F1-hybridimenetelmén kehittaminen kevatrypsille
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Tiivistelm&

Kevéatrypsin satotason nostaminen on yks 6ljykasvien viljelyn keskeisimmista tavoitteista. Hybridirypsit
mahdollistaisivat satotason nostamisen vahintaéan 10 — 20 %:lla seka lisdisivét elinvoimaisuutta ja sato-
varmuutta vaihtelevissa kasvuoloissa. TassA hankkeessa tavoitteena oli siirtéa Kosena-nimella kulkeva
hybridimenetelma kevétrapsilta kevétrypsiin ja testata menetelman toimivuus rypsilla. Lisaksi tutkittiin
Kosena-menetelman yhteensopivuus hyvin homologisen, Ogura-menetelmén, kanssa.

Hybridisiemen perustuu siementuotantomenetelméaan, jossa valitut vanhempaidlinjat saadaan ris-
teytettyd keskenddn. Yks kayttokelpoisimmasta menetelmista on sytoplasmaattisen koirassterilitestin
hyodyntaminen (CMS, sytoplasmic male sterility). Menetedl ma perustuu solulimassa sijaitseviin perintéte-
kijéihin, joiden vaikutuksesta heteet eivat muodosta siitepdlya. Tama linja on éitilinja. Isdlinja sen sijaan
tuottaa siitepdlya ja toimii aitilinjan polyttdjand. Lisdks isdlinjan perintttekijat sisdltavéat ns. palauttaja-
geenin (Rf, restor fertility), joka palauttaa normaalin siitepdlymuodostuksen viljeltavaan hybridiin.

Tassd hankkeessa kaytettiin japanilaisten tutkijoiden retikalta 10ytdamaa ja kevétrapsiin siirtamaa
Kosena-sytoplasmaa ja -palauttgjageenia. Tahan mennessa rypsin hybridilajikkeiden jalostus on pysahty-
nyt sopivan pal auttajageenin puuttumiseen. Kosena-menetel man geenit siirrettiin rapsilta rypsille perintei-
sella takaisinristeytyksealla. Takaisinristeytyssukupolvien valissi sekd CM S- ettéa Rf-tekijdiden siirtyminen
varmennettiin PCR (poly chain reaction) -tekniikalla.

Tutkimuksen tulokset vahvigtivat Kosena- ja Ogura-menetelmien yhteensopivuuden. Kosena-
menetelman isdlinja palautti siitepdlytuotannon myos Ogura-sytoplasmalla, joten menetelmét ovat niin
lahella toisiaan, ettd niita voidaan kayttéa yhdessa. Tekemiemme vertailujen mukaan Ogura-sytoplasma
toimii rypsilla paremmin kuin Kosena-sytoplasma.

Siitepdlymuodostuksen palauttava Rf-tekija onnistuttiin siirtdmaan kevétrapsilta kevatrypsille ta-
vanomaisdlla takaisinristeytyksel 1. Kasvit olivat kuuden takaisinristeytyssukupolven jalkeen tyypiltéan jo
selvasti rypsimaisia. Jalkelaistd oli tssd vaiheessa vield heterotsygootti, mutta fertiilit kasvit omasivat
hyvin kehittyneet heteet, jotka muodostivat runsaasti siitepdlya. Tekijén yhtendistdminen ja saaminen ho-
motsygoottiin muotoon toteutettiin itsesiitoksella. Menetelma vaatii viela lisdsalvitysta seké geenin pysy-
vyyden, etta siementuctantomenetel man toi mivuuden suhteen.
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Johdanto

Kevétrypsin alhaiseen satotasoon on toivottu parannusta jo useiden vuosien ajan. Tietopal velukeskuksen
(TIKE) ker&8mien tietojen mukaan kevétrypsin keskisadot ovat pudonneet 1990-luvun alun noin 1700
kg/ha 2000-luvun noin 1300 kg/ha. Yksi keino nostaa kevatrypsin satotasoa on hybridilajikkeiden tuomi-
nen viljeyyn. Hybridirypsien viljely mahdollistaisi satotason nostamisen vahintéan 10 — 20 %:lla (Schuler
et a. 1992, Falk et al. 1994, Falk et a. 1998) ja lisdis samalla lajikkeiden elinvoimaisuutta ja viljelyvar-
muutta vaihtel evissa kasvuol oissa.

Hybridilgjikkeiden tuominen viljelyyn hyddyntéd heteroosi-ilmiétéa ja sen satoa nostavaa vaikutusta.
Sen kayttd eddlyttdd siementuotantomenetelmad, jolla vanhempaislinjat voidaan risteyttéa keskenadan.
Yks kayttokepoisimmasta menetelmistd on sytoplasmaattisen koirassteriliteetin hyddyntaminen (CMS,
sytoplasmic male sterility). Menetelma perustuu solulimassa sijaitseviin perintétekijéihin, joiden vaiku-
tuksesta heteet eivat muodosta siitepdlya. Tama linja on étilinja. 1sdlinja sen sijaan tuottaa siitepdlya ja
toimii aitilinjan polyttdjana. Lisdksi isdlinjan perintétekijat sisdltavat ns. palauttajageenin (Rf, restor ferti-
lity), joka palauttaa normaalin siitepdlymuodostuksen viljdtavaan hybridiin.

Rapsihybrideilla on kaupallisessa lajiketuotannossa kaytdssa Ogura-nimella kulkeva cms-Rf — me-
netelma. Steriiliyden aiheuttava ja siitepdlytuotannon takaisin palauttava geeni on molemmat [6ydetty re-
tikalta ja menetelméa on saanut nimen |6ytdjansa mukaan (Fu ja Yang 1998). Tahan mennessa rypsin hyb-
ridilajikkeiden jalostus on pysdhtynyt sopivan palauttajageenin puuttumiseen. Ogura-sytoplasma saa ai-
kaan pysyvan steriliteetin myods rypsilla, mutta palauttajageeni sijaitsee rapsilla kaalin genomissa, elka sitd
ole onnistuttu siirtamaan rypsille perinteisdlla takaisinristeytysmenetelmal l&.

Japanilaiset tutkijat [6ysivéat retikalta toisen, hyvin lahella Ogura-menetdmad, olevan cms-Rf- me-
netelman (Sakai et al. 1996, lwabuchi et al. 1999, Koizuka et al. 2000). Menetelma sai nimekseen Kosena,
retikan lgjikkeen mukaan. Tutkijoiden mukaan Kosena-hybridi menetelma saattaisi toimia myds rypsilla,
mink& vuoksi menetel maa |ahdettiin testaamaan. Tutkimuksen tavoitteena oli sirtéa Kosena-menetelma
kevétrapsilta kevétrypsiin ja testata menetelman toimivuus rypsilla. Lisaks tutkittiin Kosena-menetel man
yhteensopivuus Ogura-menetelman kanssa.

Aineisto ja menetelmat

Tutkimus suoritettiin Helsingin yliopiston Soveltavan biologian laitoksella vuosina 2002 - 2005. Tutkimus
oli jatkoa Mildolassa jo 80-luvun lopulla aloitetulle kevéatrypsin hybridijalostusohjelmalle, jonka puitteissa
oli tuotettu vanhempaislinja-aineisto ja testattu niiden heteroosiominaisuuksia lajikekokeilla. Rypsilinjois-
ta valittiin tutkimukseen kolme sadontuotoltaan ja viljelyominaisuuksiltaan parasta linjaa. Hybridijalos-
tusohjelman aikana valittuihin kevétrypsilinjoihin oli jo siirretty INRA'n Ogura-sytoplasma. Kosena-
menetelman siirtdmiseksi rypsilinjoihin tarvittavat Kosena-sytoplasma ja —palauttajageeni saatiin Japani-
laiselta Plantech’ItA. Lisaksi tutkimuksessa oli Mildolan rapsin hybridiohjelmasta kaksi &itilinjaa Ogura-
sytoplasmalla.

Ogura- ja Kosena-menetelmien yhteensopivuutta testattiin kevétrapsilla kasvihuonekokein. Kokees-
saristeytettiin Kosena-isdlinjala seka Ogura (2 kpl)- ettd Kosena-ditilinjoja (1 kpl). F1-sukupolven hybri-
deistd havainnoitiin siitepdlyn muodostuminen ja siitepdlyn toimivuus.

Kosena-menetelman siirtdminen kevatrapsilta rypsiin toteutettiin tavanomaisella takaisinristeytyk-
sdla Takaisinristeytyssukupolvia tehtiin kuusi, mika on yleisesti riittéva. Talldin 99,6 % perintdai nekses-
ta on jo rypsin puoldta. Takaisinristeytyssukupolvien vélissa jatkoon valituista yksildista testattiin PCR
(poly chain reaction) — menetelméalla cms- ja Rf-geenien mukanaolo.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Ogura- ja Kosena-menetelmien yhteensopivuus
Ogura- ja Kosena-menetelma ovat erittéin |ahell& toisiaan geenien rakenteen ja toimintamekanismin osalta.
Kosenan Rf-geenin on raportoitu palauttavan siiteptlytuotannon myots Ogura-sytoplasmalla. Kasvihuone-
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kokeissa Kosena-isdlinjalla pdlytettiin sekd Ogura- ettd Kosena-éitilinjoja. F1-hybridit olivat kaikissa ta-
pauksissa taysin fertiileita (Taulukko 1.). Silmamaaraisten havaintojen perusteella heteet olivat normaalin
kokoiset ja muodostivat runsaasti siitepolyd. Siitepdlyn edvyys testattiin pussittamalla jokainen F1-
hybridi ja katsomalla, jos kasvi pystyy polyttamaén itse itsensi ja muodostamaan lituja ja siemenid. Kai-
kissa tapauksissa siitepoly oli toimivaa ja kasvit muodostivat litujaja siemenid normaalisti (Talukko 2.).

Taulukko 1.Fertiliteetin paautuminen F1-kasveissa

Risteytys Kasvien Ikm Fertiilit Steriilit
Raps (kos cms) x Rapsi (kos Rf) 1. 8 8 0
Raps (kos cms) x Rapsi (kos Rf) 2. 8 8 0
Raps (ogu cms) 1. x Rapsi (kos Rf) 1. 8 8 0
Raps (ogu cms) 1. x Rapsi (kos Rf) 2. 8 8 0
Raps (ogu cms) 2. x Rapsi (kos Rf) 1. 8 8 0
Raps (ogu cms) 2. x Rapsi (kos Rf) 2. 8 8 0

Taulukko 2. Litujen ja siementen muodostuminen F1-kasveissa

Risteytys Sivuv. [km Lidut/pv Lidut/sv Siemeni&/litu
Kat(sd) Kat(sd) Kat(sd) Kat(sd)
Raps (kos cms) x Rapsi (kos Rf) 1. 34+ (0,5) 364+ (4,0) 46,8 + (10,1) 23,3+ (6,6)
Raps (kos cms) x Rapsi (kos Rf) 2. 2,7+ (0,5) 344+ (41 321+ (124) 16,3+ (7,1)
Raps (ogu cms) 1. x Rapsi (kos Rf) 1. 34+(0,7) 36,9+ (8,6) 26,0+ (5,6) 18,2+ (9,5)
Raps (ogu cms) 1. x Rapsi (kos Rf) 2. 43+(0,9) 251+ (9,6) 338+ (12,6) 20,2+ (6,9)
Raps (ogu cms) 2. x Rapsi (kos Rf) 1. 40+ (0,0) 339+ (4,9) 59,6 + (11,2) 11,1+ (8,3)
Raps (ogu cms) 2. x Rapsi (kos Rf) 2. 28+ (0,7) 345+ (51) 35,0+ (10,7) 19,7 + (8,0)

Sivuversojen (sv) jalitujen lukumé&arét on laskettu kahdeksan kasvin keskiarvona ja siementen lukuméara péaverson
(pv) viiden alimman lidun keskiarvona.

Kosena-sytoplasman siirto rapsilta rypsin

Kosena-sytoplasma siirrettiin kevétrapsilta rypsiin tavanomaisella takaisinristeytyksdlld. Ensimmaisten
takaisinristeytyssukupolvien aikana kasvit karsivat lajien (rapsi x rypsi) valisesta risteytyksestd, mika né
kyi kasvuhdiridina ja huonona polyttymisena. Kasvuhéiriét ilmenivét mm. jurovanata pensastavana kas-
vutapana, kloroosina lehdissé ja kukkien epdmuodostumina. Takaisinristeytyssukupolvesta toiseen siirryt-
taessa risteytykset tehtiin valittuihin kasveihin, Valintaperusteena oli mahdollisimman rypsiméinen ja tay-
sin steriili yksilo, jollaoli selkeasti vajaasti kehittyneet ja tdysin kaljut heteet. Vaintaprosessi nakyy steri-
liteetin suurina muutoksina eri sukupolvissa (Taulukko 3.). Valinnasta huolimatta, linjoissa 4016 ja 4021,
steriliteetti naytti purkautuvan selvimmin €li osittain siitepolya muodostavia ja jopataysin fertiilgja kasve-
ja muodostui jalkeldistdssa. Viidennessa takaisinristeytyssukupolvessa 4016-linjan sterilitestti oli vain
25 % ja4021-linjan 47 %. Linjassa 4003 steriliteetti séilyi parhaiten (98 %), mutta kasvit kérsivat huomat-
tavasti mm. nuppujen kuivumisesta ja aukeamattomuudesta. Téllaiset kasvuongelmat kukkien nupuissa
merkitsisivéat kaytannon siemenlisdyksessa huomattavaa siemensadon alenemista. Tutkimuksen perusteel-
la Kosena-sytoplasmaa ei voi suositella rypsin hybridisiementuotantoon. Ogura-sytoplasma saa rypsilla
yleisesti aikaan pysyvan steriliteetin, ja koska Kosenaisdlinja nayttda palauttavan siitepdlytuctannon
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my6s Ogura-ditilinjoissa, kannattaa rypsilla tassa tapauksessa vaita Ogura-sytoplasma hybridisiementuo-
tantoon.

Taulukko 3. Kosenacms: Steriliteetti eri takaisinristeytyssukupolvissa

Linja Risteytys- Steriilit (%) Osittain Fertiilit (%)
sukupolvi geriilit (%)
4003 BC1F1 97 15 15
BC2F1 39 45 16
BC3F1 100
BC4F1 97 3
BC5F1 97 3
BC6F1 98 1 1
4016 BC1F1 100
BC2F1 97 3
BC3F1 91 9
BC4F1 97 3
BC5F1 25 69 6
4021 BC1F1 100
BC2F1 81 18 1
BC3F1 60 31 9
BC4F1 100
BC5F1 47 42 11

Kustakin linjasta on havainnoitu 30-60 kasvia/sukupolvi.

Kosenan Rf-geenin siirto rapsiita rypsiin

Kosenan Rf-geenin siirto kevétrapsilta rypsiin toteutettiin samoin tavanomaisella takaisinristeytyksella
Ensimmaisten sukupolvien aikana ilmenneet kasvuhéiri6t olivat ssmantyyppisia kuin sytoplasman kohdal-
la. Kolmannen takaisinristeytyksen jalkeen kasvit olivat ulkoisilta ominaisuuksiltaan jo hyvin rypsimaisia,
eika kasvuhairidita enda esiintynyt merkittavasti. Takaisinristeytykset rypsiin aloitettiin Ogura-éitilinjoihin,
koska tall6in Rf-geenin mukana oloa voi seurata silmévaraisin havainnoin. Samalla saatiin myos tieto sita,
etta Kosenan Rf-geeni palauttaa siitepdlytuotannon rypsin Ogura-éitilinjoissa. Rf-geenin mukana olo var-
mistettiin myos PCR-tetilla.

Kosenan Rf-geeni toimii rapsilla kuten yksi dominoiva geeni. Taloin jokaisen takaisinristeytyssu-
kupolven jalkeaiston tulisi jakautua suhteessa 1:1 fertiileihin ja steriileihin. Fertiilien keskimaéréinen
osuus oli kuitenkin vain noin 30 % (Taulukko 4.). Japanilaisten tutkijoiden antaman tiedon mukaan Rf-
geeni on heterotsygootissa muodossa epastabiilimpi, mika selittdis kyseisen ilmidn myos rypsilla. Rf-
geeni yhtenaistettiin homotsygoottiin muotoon itsesiitoksella. Kyseiset kolme rypsin Kosena-isélinjaa tul-
laan tutkimaan jatkossa geenin pysyvyyden ja siementuotantomenetelman toimivuuden suhteen tarkem-
min.
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Taulukko 4. Kosena Rf: Fertiilien osuus prosentteina eri takaisinristeytyssukupolvissa

Linja BC2F1 BC3F1 BC4F1 BC5F1 BC6F1
4003 34 28 22 38 31
4016 25 22 28 31 41
4021 38 35 47 41 32
Yhteensi 35 29 32 36 35

Kussakin sukupolvessa on havainnoitu noin 30 kasviallinja, paits BC6-sukupolvessa 150 kasvidlinja.

Johtopaatokset

Rypsin mahdollinen hybridimenetelma nayttéisi taman tutkimukseen mukaan koostuvan Ogura- ja Kose-
na-menetelmien yhdistel masta. Kosena-sytoplasma, joka saa aikaan rapsilla pysyvan steriliteetin, osoittau-
tui rypsilla toimimattomaksi. Steriliteetti ei vakiintunut takaisinristeytysten jatkuessa, vaikka sukupolvien
valissa kaytettiin vaintaa. Parhaiten steriliteetin sdilytténeessa linjassa esiintyi lisaksi kukinnassa kasvu-
héiri6ita, jotka vaikuttaisivat kaéytannon siemenliséyksessa satoa alentavasti. Kosenan isdlinja palautti kui-
tenkin siitepdlymuodostuksen F1-hybridiin seka Ogura- etta Kosena-sytoplasmalla. Tama mahdollistaa
hybridimenetelman kayton rypsilla, silla Ogura-sytoplasma, joka saa rypsilla aikaan pysyvan steriliteetin,
olisi palautettavissa Kosenan isdlinjalla. Kosenan palauttgja-geenin takaisinristeytyksessa rypsiin havait-
tiin geenin osittainen pysymaéttdmyys heterotsygootissa muodossa. Kyseinen ilmi6 on havaittu myos rap-
silla. Geeni yhtendistettiin rypsilla homotsygoottiin muotoon ja rypsin ensimmaisista Kosena-isdlinjoista
tullaan jatkossa tutkimaan geenin pysyvyys ja siementuotantomenetelman toi mivuus tarkemmin.
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