4 JpG3 [pG2 be_. :

1% 2007 P 0% 10% 10% 1%3 2005
=T == 20()7 - - S

: Why cluster the

gy 2008 transgenes ? =
< [=] o
v familiar site: O

O * predictable
structure & function ==

* eases regulatory
approval

2005 =

1% =

© 2006 -

v reduce breeding time

(Ow 2004)
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(Merkki)geenin poisto muunnetusta
kromosomista jalkikateen
(Cre/lox, FLP/FRT ym) 1.

Nailla metodeilla tehdysta gm-kasvilinjasta valinnan

merkkigeeni* voidaan myohemmin leikata pois

...tal itse siirtogeeni voidaan ohjelmoida

leikkautumaan aina pois tietysta solukosta, esim.
muodostuvista siitep6lyhiukkasista (geenivirran esto)
...tail syotavista kasvinosista (geenipelot).

v Marker free transgenics
v Resolution to single copy

> Site-specific transgene placement
v' Reproducible gene expression
v'  Predictable structure

> Gene Stacking

v Repeated use of favorable chromosome locations
v' 6MO tracking

» Facilitated Introgression
v'  Rapid breeding

» Control of Transgene Dispersal
v Biosafety
v'  (IP protection) (Ow 2004)

*Geeninsiirron apugeeni, jonka avulla viljelmasté voidaan valita
jatkokasvatukseen ne kasvisolut, joissa geeninsiirto on onnistunut

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia 13.9.2012 15



o Uudet jalostusmenetelmat kasveilla
R Saadanto

EU:n ymparistodirektoraatin perustama
asiantuntijatyoryhma "Uudet jalostusteknologiat”
selvittaa parhaillaan (2009-10), muodostuuko
tiettyjen uusien tekniikoiden kayt6lla EY:n
geenitekniikkasaannosten (dir. 2001/18/EY ja
2009/41/EY)** mukaan 'geneettisesti muunnettu’
organismi

...eli koskeeko saadanto esimerkiksi tiettyja uusia

kohdennetun mutageneesin menetelmia vai ei
Selvitettaviksi valittiin puolen tusinaa uutta
jalostusmenetelméaa, esim:
Oligonukleotidiohjattu mutageneesi (esim. RTDS)
Sinkkisorminukleaasi-mutageneesi
"Kaanteishybridi’'menetelma (Reverse Breeding)

* Geenimuuntelun maaritelma on koottu Rinnakkaiselon
asiantuntijatyoryhman valiraporttiin (sivulle 25):

# JT: Maaritelmassa ei juuri ole biologista jarkea, mika on johtanut
tieteellisen riskinarvioinnin ja terveen jarjen vastaisiin
kaytantoihin seka biotaantumaan Euroopassa:

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia 13.9.2012 16
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" Kohdennettu mutageneesi
‘ sinkkisorminukleaasien avulla 1.

Sinkkisorminukleaasit (ZFN) ovat muunnettuja dna:n
katkaisuentsyymeja, joissa katkaisuosaan on fuusioitu dna-
jaksojen tunnistuselementteja solun dna-korjausjarjestelmasta
Kukin niista katkaisee dna-juosteen tdsmalleen paikasta, johon
tunnistuselementti sen kohdistaa, ja katkaisuentsyymille
spesifisen emasjakson kohdalta
Sopivasti valittu entsyymipari katkaisee kaksisaikeisen dna:n
molemmat juosteet samalta kohdalta
Kyseiseen kohtaan saadaan viedyksi geneettinen muutos, kun
solun omat korjausentsyymit houkutellaan korjaamaan katkos
...Jolloin tarjottu korjaava dna-jakso kiinnittyy katkoskohtaan

homologisella rekombinaatiolla (kuvassa vaihtoehdot c ja d)

Pair of zinc-finger nucleases

|

IIIIoonT IO
a Double-strand break

il D

JIIIIIIX Ins/Dels TIIIIIXIIX

b Mutagenic non-homologous RRRRRRRRRRERRRRRRRERLARRRARRERNN o o o

end-joining l l

T IO OO

ARRRNRRRRRRNNNS ARRNRIRRNRRANN
\/ v

ARRRRRRRRRRNNNN
/

¢ Small-change gene targeting d Transgene targeting
by homologous recombination by homologous recombination
( : ) Kuva:
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" Kohdennettu mutageneesi
‘ sinkkisorminukleaasien avulla 2.

|
b) Jos solulle ei tarjota korjaavaa dna-jaksoa, niin katkos voi

korjaantua siten, ettd katkoksen paat tarttuvat takaisin toisiinsa

Tallainen ns. epahomologinen korjautuminen on kuitenkin

epatarkkaa

...joten katkoskohtaan syntyy usein (satunnainen) mutaatio:
yhden tai muutaman nukleotidin muutos (poistuminen eli deleetio tai
lisays eli insertio)

Kohdentamalla tallainen mutaatio geenin toiminnallisesti

tarkedaan osaan (esim. entsyymin aktiivisen keskuksen alueelle)

saadaan (haitta)geeni usein "sammutetuksi”

kyseisen geenin toimivaa lopputuotetta ei solussa synny

Pair of zinc-finger nucleases

S

a Double strand break

i

T Ins/Dels TIIIIIIIT ulnuvnnuu unnu'nluu uuul'nuun

b Mutagenic non-homologous oo o T

end-joining l l

T O IO OO

ARRRRNRRRRRNNNN
/

¢ Small-change gene targeting d Transgene targeting
by homologous recombination by homologous recombination
Kuva:
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" Kohdennettu mutageneesi
‘ sinkkisorminukleaasien avulla 3.

|
c) Jos solulle tarjotaan korjaava dna-jakso, jossa on
pieni geneettinen muutos (yksi tai muutama dna-emas vaihdettu)
...Ja homologiseen rekombinaatioon tarvittavat vastaavuusjaksot
katkoskohdan molemmilla puolilla
...niin katkos korjautuu tarkasti, kyseisella muutoksella
varustettuna
d) Korjaavaan dna-jaksoon voidaan vastaavasti sijoittaa myos
kokonainen siirtogeeni
...Joka siten saadaan viedyksi solun perimaan kyseiselle kohdalle

Onnistumistaajuus saattaa olla varsin korkea (maissilla jopa 3-20%)

Pair of zinc-finger nucleases

v

IIIIIIoonT IO
a Double-strand break

il D

JIOIIOII Ins/Dels TIIIIIT

b Mutagenic non-homologous RRRRRRRRRNERRRRRRRERLARRRARRERNN o oo

end-joining l l

T . IO OO

ARRNRRRRRRRNNNN
/

¢ Small-change gene targeting d Transgene targeting
by homologous recombination by homologous recombination
Kuva:
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> Kohdennettu mutageneesi
sinkkisorminukleaasien avulla 4.

c-d) Kayttémahdollisuuksia:

1. Geenin hienosaato yksittaisia dna-emaksia vaihtamalla
esim. "virheiden” poisto, geeniterapia
2. Haittageenin hallittu sammuttaminen
esim. viedaan geenissa valittuun paikkaan stop-kodoni, jolloin geeni
tuottaa proteiinista vain (inaktiivista) tynkamuotoa
3. Haittageenin korvaaminen hyotygeenilla
viedaan toimiva hyotygeeni tdsmalleen haitallisen paalle periméassa
...Jolloin haittageeni inaktivoituu (mik&a on haitatonta ja hyddyllistal)
4. Periaatteessa voidaan kasvin oma, epatyydyttava geenimuoto
my0s taydelleen korvata paremmalla geenimuodolla
"pilkuntarkasti” eli "yhden emaksen tarkkuudella”
...vaikka biologian kannalta kayttotapa 3 on yleensa yhta hyva
Leikataan geeni irti: katkaistaan dna sen molemmilta puolilta
Geeni ei aina kiinnity takaisin paikoilleen vaan jaa irralleen ja haviaa
Kromosomin "tynkakohtaan” viedaan sitten ko. parempi geenimuoto
kohdan d) menettelylla.
Esimerkiksi riisin huono pakkaskestavyysgeeni voidaan korvata

Etelamanteren lauhan* paljon paremmalla
* Deschampsia antarctica -heinélaji, kestaa -30°C
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Kohdennettu mutageneesi
sinkkisorminukleaasien avulla 5.

Kuinka néin tarkkaan tydskentelyyn on lopulta paasty kasveillakin?
Sinkkisorminukleaasit tunnistivat katkaisukohtansa alun perin vain
muutaman dna-emaksen pituisen jakson perusteella. Se oli kovin
epatarkkaa, eika silla voitaisi paasta jalostajia tyydyttaviin tuloksiin.
Toivotun kohdan ohella entsyymi katkoisi nimittéin aina perimaa myos lukuisista
muista, ei-toivotuista paikoista
Kohdennetun mutaation lisdksi syntyisi siis sivuvaikutuksena usein myos
...jalostajan kannalta epéasuotavia mutaatioita
...ei toki likiké&n niin summittaisia kuin perinteisessad mutaatiojalostuksessa
Naiden entsyymien tunnistustarkkuutta on nyt onnistuttu huimasti
parantamaan mm lisadmalla niiden dna-tunnistuselementtien lukumaaraa
Parannetut entsyymit paattavat nyt katkaisukohdasta paljon pidemman
dna-emasjakson perusteella
...joten katkaisukohta maaraytyy monta kertaluokkaa yksikasitteisemmin
Tahattomia lisakatkoksia syntyy siksi enaa "tahtitieteellisen” harvoin
Tarkkuus riittdakin jo mainiosti jopa geeniterapiaan (jossa vioittuneita
soluja ei saa syntya juuri ollenkaan)
...Ja kasvinjalostuksen vaatimukset ylitetdan jo suuresti:

Perinteisesti jalostuksessa huonoja kasvilinjoja saisi syntya aluksi paljonkin
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Oligonukleotidiohjattu mutageneesi
Rapid Trait Development System
RTDS (Cibus Inc.), synonyymi mm. ODGM 1.

A

Rapid Trait Development  [gsa|™ e
System (RTDS™) /T
in Plants -

This figure shows how RTDS can'be used to convert a

red flowering plant to a white flowering plant. RTDS uses ;
molecules known as Gene Repair Oligonucleotides (GRONs) to |
create a structure in a plant gene (see insert) that appears to the cell as
a typographical error in the way in which the gene is spelled. These
‘errors’ also known as mismatches are repaired by natural enzymes
using the plant’s own DNA. A single change in the genetic code is
enough to repair genes and in some cases create new valuable plant
characteristics, known as traits.

i) s S
Natural S
enzyme

Red One nucleotide change o New RTDS
flowering =l plant now
plant , with white

Cibus' RYDS illustrations are carefully vetted scientific documents and a 'ul flowers
reprint by journaiists, These files ave property of Ciburs LLC and ar nna“obo
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Oligonukleotidiohjattu mutageneesi
RTDS 2.

Creating a change
in the letters of DNA |
COde US|ng BTD ™ " ' - Y DNA strand

[ E
1 AGene Repair Oligonucleotide
(GRON) is paired with the plant DNA
sequence. The pairing only occurs at the

designed gene target region. Mismatch

2 The GRON creates a mismatch with

the plant DNA sequence.

3 The plants native DNA repair enzymes
recognize the mismatch and repairs the

plant DNA using the GRON as a template.
L ‘

4 Following the repair the GRON is
removed and the cell digests the GRON.
This is all part of the natural process of
cell division and multiplication.

[

S TheRTDSis complete and the
targeted gene has been repaired.

Cibus' RTDS fiustrations are carofuly vettod sciantific documants and avallable for raprint by journalists. Those Wos are proparty of Cibus LLC and are not to be alterod in any way, shape or form.
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' Oligonukleotidiohjattu mutageneesi

o
.
Lot il o

.
-

p
/éf
f

RTDS

3.

Old transgenic system versus new Gibus RTDS™

Foreign
DNA added
8 sourced
) from animals,
S humans, bacteria
\ : or other plants
—__
GMO
“Plant with
trait “e.g. M

herbicide ¥
\tolerance’j

Problem

~~" ¢ Unknown consequences
from transfer of foreign
genetic material from one
species to another

¢ Concern over unknown
allergens produced by
insertion of foreign DNA

| *Risk of escape of foreign
genetic material into the
environment

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia

Plant
without trait

)

No foreign
DNA added

Non-GMO
@, Plant with
trait “e.g.
herbicide
tolerance”

Solution

*No foreign material #
inserted

*RTDS operates
exclusively within the
genome of the plant, just
like normal plant
breeding

I

e

*No environmental,
health or other concerns
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" Oligonukleotidiohjattu mutageneesi

RTDS

4.

The Evolution of Plant Breeding: RTDS™" versus other technologies

1850

1900

1930 1950

1970 1990

Plant Breeding

s prenhistoric time, humans have

sekectively bred plants for
characteristics such as yleld, and
diseas: sistance. i the early 20th
century, plant breeders realized that
Mendel's findings on the non-random
nature of nheritance couk be
applied to seedling populations
produced through delberate
polinations. Breeders continue to

use delberate pollinations
to predict and foliow the frequencles
of ditferent plant characterstics.
Traditional br iIng methods can

rs to develop a new

o Non-transgenic
o Non-GMO
e Environmentally friendly

@ 10-15 years to develop a new
plant variety with the desired
plant characteristics

'mmnww?ﬁ

5

Mutagenesis

Used by sclentists since the early
19800s, mutagenesis is a natwral
process whereby changes occur in
genes. Products of traditional
mutagenesis are wklely accepted by
consumers but the process Nvoles
random change and is not rellably
predictable. R70S, on the other
hand, aliows precise gene targeting
with predictable and certain
outcomes

@ Non-transgenic
o Non-GMO

@ Natural process,
environmentally friendly

o Can be induced using
chemical or radiation
treatments

@ Unpredictable and unreliable
e Random

Selection

Marker Assisted Sekection (MAS) has
been used In the biotechnology
ndustry since ate 1980s. MAS
does NOT create new tralts; it merely
follows genetic characteristics
akeady i the plants using a clever
form of molecular fingerprinting.
MAS breeding helps plant breeders
with ther traditional selections and
m ent of traits to other
germplasm pools (8.g. disease
resistance, standabiiity, etc) within a
phnt species.

e Non-transgenic
eNon-GMO

e Natural process,
environmentally friendly

eCannot create a new trait

Cibus' RTDS illustrations are carefully vetted scientific documents and aveilable for reprint by journalists
These files are property of Cibus LLC and are not to be altered in any way, shepe or form.

Harjoitustehtava:

Erittele, kuinka firma

— markkinol muuntamistapaansa ratsastamalla

Transgenically
grown crops

Transgenic engineering takes
genetic materal rom one specikes
and Inserts It Into another.
Transgenic technology can cri
lant characteristics by g
nsertion, but It i a crude
process—Iike a doctor going nto
surgery with a siedgehammer.

@ Transgenic
o GMO

@ Unknown consequences from
transfer of foreign genetic
material from one species to
another

eConcern over unknown
allergens produced by insertion
of foreign DNA.

@ Environmental issues

o Not precise

TODAY

Rapid Trait
Development System

Developed by sclentists at Cbus, RTDS Is an
all-natural, envronmentally sate *smart
breeding tool” that helps farmers grow plants
with tralts that proguce desired effects. Unllke
transgenic engineering, ATDS derives Its
genetic tralts rom the very same plant species
being altered. In other words, No foreign DNA
5 Introduced, which means that RTDS carries
none of the health and onmental risks
assoclated with fransgenic breeding.

@ Non-transgenic
e Non-GMO

@ Ali-natural, environmentally safe
“smart breeding tool”

@ None of the health and environmental

risks associated with transgenic
breeding

@ Achieves desired results in a short
timeframe

e Develops new traits without the
insertion of foreign DNA

@ Creates precise changes in genes
@ Yields predictable outcomes in plants

“hieman vinosti” yleisilld gm-erhekasityksilla

— tolvoo saavansa piankin myyda menetelmaa

’e1-geenimuunteluna” (myos EU:ssal)

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia
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Kuinka voitaisiin viljella

Kasviaineistoista l0ytyy toisinaan jokin muita paljon parempi
genotyyppi, "huippuyksild”

...Joka sdannoén mukaan on hyvin heterotsygoottinen*
Kuinka tata huippuyksil6a voitaisiin viljella kasvilajikkeena?
...kun suvullinen lisaantyminen "sotkee kaiken” (edullinen

genotyyppi on jalkelaistossa hajonnut).

1. Vanha osaratkaistu: kloonaus
...niillla kasvilajeilla, joita manipuloinnin yleismies jantunen on
vuosituhansien kuluessa oppinut lisddmaan suvuttomasti

2. Uusi yleisratkaisu: ”kaanteishybridit”
...toimii myds kasvilajeilla, joita osaamme toistaiseksi lisata vain
suvullisesti (siemenistd)

...Jollei kasvin kromosomiluku ole kovin korkea

3. Tuleva yleisratkaisu: suvuttomat siemenet (apomiksia**)
...Joiden genotyyppi on sama kuin aitikasvilla
...on viela paaosin perustutkimuksen vaiheessa.

* Taysin homotsygoottinen yksilé on harvoin paras edes itsesiittoisilla kasvilajeilla
(vehna, ohra, riisi)

** Varsinkin puuvartisilla kasveilla kehitetaan myds solukkoviljelyn avulla tuotettavia,
"somaattisia siemenia”

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia 13.9.2012
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Taustaa:
Perinteista Frankenstein-ruokaa?

Ovatko siniset perunat kloonattuja?

Viljellyt omena- ja viinirypéale-
lajikkeet on iat ja ajat kursittu
kokoon "teravan veitsen taiteella”
(J. Tuomisto: 100 kysymysta ymparistdsta ja terveydesta, Duodecim 2005)
...ymppaamalla jalo-oksa "villiin” perusrunkoon
Suvuttomasti eraita kasvilajeja osataan lisdtd mm. mukuloista,
sipuleista, itusilmuista, ronsyista, pistokkaista, taivukkaista,
ymppaamalla, tai nykyisin jo myos solukko- tai soluviljelylla
...mutta aina se ei ole kaytannon viljelyssa taloudellisesti mahdollista

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia 13.9.2012 27
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Taustaa:
”Perinteiset” hybridilajikkeet

Arvokkaita hybridilajikkeita jalostetaan perinteisesti

yrityksella ja erehdyksella

"Risteytyselinvoimaa” (heteroosia) etsitddn kokeellisestsi

...tekemalla hyvin heterotsygoottisesta kasviyksilosta
(keinotekoisesti) (melko) homotsygoottisia jalkelaislinjoja
(pakotetulla) sisasiitoksella (monen sukupolven ajan), tai
kasvattamalla yksilon siitep6lystéa soluviljelmien avulla ns.
kaksoishaploideja kasviyksiloitd (yhdessa sukupolvessa)
...Ja yhdistelemalla naita homotsygoottisia linjoja sitten pareittain
laajoilla risteytyskokeilla
Jotkin yhdistelmista (hybridilinjoista) saattavat olla jopa 30-40 %
parempia kuin tavalliset lajikkeet
Parasta yhdistelm&a ryhdytaan sitten viljeleméan (hybridi)lajikkeena.
Kaikkien mahdollisten yhdistelmien testaaminen koekentalla vaatisi
"kasittamattoman” paljon tyota:
M kasvilinjasta saadaan M(M-1)/2 pareittaista yhdistelmaa
... joten esim. 1000 linjasta olisi siis testattava 500 000 yhdistelmaa
...joten kaytannossa vain pieni osa mahdollisista linjoista ja niiden
yhdistelmista voidaan testata jalostusohjelmissa

...Ja parhaat hybridilinjat jaavat siksi kaytannossa "aina” |0ytymatta.

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia 13.9.2012 28



Kuinka voitaisiin viljella
huippuyksilda lajikkeena? 4.

Perinteisten hybridilajikkeiden kylvosiemen saadaan

risteyttdmalla kaksi geneettisesti erilaista kasvilinjaa

massamitassa

Jotta hybridilajikkeen kasviyksil6t voivat kaikki olla yhta

elinvoimaisia, niiden tulisi olla geneettisesti (Iahes) identtisia
...mika on ihanteellista my6s sadon tasaisen laadun kannalta

.. joten risteytettavien vanhemmaislinjojen taytyy olla (Iahes)

homotsygoottisia.

Huippuyksilon rekonstruointi risteytyksella

(Hyvin heterotsygoottisen) huippuyksilon suvullinen jalkelaisto
on erittdin kirjava, syyna kromosomien rekombinaatio ja

kromosominosien tilkkutakkeja tuottava crossing-over:

Huippuyksilon kromosomit Jalkelalstossa esiintyvia kromosomltyyppeja

...joten huippuyksilon genotyyppia on [dhes mahdotonta tuottaa

uudelleen risteyttamalla keskenaan sen jalkelaisia (tai niista

johdettuja homotsygoottisia linjoja) (taulukko 1).
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" Kuinka voitaisiin viljella
. huippuyksiloa lajikkeena? 5.
" ’Kéinteishybridit”

Jos sukusolujen muodostumisessa crossing-over estetaan,
niin huippuyksilon jalkelaistd on kuitenkin paljon vahemman
kirjavaa:
Kromosominosien tilkkutakkeja ei synny
...vaan ainoastaan uusia yhdistelmia huippuyksilon "ehjista”
kromosomeista
Huippuyksildsta voi talléin syntya vain kohtuullinen méaara
erilaisia homotsygoottisia jalkelaislinjoja
...Jos vain kasvin kromosomiluku ei ole kovin korkea
...joten huippuyksild voidaan melko helposti tuottaa uudelleen
risteyttdmalla keskendén kaksi sopivasti valittua
homotsygoottista jalkelaislinjaa (taulukko 2)
Naita kahta valittua homotsygoottista kasvilinjaa voidaan lisata
puhtaina siemenista viljelymittakaavaan asti
...Ja risteyttamalla naitd kahta linjaa keskend&n massamitassa
...kuten perinteisilla hybridilajikkeilla
...voidaan sitten tuottaa kylvosiementa viljelijoille huippuyksilon
(kopioiden) kasvattamiseksi pelloilla "huippulajikkeena”.

Yksityiskohtia on kasitelty jaljempana (kalvot 6-14).
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Kuinka voitaisiin viljella
w huippuyksiloa lajikkeena? 6.
W Perinteiset hybridilajikkeet

Heterotsygoottisesta huippuyksilosta voidaan
tuottaa hyvin suuri joukko erilaisia homotsygoottisia
jalkelaislinjoja
"Jos on onnea’, niista loytyy komplementaarinen
linjapari, jotka risteyttamalla ko. huippuyksilo
voidaan tuottaa uudelleen
Tuota linjaparia lisdéamalla kylvosiementa sitten
voitaisiin tuottaa massamitassa ko. huippuyksilon
viljelemiseksi lajikkeena
Kaytannossa tehtava saisi mahdottomat, giganttiset
mittasuhteet, silla hyvin heterotsygoottinen yksilo
tuottaa suvullisessa lisdantymisessa
"tahtitieteellisen” lukumaaran erilaisia
jalkelaislinjoja:
Jos kasvi on diploidinen ja...
heterotsygoottinen m geenilokuksessa, niin...
erilaisia gameetteja (ja siis myds homotsygoottisia
jalkelaisia) on voinut syntya 2m kpl
(210=1024, 2?0=1048576, 230 =1073 741 824)
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Kuinka voitaisiin viljella
huippuyksiloa lajikkeena? 7.
. Perinteiset hybridilajikkeet

Kullekin homotsygootille linjalle on lI0ydettavissa vain
yksi sille komplementaarinen linja

Soveltamalla ehdollista todennakoisyytta voidaan
johtaa tulos:
Jos tutkitaan k homotsygoottista jalkelaislinjaa, niin
todennakadisyys etta joukkoon ei vield ole osunut

yhtaan komplementaarista paria (joista huippuyksil

voitaisiin rekonstruoida) on
P{Osk,m} = M_j* [1 = (i-1)/2M = My {27 = (i-1)}/2])
= [(2™-1)1/(2m-k)! [/2k-D)m (JT 21.1.2010)
Esim. jos m=10 (eli huippuyksilossa olisi vain 10
heterotsygoottista lokusta) ja tutkitaan 10
homotsygoottista jalkelaislinjaa (k=10), niin on hyvin
todennakdista, ettd yhtadn komplementaarista paria
ei niiden joukosta loydy: P{0;10,10} = 0,96.
Onnistumisen mahdollisuudet olisivat fifty-fifty vasta,
kun tutkitaan 40 linjaa: P=0,46. Kaytannossa hetero-
tsygoottisen huippuyksilon (m >>10) rekonstruointi
olisi erittain vaikeaa (taulukko 1).
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Kuinka voitaisiin viljella

w huippuyksiloa lajikkeena?
" Perinteiset hybridilajikkeet

Taulukko 1. Perinteinen jalostus.
Todennakdisyys, etta huippuyksilon

homotsygoottisista jalkelaislinjoista [0ytyy

ainakin yksi geneettisesti komplementaarinen
pari, joka risteyttamalla huippuyksilo voidaan
rekonstruoida

Tutkittujen Huippuyksilon heterotsygoottisten
geenilokusten lkm

homots.
jalkelais-
linjojen

Ikm

10
20
30
40
50
100
200
500

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia

10

0,04
0,17
0,35
0,54
0,70
0,99

20
0,00004
0,0002
0,0004
0,0007
0,0012
0,0047
0,019
0,11

30
4-108
1,8-107
4-107
7-107
1,1-106
4,6-10°
1,910
0,00012

40
4-1012
1,7-10°10
4-10110
7-10110
1,1-10°
4,510
1,8:10°8
1,1-107

13.9.2012

33



Kuinka voitaisiin viljella
huippuyksilda lajikkeena? 9.
Perinteisista "kaanteishybrideihin”

Paatelma: perinteisessa jalostuksessa huippuyksilon

rekonstruointi lajikkeeksi ei onnistu k&ytanndssa, silla

tutkittavia jalkelaislinjoja olisi aivan likkaa
...Ja niiden kaikkien taysi genotyypitys (dna-
merkein?) tulisi aivan liian raskaaksi
Tarvittiin siis oivallus:
’Kaanteishybridi”’-menetelméssa crossing-over
meioosissa estetaan (sopivalla muuntogeenilla*)
...kun homotsygoottisia jalkelaislinjoja tehdaan
Tulos: Erilaisten homotsygoottisten linjojen
lukuméaara saattaa romahtaa
...Silla& niita voi syntya enintaan 2" erilaista
(missa 2n = kasvin kromosomiluku: ohralla
2n=2x=14, vehnalla 2n=6x=56)
taysin riippumatta heterotsygoottisten
lokusten lukumaarasta!
...joten komplementaarinen linjapari 10ytyy
kaytannossa helposti, mikali kasvilajin

kromosomiluku ei ole suuri (taulukko 2).

*Siksi EY-tyoryhma selvittaa, onko syntyva lajike ‘'muuntogeeninen’
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Kuinka voitaisiin viljella

huippuyksilda lajikkeena? 10.

’Kaanteishybridit”

Taulukko 2. ”Kaanteishybridi’menetelma.
Todennakoisyys, etta heterotsygoottisen*

huippuyksilon homotsygoottisista

jalkeléaislinjoista l6ytyy ainakin yksi
geneettisesti komplementaarinen pari,
joka risteyttamalla huippuyksildé voidaan
rekonstruoida

Tutkittu- Kasvin kromosomiluku (2n)

jen
homots.
linjojen
lkm

14 (ohra) 20 (maissi) 56 (vehna)
10 0,30 0,04 1,7-10°7
20 0,79 0,17 7-10°7
30 0,975 0,35 1,6-10
40 0,9989 0,54 2,910
50 0,9999 0,70 4,6-10°
100 1 0,99 1,810
200 1 1 7,4-10°
500 1 1 0,00047

*QOletetaan, ettd heterotsygotiaa esiintyy huippuyksilon
kaikissa kromosomeissa

Jussi Tammisola, Kasvibiotekniikan menetelmia 13.9.2012
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Kuinka voitaisiin viljella
huippuyksiloa lajikkeena? 11.
"Kaanteishybridit”

Jos crossing-overin estava muuntogeeni jaa mukaan
homotsygoottisiin linjoihin, niin niista rekonstruoitu
lajike ei ole geneettisesti taysin identtinen kopio
huippuyksilosta
...Ja se taytyisi hyvaksyttaa gm-lajikkeena.
Muuntogeeni voidaan uusimmissa menetelmissa
leikata kasvista pois jalkeen pain
...mutta tdssa tapauksessa poisto onnistuisi helposti
(risteyttamalld) myds klassillisia muuntelumenetelmia
kaytettaessa, tekemalla vain perusasia kahteen
kertaan:
Suoritetaan sama geenimuunnos
rippumattomasti uudelleen
...Jolloin geeni kiinnittyy eri kohtaan
Homotsygoottisia jalkelaislinjoja tuotetaan sitten
huippuyksilon kummastakin gm-linjasta
...Ja valitaan niista kaytettavaksi
muuntogeenittdmid komplementaarisia linjapareja
(ks. vaiheet 1-5 jaljempana).
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Kuinka voitaisiin viljella
huippuyksiloa lajikkeena? 12.
“"Kaanteishybridit”

Vaihe 1. Heterotsygoottinen huippuyksilo
|0ydetdan (jostain)

SETRIET

Vaihe 2. Siita tehdaan kaksi eri gm-linjaa
lisdamalla geeni ”Ei1 Crossing-Overia” mm

I+
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Kuinka voitaisiin viljella
huippuyksiloa lajikkeena? 13.
“"Kaanteishybridit”

Vaihe 3. Kummastakin gm-linjasta tuotetaan
homotsygoottisia jalkelaislinjoja
(Huom! Puolet niista on ilman muuntogeenid)
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Kuinka voitaisiin viljella
) huippuyksiloa lajikkeena? 14.
‘ “"Kaanteishybridit”

Vaihe 4. Valitaan muuntogeeniton
komplementaarinen linjapari

— toinen linjan Gmg, toinen linjan Gm,
homotsygoottisista jalkelaislinjoista.

Vaihe 5. Huippulajikkeen kylvésiemen
tuotetaan lisadmalla naita valittuja linjoja ja
risteyttdmalla ne lopuksi keskenaan.

=

i e
QSQS Gm,t
it %5%5 R

Huom! Sopivista pareista otetaan kayttoon
elinvoimaisin (silla sisasiitosdepressio heikent4a usein
homotsygoottisten yksildiden elinkykyisyytta
ristisiittoisilla kasvilajeilla).
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Hybridilajikkeen lisaaminen
suvuttomien siementen
(apomiksian) avulla 1.

Perinteisesti hybridilajikkeen kylvosiemen
joudutaan tuottamaan risteyttamalla lajikkeen
(homotsygoottiset) vanhemmaislinjat
massamitassa aina uudelleen

Luonnon heindkasveilla tavataan kuitenkin usein
apomiksiaa: suvutonta siementen muodostumista
Jos siemen syntyy emokasvin solukosta ilman
meioosia, sen genotyyppi voi olla sama kuin

emokasvilla
...joten apomiktisista siemenista hybridilajiketta
tai mita tahansa heterotsygoottista yksiloa

...voitaisiin lisata viljelyyn muuttumattomana.
Viljelija voisi talloin lisata hybridilajiketta vuodesta
toiseen oman pellon siemenesta

...mista voisi olla apua koyhien alueiden

pienviljelijtille.
Toimivaa apomiksiaa ollaan kehittamassa viljoille
varsinkin geenimuuntelun avulla.
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Hybridilajikkeen lisaaminen
suvuttomien siementen
(apomiksian) avulla 2.

|
|

1. On myoOnnetty patentti menetelmalle, jonka
avulla vaintoehtoisesti apomiktisen hybridilinjan
apomiksia voidaan "stabiloida” (Carman 2009)
...slina mielessa, etta myos toisinaan syntyvista
suvullisista siemenista kasvaa apomiktisia yksiloita
...Jotka kyllakin ovat geneettisesti erilaisia
(eivat enda vastaa hybridilajikkeen laatua)
...joten kasvilinja sailyy kylla apomiktisena (joskaan
lajikevaatimukset eivat enaa tayty)
Viimeisena vaiheena menetelmassa kasviin viedaan
geeni, joka estda meioosin.
2. Australia ja Filippiinit ovat yrittaneet yhdessa
kehittda apomiktista hybridiriisia (Bennett ym. 2008,
Bennett ja Zhao 2008).
Ongelma on monimutkaisempi kuin ensin uskottiin
Uusien ratkaisujen uskotaan loytyvan hyodyntamalla
hilvan meioositutkimuksia
3. Maissiin piti tuoda apomiksiaa Tripsacumista
...Saatiinkin tietoa genetiikasta (Leblanc ym 2009)
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