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Tutkielmassa perehdytaan adaﬁtiiviseen laboratorioevoluutioon (ALE) ja
menetelman soveltamiseen mikrolevien ominaisuuksien parantamiseen.
Mikroleviin kuuluvat syanobakteerit ja viherlevat. ALEssa hyddynnetaén
laboratorio-olosuhteissa luonnonvalinnan periaatteita, joiden tavoitteena on
edistdad mikrobien evoluutiota. Tallainen prosessi johtaa usein
geenimutaatioihin, jotka ovat perustana evoluutiolle. Namé& mutaatiot ovat
tarkeitd, jotta saadaan kehitettyd mikrobeja joille kehittyy haluttuja
ominaisuuksia, kuten suurempi kasvunopeus, stressinsietokyky tai jonkin
metaboliitin tehostunut tuotto. Tallaiset parannukset ovat tarkeita
biotekniikan kannalta mm. biopolttoaineiden tuotannossa, jossa mikrolevia
ja syanobakteereita tarvitaan.

Kéytannossd ALE-kokeissa mikrobeille luodaan sopiva selektiopaine
kasvattamalla niita tietyissé stressiolosuhteissa, kuten muutetuissa lampo-
tiloissa, suolapitoisuuksissa tai valo-olosuhteissa. T&mén paineen
tarkoituksena on saada mikrobit adaptoitumaan eli saamaan
ominaisuuksia, jotka auttavat niita selviytymaén ndissa olosuhteissa.
Adaptaatio voi 1lmetd monin tavoin, kuten geenimutaatioina, jotka
vaikuttavat saatelyproteiinien toimintaan tal biosynteesireittien sadtelyyn.
Namé geenimutaatiot taas vaikuttavat mm. kasvuun, aineenvaihduntaan ja
stressinsietokykyyn. ALEn onnistumisen kannalta tarke&a on sopivan
valintapaineen asettaminen. Liian suuri paine voi tappaa kasvatukset, kun
taas lilan vahainen paine ei johda toivottuun adaptaatioon.

ALEn haasteisiin kuuluvat kokeiden edellyttamat pitkat koeajat. Ne voivat
olla useita kuukasia, ja voivat vaikeuttaa ymparistoolosuhteiden
stabiilisuuden yllapitoa. Liséksi on mahdollista, ettei haluttua
fenotyyppia saada. ALEssa aiheutuneet mutaatiot voivat joissakin
tapauksissa tehdé mikrobeista erikoistuneita tietyille ymparistoille, mika
rajoittaa niiden kaytt6d muissa kuin stressiolosuhteissa.

Asiasanat: adaptiivinen laboratorioevoluutio, ALE, mikrolevit,
syanobakteerit, viherlevat
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1 Johdanto

Adaptiivisessa laboratorioevoluutiossa (engl. adaptive laboratory evolution, ALE)
tutkitaan, miten tuottokannat kehittyvét ja muuttuvat tietyissa olosuhteissa useiden
sukupolvien ajan. Kokeissa seurataan, miten ympariston muutokset, kuten lampatilan,
suolapitoisuuden tai pH:n muutokset vaikuttavat mikrobeihin. ALEssa mikro-
organismia kasvatetaan selkeésti maaritellyissa olosuhteissa pitkia aikoja, viikoista
vuosiin, mika mahdollistaa paremman fenotyypin valinnan. Valikoiva stressi on ALEn
onnistumisen ensimmadinen ja tarkein vaihe. Se voidaan jakaa kahteen paaluokkaan,

joihin kuuluvat ympéristostressi ja ravinnestressi. (LaPanse ja muut 2021.)

Mikro-organismeilla on kyky sopeutua nopeasti muuttuviin ympéristoihin.
Stressitilanteeseen sopeutuminen voi tapahtua saamalla hyddyllisia fenotyyppeja
satunnaisilla genomimutaatioilla ja sitd seuraavan positiivisen valinnan kautta (Sun ja
muut 2018). Biotekniikan nakdkulmasta esimerkiksi biomassan tuotto, fotosynteesin
tehokkuus, lampdtilan, hapen, pH:n ja biosidien sietokyky, ovat ominaisuuksia, joita

tulisi vield kehittaa (LaPanse ja muut 2021).

Fotosynteettiset eliot kayttavat auringonvaloa hiilidioksidin ja veden muuntamiseen
orgaanisiksi yhdisteiksi, jolloin sivutuotteena vapautuu happea. Tassa
kandidaatintutkielmassa kéasitellddn ALEn kaytt6a mikrolevissé ja syanobakteereissa.
Mikrolevét ovat mikroskooppisen pienid, fotosynteesiin kykenevia yksisoluisia
eukaryootteja, jotka esiintyvat yksittdin, ketjuissa tai ryhmissa. Mikroleviin kuuluu
piilevét, viherlevia, punalevié ja ruskeita levia. Syanobakteerit ovat myds fotosynteesiin
kykenevia yksisoluisia, mutta mikrolevista poiketen ne ovat prokaryootteja. (Parmar ja
muut 2011.)

Mikrolevia hyodynnetddn adaptiivisessa laboratorioevoluutiossa useista syista. Niita
kéytetdan esimerkiksi biopolttoaineiden ja bioaktiivisten yhdisteiden tuotantoon, seké
jateveden kasittelyssa. ALE on tehokas keino saada mikrolevakannoille haluttuja
ominaisuuksia. Talla menetelmé&lla hyédynnetéén luonnonvalintaa kontrolloiduissa
laboratorio-olosuhteissa, jotta saadaan kehitettyd mikrolevié kohti haluttuja
fenotyyppejé, tehden niista tehokkaampia teollisiin sovelluksiin ja edistden kestévien
bioteknologisten prosessien kehittdmista (LaPanse ja muut 2021.) Mikrolevien ALE-

kokeisiin patevat samat edut kuin muidenkin mikrobien ALEssa — suurimalla osalla



mikrolevistd on yksinkertaiset ravinnevaatimukset, niitd on helppo kasvattaa
laboratoriossa seké niilla on lyhyet kaksinkertaistumisajat (Sun ja muut 2018).

2 Historiaa

Mikrolevilld on tehty useita onnistuneita ALE-kokeita. Jargensenin 1900-luvun
puolivélissé tekemisséd ALE-kokeissa selvisi valon ja korkean lampdtilan
sopeutumismekanismi Skeletonema costatum-piilevassa. Téassa levassa tapahtui
muutoksia pigmenttien maaréssa, entsyymipitoisuuksissa, solukoossa ja

proteiinipitoisuuksissa. (LaPanse ja muut 2021.)

Coleman ja Grossman tekivat 1980-luvulla samankaltaisia kokeita Chlamydomonas
reinhardtii -levalla. Ndissa kokeissa havaittiin hiilihappoanhydraasiaktiivisuuden ja
epéorgaanisen hiilen kuljetuksen véhentymista levissa, kun ne altistettiin 5 %:n

hiilidioksidille viiden tunnin ajan. (LaPanse ja muut 2021.)

Kuebler tyéryhmineen toteutti 90-luvun alussa matalan lampétilan ALE-kokeen neljan
kuukauden ajan kayttden Lomentaria baileyana ja Lomentaria orcadensis -punalevia.
Eri lampdtilasietokykyjen perusteella tutkijat paattelivat, ettd fotosynteesin energian
siirron tai elektroninsiirron hairiot ovat tarkeita fotosynteesin ylalampétilarajojen

asettamisessa. (LaPanse ja muut 2021.)

3 Kéytannon menetelmét

Tietyssa populaatiossa oleva geneettinen muuntelu tuottaa vahittdisen evoluution avulla
organismeja, joilla on parempi adaptaatio kasvuolosuhteisiin. Seka mikrolevien etta
syanobakteerien spontaanien mutaatioiden maéra on noin 1-10 x 1070
mutaatioita/nukleotidi/sukupolvi, genomin koko on 1,6-100 Mbp ja
kaksinkertaistumisaika on kahdesta tunnista vuorokauteen. Tdman takia haluttu
evoluutio laboratoriossa tapahtuu sopivassa ajassa. (Lapanse ja muut 2021.) Ajallisesti

kokeet kestavét viikoista vuosiin (Sun ja muut 2018).

Vaikka evoluutio on jatkuva prosessi, sopeutuminen uuteen ymparistoon on aluksi
yleensd nopeaa ja hidastuu sitten ajan myota. ALE-kokeiden aikajanteet kuvataan

yleensd sukupolvien tai kumulatiivisten solunjakautumien muodossa. Kumulatiivisessa



solujakautumisessa summataan kaikki solunjakautumiset, jotka tapahtuvat populaatiossa
tietyn ajan kuluessa. Pitké&kestoisia, tuhansia sukupolvia kestavia mikrolevien ALE-
kokeita on tehty, mutta ALE-kokeet lopetetaan yleensd, kun kasvatuksissa ei endé ole
havaittavissa merkittavaa kehitysta, eli useimmiten noin 100 sukupolven jélkeen.
(LaPanse ja muut 2021.)

3.1 ALEnN kaytdnnon kasvatusmenetelmat
ALEssa kaytetaan yleisesti sarjapanoskasvatuksia, jotka tehdaan ravistelupulloissa tai
(foto)bioreaktoreissa. Tdma menetelmé& on suhteellisen yksinkertainen ja suosittu, seka
helposti skaalattavissa, erityisesti mikrolevissa. (LaPanse ja muut 2021.) Prosessiin
kuuluu osan kasvatuksesta siirtaminen uuteen pulloon, jossa on tuoretta mediumia, mika
mahdollistaa jatkuvan kasvun aloittamisen uudessa syklissa saannéllisin valiajoin.
Solujen jatkuva siirto on valttdamétontd, jotta saadaan yll&pidettyd jatkuvaa
valintapainetta ja adaptaatiota. (Sun ja muut 2018.)

Sarjapanoskasvatuksessa on kuitenkin muutamia haittoja; kun solut menevét eri
kasvuvaiheiden lapi, siséiset (esimerkiksi aineenvaihdunnan muutokset) ja ulkoiset
(esimerkiksi pH, happipitoisuus, valo, solutiheys, ravinteiden saatavuus) tekijat
vaihtelevat, mika vaikeuttaa valintapaineen vakaana pitamista. Sarjapanoskasvatuksessa
tapahtunut evoluutio voi nakya monilla eri tavoin, esimerkiksi lyhyempana lag-
vaiheena, suurempana kasvunopeutena, seké parempana ravinteiden hyddyntamisena.
Toisaalta huonona puolena on se, ettd fenotyyppi saattaa poiketa halutusta. Toinen
haittapuoli on se, ettd kasvatusten adaptoituessa ja kasvunopeuksien kasvaessa siirtoja
uuteen kasvatusmediumiin taytyy tehdd useammin tai vaihtoehtoisesti siirrettavien
solujen maara pitaa olla pienempi, jotta saadaan estettyd solujen meneminen

stationdérivaiheeseen. (LaPanse ja muut 2021).

ALEssa suosittu menetelmé on ollut myos jatkuva kasvatus. T&ssa kasvatusta pidetdan
vakiotiheydessd, soluja poistetaan ja substraattia lisatdén jatkuvasti. Jatkuvassa
kasvatuksessa on parempi prosessinhallinta ja mahdollista yllapitaa jatkuvaa
valintapainetta. Jatkuva kasvatus ei ole kuitenkaan laajalti kaytetty menetelmé
mikrolevien ALEssa. Jatkuva kasvatus voidaan toteuttaa kemostaatissa tai
turbidostaatissa. (LaPanse ja muut 2021). Kemostaatissa yhta ravinnetta pidetaan

rajallisena. Téallainen rajoitus suosii sellaisia soluja, jotka ovat kehittyneet



hyodyntdmaan rajallisemmin ravinteita. Turbidostaattikasvatuksissa solut ovat aina
kasvun eksponentiaalisessa vaiheessa eivatka koe ravinnepulaa, mink& takia nama
kasvatukset ovat ihanteellisia ympdristoja valita sellaisia soluja, joilla on parantunut
maksimaalinen kasvunopeus. (Sun ja muut 2018.) Kuvassa 1 on esitelty edelld mainitut

kasvatusmenetelmat.

Myos puolijatkuvia kasvatuksia voidaan kayttaa. Puolijatkuvilla kasvatuksilla saadaan
minimoitua valintapaineen vaihteluita joita esiintyy sarjakasvatuksissa. (LaPanse ja
muut 2021)
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Kuva 1. Ylempéana sarjapanoskasvatusmenetelmd, joka toteutetaan nestemaisessa
mediumissa, jossa ravinteita on saatavilla runsaasti. Osa kasvatuksesta siirretaan
saannollisin valiajoin uuteen pulloon jossa on tuoretta mediumia, jotta kasvu voi taas
jatkua. Samalla stressin maaraa voidaan vahitellen lisata. Alempana jatkuva kasvatus
kemostaatissa, jossa kasvatus kasvaa jatkuvasti sekoittaen ja ilmastoiden. Tuoretta
mediumia lisataan jatkuvasti tietylla nopeudella ja kasvatusta keratéaan jatkuvasti
prosessin aikana. (Arora ja Philippidis 2021; Sun ja muut 2018)

3.2 Automaatio
Yksinkertaisen ja toistuvan tyénkulun takia ALE-kokeet sopivat hyvin automatisointiin.
Automaatio mahdollistaa jatkuvan seurannan, monimutkaiset mutta silti
johdonmukaiset kasvatusmenetelmat ja samalla manuaalisen tyén mé&éran minimoinnin.
Prosessin parametrien tarkka valvonta reaaliaikaisen seurannan avulla tulokset ovat
toistettavia, mikd mahdollistaa hyodyllisten mutaatioiden erottamisen neutraaleista tai
negatiivisista mutaatioista. (LaPanse ja muut 2021.)



Useimmat laboratoriot kéyttavat itse rakennettuja fotobioreaktoreita, joissa voi itse
muokata stressitekijoité ja muita olosuhteita. N&iden liséksi voidaan kéyttdd myos
pienien tilavuuksien (mikrolitroja — 2 ml) sekd automatisoituja kasvatusalustoja,
esimerkiksi mikrotiitterilevyihin perustuvia reaktoreita. Automatisoidut suljetut
fotobioreaktorit sopivat hyvin mikrolevien ALElle. Tall4 hetkella on olemassa
fotobioreaktoreita, tilavuudeltaan 50 ml - 1 I, joissa voi olla mahdollisuus pH:n,
hiilidioksidin, biomassan ja valon reaaliaikaiseen seurantaan, seka lammaonséately ja
kasvatusten sekoittaminen. Toisaalta, vaikka téllaisia bioreaktoreja on saatavilla, niin
talla hetkella ei ole kuitenkaan paljoa tutkimusta naiden hyodyntamisesséd ALESssa.
(LaPanse ja muut 2021.)

4 Adaptiivisen laboratorioevoluution soveltaminen mikroleviin ja

syanobakteereihin

ALEN hyodyntdmisestd mikrolevissa ja syanobakteereissa on tutkittu ja aiheesta on
julkaistu muutamia kokoelma-artikkeleita. Esimerkiksi Sunin ja muiden (2018)
artikkelissa kasitella&dn mikrolevien lipidien ja karotenoidien tuottoa ALEn avulla.
Zhangin ja muiden (2021) artikkelissa taas kerrotaan ALEnN vaikutuksista mikrolevien
kasvuun ja muihin ominaisuuksiin. LaPanse tyoryhmineen (2021) kertoo artikkelissaan

mikrolevien ALE-kokeiden suunnittelusta ja kasvatusmenetelmisté.

ALEa on jo kaytetty vuosikymmenia parantamaan mikrobien, enimmékseen bakteerien,
sopeutumista eri stressitekijoille. Mikrobien etuna néissa kokeissa ovat lyhyet
jakaantumisajat ja yksinkertaiset kokeelliset kasvatusolosuhteet. Olemassa olevien
tutkimusten perusteella on huomattu, ettd ALEn periaatteet ja kokeelliset suunnitelmat,
joita on hyoddynnetty bakteereilla, ovat hyvin sovellettavissa myds mikroleviin.
Mikrolevien ja syanobakteerien ALE-kokeet eivat kuitenkaan ole niin yleisia ja
keskittyvat useammin akklimaatiomekanismeihin adaptaation sijaan. Akklimaatiota
tapahtuu lyhyelld aikavalilld ilman geneettisia muutoksia, kun taas adaptaatioon kuuluu
hyodyllisten mutaatioiden kertyminen ajan kanssa, jotka johtavat uusiin

genotyyppeihin, jotka ovat sopeutuneet stressiin. (LaPanse ja muut 2021.)



4.1 Kasvun tehostaminen
Mikrolevien kasvunopeuden parantaminen on tarkeéd, kun mietitaan niiden
mahdollisuuksia biotekniikassa. Kasvun tehostaminen lyhentdd kasvatuksiin vaadittavaa
aikaa ja lisd4 biomassan tuottoa. (Zhang ja muut 2021.)

Monet ALE-kokeet liittyvét kasvun tehostamiseen. Naista saadaan tietoa organismin
mahdollisuuksista adaptoitua seké tarvittavista geneettisistd muutoksista kasvun
parantamiseksi. 1so osa mikrolevien kasvunopeuden tehostamiseksi ALEn avulla on
tehty C. reinhardtii-mikrolevalle. Useissa C. reinhardtiin ALE-tutkimuksissa on saatu
20-300% kasvunopeuden kasvu. Kasvunopeuden muutokset voivat vaikuttaa solujen
biokemialliseen koostumukseen. Shin ja muut. (2017) raportoivat, ettd adaptoituneen C.
reinhardtii -kannan kasvu lisdantyi 200-300 %. Tdma kanta tuotti 160 % lisaa
rasvahappometyyliestereité ja samalla proteiini- ja klorofyllipitoisuudet laskivat

typpivajauskasvatuksessa.

Adaptaatiossa tapahtuneiden geneettisten muutosten ymmartamista on helpottanut
edullisen, suurikapasiteettisen sekvensoinnin saatavuus. ALEssa monet hyddylliset
mutaatiot kertyvét ja sopeutuneissa kannoissa on havaittu yhden nukleotidin
polymorfismeja (engl. single nucleotide polymorfism, SNP) seké insertio- ja
deleetiopolymorfismeja solusyklin, jakautumisen ja lisdédntymisen geeneissa sek&
transkription ja translaatioon osallistuvissa geeneissa verrattuna villityypin genomiin.
(LaPanse ja muut 2021.)

Esimerkiksi C. reinhardtiille tehdyssa 17 kk kestoisessa ALE-kokeessa kannan
kasvunopeus kasvoi 35 %. Adaptoituneen kannan transkriptomin tutkimuksessa
huomattiin useita ylosséadeltyja geeneja. Naihin kuuluivat geenit, jotka vastaavat
ribosomaalisten proteiinien, RNA-kuljetusproteiinien, RNA-polymeraasialayksikdiden
(RNA-polymeraasi Il alayksikkd RPB11, RNA-polymeraasi Il alayksikkd RPC10) ja
translationaalisten aloitusfaktorien alayksikoiden (elF1, elF3, elF5, elF2B)
koodaamisesta. Ndmé geneettiset muutokset yhdistettiin parantuneeseen
asetaattimetaboliaan nopeammin kasvavassa, adaptoituneessa kannassa. (LaPanse ja
muut 2021.)

Tutkimukset, joka liittyvat mikrolevien kasvunopeuden parantamiseen muissa kuin C.
reinhardtiissa, ovat harvinaisempia, mutta myas piilevilld on toteutettu ALE-kokeita.
Esimerkiksi lauhkeiden merien piilevassa Cylindrotheca fusiformis -kannan ALE-



kokeessa kasvunopeus kasvoi 11 % 14 °C:ssa 10 kuukauden adaptaation jalkeen.
Samoin pitkaaikainen kasvatus korkeammassa lampatilassa on johtanut kasvunopeuden
kasvuun Pseudo-nitzschia delicatissima, Chaetoceros criophilus ja Coscinodiscus sp. -

piilevissa. (LaPanse ja muut 2021.)

4.2 Stressinsietokyvyn lisddminen
ALE-kokeissa on ndytetty, ettd niiden avulla voi lisatd mikrolevien sietokykya erilaisiin
stressitekijoihin; esimerkiksi savukaasuun (sisaltdd CO, NOyx, SOy, UV-séteilyyn,
valon intensiteettiin, jateveteen (joka siséltdé suuria maaria raskasmetalleja, happea ja
ammoniumtypped), ravinteiden puutteeseen ja korkeaan suolapitoisuuteen. Tallaiset
aarimmaiset ymparistoolosuhteet joille mikrolevat voivat altistua voivat usein olla lasna
teollisissa olosuhteissa. Kadytettavan stressin oikean valinnan ja voimakkuuden on oltava
optimaalinen ALEn onnistumiseksi. Liian korkea stressi voi tappaa koko kasvatuksen
ennen kuin se adaptoituu ja toisaalta liian alhainen stressi voi johtaa epdonnistuneeseen
ALE-kokeeseen. (LaPanse ja muut 2021.)

Esimerkiksi Nitzschia closteriumin ja Chlorella sp. 12:n ALE-kokeissa, joissa kaytettiin
kuparia, valittu kuparipitoisuus oli liian alhainen, minka takia ei saatu riittavan
tehokasta evoluutiota, joka olisi riittdnyt parantamaan sietokykya merkittavasti kokeen

keston aikana. (LaPanse ja muut 2021.)

Taman vuoksi useimpien mikroleviin perustuvien tekniikoiden k&ytannon soveltamisen
tehokkuus on usein rajoitettu abioottisen stressin vuoksi. Esimerkiksi korkeiden
fenolipitoisuuksien myrkyllisyys estéa levid hajottamasta fenolia, miké rajoittaa
mikroleviin perustuvan bioremediaation soveltamista fenolivuotojen tapauksessa.
(Zhang ja muut 2021)

Yksi yleisimmin tutkittu stressitekijd mikrolevien ALEssa on korkeat
hiilidioksidipitoisuudet, mutta tulokset siitd ovat olleet hyvin vaihtelevia (LaPanse ja
muut 2021). Esimerkiksi Collinsin ja Bellin (2004) C. reinhardtiin ALE-kokeessa se el
sopeutunut 1050 ppm hiilidioksidipitoisuudelle edes 1000 sukupolven jalkeen. Téssa
tutkimuksessa joillekin kannoille kehittyi korkeampi fotosynteesitehokkuus ja
klorofyllipitoisuus, ja samalla solukoko pieneni, mutta nd&mékéan kannat eivét olleet
sopeutuneet ko. hiilidioksidipitoisuuteen. Toisaalta Li ja muut (2015) tutkimuksessa,

jossa kéaytettiin Chlorella sp. -leva, saatiin vakaa fenotyyppi 97 pdivéa kestaneen ALE-
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kokeen jalkeen. Adaptoitunut kanta kasvoi villikantaa nopeammin korkeintaan 30 %

hiilidioksidin lisdyksessé.

Korkealla happipitoisuudella ja erilaisilla pH-olosuhteilla on my6s tehty ALE-kokeita,
vaikkakin vahemman kuin hiilidioksidipitoisuuksien sietoon tahtaavia ALE-kokeita.
Esimerkiksi Schitzochytrium sp. -mikrolevan ALEssa niita altistettiin korkeampiin
happipitoisuuksiin 40 paivén ajan, ja adaptoituneen kannan kuivapaino oli 31 %
korkeampi verrattuna villityyppiin. Samalla adaptoituneen kannan rasvahappo- ja
skvaleenipitoisuudet laskivat. Genomin sekvensoinnissa huomattiin kasvua
isositraattidehydrogenaasin (ICDH) aktiivisuudessa, ja samalla ATP-sitraattilyaasin

aktiivisuudessa. (LaPanse ja muut 2021.)

Synechocystis sp:n kolmen kuukauden mittainen ALE-koe on myds tehty alhaisemmalle
pH-pitoisuudelle. Siind adaptoitunut kanta kasvoi 5,5 pH:ssa, mutta adaptoitunut kanta
kasvoi hitaammin kuin villityypin kanta alkuperéisessa 8 pH:ssa. Genomianalyysissa
huomattiin 11 eri mutaatiota adaptoituneessa kannassa, mm. muutoksia geenien

ekspressiossa ja mutaatio FOF1-ATPaasin operonissa. (LaPanse ja muut 2021)

4.3 Tuoton maksimointi
ALEn avulla voidaan myds parantaa mikrolevista saatavien metaboliittien saantoa. Kun
mikrolevié kasvatetaan abioottisissa stressiolosuhteissa, arvokkaiden metaboliittien
tuotanto saattaa lisdéntyd. Toisaalta tdmé saattaa hidastaa mikrolevien kasvua, ja sita
kautta vahentad mikrolevien yleistd tuottavuutta ja nostaa kustannuksia. (Zhang ja muut
2021.) Tarkeimpana tuoton kohteena on mikrolevien lipidien tuotannon lisédminen.
Tama johtuu siitd, ettd mikrolevista saatavien biopolttoaineiden keskeinen osa on
mikrolevien soluissa tuotetut triasyyliglyserolit. Lisaksi muita kohdemetaboliitteja ovat
esimerkiksi DHA, EPA, hiilihydraatit, karotenoidit ja lipidit. (Sun ja muut 2018.)

Karotenoideja tai lipidejd mikrolevét voivat tuottaa ylimaarin stressiolosuhteissa, kuten
korkeammissa suolapitoisuuksissa tai ravinteiden saannin ollessa rajoitettua.
Esimerkiksi mikrolevien Dunaliella sp:n lipidien eritys kasvoi 70 % ja Chlorella
vulgarisilla 21,1 % kun niit4 kasvatettiin korkeammassa suolapitoisuudessa. Toisena
esimerkking, kun suolapitoisuutta nostettiin 4 %:sta 9 %:iin, Dunaliella salinan -
karoteenin tuotto kasvoi 30-kertaiseksi. Stressin lisdédmiseen perustuvat keinot

metaboliittien saannon parantamiseksi vaikuttavat kuitenkin yleensé solujen kasvuun



negatiivisesti. Lisaksi reaktiivisten happiradikaalien (ROS) muodostuminen on tarked
osa solujen vasteesta stressiolosuhteisiin. Tdman takia on kehitetty kaksivaiheisia
prosesseja, jotta saadaan yllapidettyd biomassan kasvua ja véhennettya oksidatiivista

stressid kayttamalla fytohormoneja tai antioksidantteja. (Sun ja muut 2018.)

4.4 Substraatin kayton lisddminen
Mikrolevien substraatin kdytdn parantamisen paasyy liittyy yleensa saasteiden
kasittelyyn. Teollisissa sovelluksissa, kuten jatevedenpuhdistuksessa ja vaarallisten
kemikaalien biologisessa hajottamisessa, mikrolevien taytyy hyddyntaa tehokkaasti
substraatteja. Fenoli on yleisimmin kédytetty orgaaninen saaste mikrolevien ALESsa.
Kéyttamalla 100-500 mg/I fenolia ALEssa voidaan parantaa fenolin poistonopeutta ja
lyhentaa sen puoliintumisaikaa ymparistossa, kun kéytetddn Chlorella sp. ja I. galbana

Parke -levié. (Zhang ja muut 2021.)

4.5 Adaptiivinen laboratorioevoluutio syanobakteereissa
Syanobakteereilla on potentiaalia toimia autotrofisina solutehtaina biopolttoaineiden ja
kemikaalien tuotannossa. Syanobakteerien kaytto tallaiseen tuotantoon on kuitenkin
rajoittunutta heikon stressinsietokyvyn ja alhaisen saannon vuoksi, mik& heikentaa
niiden taloudellista kannattavuutta teollisessa tuotannossa. Viime vuosina
syanobakteerien ALEssa on saatu hyvin edistystd kasvunopeuden optimoinnin,
toleranssin lisddmisen, substraatin kdyton tehostamisen ja tuotannon lisddmisen suhteen.
Syanobakteerien ALE on myds edennyt syanobakteerien sietokyvyn parantamisessa
korkeaan valon intensiteettiin, raskasmetalli-ioneihin, suolapitoisuuksiin ja orgaanisiin
liuottimiin. ALEn tehokkuus syanobakteereissa on kuitenkin yleensa matala, eika
erilaisten stressitekijoiden sietokyvyn taustalla olevia molekyylitason mekanismeja ole

taysin selvitetty. (Gao ja muut 2023.)

451 Lammonsietokyvyn lisédminen
ALEnN avulla voidaan liséta syanobakteerien kykyé kasvaa normaalista poikkeavissa
lampatiloissa. Erddssé Synechocystis sp. -syanobakteerin vuoden mittaisessa ALE-

kokeessa paranneltiin lampétilansietokykyd, ja loppuseulonnassa huomattiin, etta kuusi
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27:st& kannasta oli adaptoitunut paremmin korkeampiin lampdétiloihin. Lopulta
adaptoituneet kannat kasvoivat vakaasti maksimilampotilassa 45,8 asteessa.
Adaptoituneessa kannoissa havaittiin mutaatioita pyruvaattikinaasi 2:ssa, clpC:ss4,
ryhman 3 RNA-polymeraasi sigmatekijassé ja adenylaattisyklaasi cyal:ssa. Yllattaen
pyruvaattikinaasi 2 (pyk2) -geenin muutos, joka ei suoraan liity lammaonsietokykyyn, on
osoittautunut tarkedksi. Geenien tutkimus siis auttavat havaitsemaan uusia geneettisia

muutoksia, jotka eivét olisi ilmeisid muutoin. (LaPanse ja muut 2021.)

4.5.2 Valonsietokyvyn lisdédminen
ALEnN avulla on kehitetty syanobakteerikantoja, jotka kestavat paremmin korkeita ja
vaihtelevia valon intensiteetteja villityypin kantoja paremmin. Dann ja muut (2021)
tekemadssé tutkimuksessa havaittiin, ettd ALElla saatiin tehostettua fotosynteesiad. Tassé
ALE-kokeessa kasvatettiin Synechocystis-kantoja, jotka kasvavat &arimmaisen korkeilla
valon intensiteeteilla, jotka ylittavat luonnollisesti esiintyvéan sateilyn. Valon
intensiteetin sietokyvyn havaittiin liittyvén yli 100 muutokseen proteiineissa, jotka
olivat mukana erilaisissa solutoiminnoissa, kuten geenien ilmentymisessé,

fotosynteesissa ja aineenvaihdunnassa.

4.5.3 Adaptaatio liuottimiin
Syanobakteereilla on potentiaalia toimia solutehtaina, joissa hiilidioksidia muunnetaan
fotoautotrofisesti hyodyllisiksi kemikaaleiksi. Téssa solujen stressinsietokykya lisataan
asteittain, jotta solujen kasvu paranee kohti haluttua tuotetta, eli samalla menetelmalla
kuin mikrolevissékin. Syanobakteerien ALE-kokeet erityisesti alkoholeihin ovat olleet

suosittuja biopolttoainetuotannon takia. (Srivastava ja muut 2021.)

Butanolia voidaan tuottaa geneettisesti muokatuista syanobakteereista. Esimerkiksi
2014 toteutettiin ALE-koe butanolitoleranssin parantamiseksi Synechocystis sp:ssa.
Tassé 395 paivaa kestédneessé tutkimuksessa havaittiin 150 % korkeampi

butanolitoleranssi. (LaPanse ja muut 2021.)

Lisaksi esimerkiksi Srivastavan ja muiden (2021) ALE-kokeessa saatiin parannettua
nopeasti kasvavan syanobakteerin Synechococcus elongatus PCC 11801:n sietokykya

liuottimiin. Tutkimuksessa kantojen toleranssi useita alkoholeja kohtaan kasvoi, minka
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takia se voisi olla lupaava iséntd biopolttoaineiden fotosynteettiseen tuotantoon.
Kokeessa adaptoituneilla kannoilla sietokyky alkoholeihin pysyi myos sen jélkeen, kun
niitd oli passivoitu useita kertoja ilman alkoholia, mika viittaa siihen, ettd muutokset
olivat pysyvia. Koko genomin sekvensoinnissa huomattiin mutaatioita useissa stressiin
reagoivissa geeneissd, jotka koodaavat translaation aloitustekijoitd, RpoB:t4 ja ABC-
transportteria.

5 Adaptiivisen laboratorioevoluution tulevaisuus, mahdollisuudet ja
haasteet
Yksi isoimmista haasteista ALESsa on se, etté siihen usein vaaditaan pitka aika, mikéa
voi vaikeuttaa steriiliyden ylldpitoa ja aineenvaihduntareittien stabiiliutta (Lee ja Kim
2020). Liséksi ALEssa ei valttaméttd saada haluttua fenotyyppia ja siksi onkin tarkeéaa
suunnitella hyvin kasvuymparisto ja valintapaine, jotta saadaan todennékdisemmin

toivottu fenotyyppi (Dragosits ja Mattanovich 2013).

ALE-kokeissa on myds mahdollisuus liian suureen maaraan mutaatioita, miké voi olla
haitaksi, kun neutraalit tai haitalliset muutokset kasaantuvat ja yliajavat hyddylliset
mutaatiot tietyissé olosuhteissa. Tallaiset mutaatiot voivat aiheuttaa erikoistuneita
mikrolevig, jotka menestyvét hyvin vain tietynlaisessa ymparistdolosuhteessa.
Esimerkiksi C. reinhardtii -levélle toteutettiin ALE-koe, jotta se voisi kasvaa korkeissa
suolapitoisuuksissa. Adaptoitunut kanta kasvoi hyvin korkeissa suolapitoisuuksissa,
mutta ei enda selvinnyt kunnolla makeassa vedessa. (LaPanse ja muut 2021.) ALE
syanobakteereissa voi lisité toleranssia lisdttyyn stressiin mutta haittapuolena jokin muu
solun toiminto, kuten fotosynteesin tehokkuus voi samalla kérsia ei-stressiolosuhteissa
(Dann ja muut 2021).

ALElla tuotettujen kantojen kestivyydesta ja pitkaikdisyydesta ei ole paljoa tutkimusta.
Kun ALE-kokeiden lopullisena tavoitteena on kehittaa kaupallisia kantoja,
tulevaisuuden ALE-tutkimuksissa voisi olla hyodyllista varmistaa kantojen vakaus
pitkalla aikavalilla. Lisaksi mikrolevien ALE on jokseenkin rajoittunutta

geenikirjastojen puuttumisen takia. (LaPanse ja muut 2021.)

ALE-kokeissa tapahtuvien mutaatioiden méara on suhteellisen pieni verrattuna muihin
mutageneesimenetelmiin. Pienemmaé&n mutaatiomaaran takia yksittaisten, merkittavien

mutaatioiden tunnistamisen helpompaa. (Sun ja muut 2018.) ALE on my6s hyva keino
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lisatd kantojen stressinsietokykya tai muita haluttuja ominaisuuksia ilman

ennakkotietoja spesifisista geneettisista mekanismeista (LaPanse ja muut 2021).

Vaikka on olemassa monia ALE-tutkimuksia keskittyen mikrolevien adaptaatioon
korkeampaan hiilidioksidipitoisuuteen, lampdtilaan ja suolapitoisuuteen, niin
tutkimuksia, jotka keskittyvét niiden sopeutumiseen pH:n tai happipitoisuuden
muutoksiin, on vain vahan. Tulevaisuudessa voisi siis hyddyllista tutkia néita
vahemman tutkittuja stressitekijoita, silla niistd saatava tieto voi olla arvokasta.
Kayttamalla automatisoituja kasvatusmenetelmié ja uusia DNA:n sekvensoinnin
menetelmid, tulevaisuuden ALE-kokeilla voitaisiin saavuttaa vield monimutkaisempia
adaptaatioita, jotka auttaisivat mikrolevapohjaisten biopolttoaineiden kehityksessa.
(LaPanse ja muut 2021.)

6 Yhteenveto

ALE on osoittautunut tehokkaaksi menetelméksi parantaa mikrolevien ja
syanobakteerien ominaisuuksia. ALElla avulla voidaan kehitt&& kantoja, jotka sietavét
paremmin stressid, kasvavat nopeammin tai tuottavat enemman haluttuja metaboliitteja,
kuten lipideja. Tama on erityisen tarkeda bioteknologian ja teollisten sovellusten
kannalta, joissa mikrolevid ja syanobakteereita voidaan kayttaa esimerkiksi jateveden
puhdistamiseen, hiilidioksidin talteenottoon ja biopolttoaineiden.

Mikrolevien ja syanobakteerien ALEssa on kuitenkin vield kehitettavaa, silla
adaptoituneiden kantojen stabiiliutta ei juuri ole tutkittu. Tulevaisuudessa olisi
hyddyllista keskittyd myos vdhemman tutkittuihin stressitekijoihin, kuten pH:n ja
happipitoisuuden muutoksiin, mika voi avata uusia mahdollisuuksia sovellusten
kehittdmiseen. Varsinkin suuressa teollisessa mittakaavassa ymparistdolosuhteet voivat
vaihdella enemman, jonka takia eri ymparistdihin adaptoituneet kannat voivat olla
hyddyllisia. Liséksi kestdvan kehityksen tavoitteiden edistaminen, kuten
ilmastonmuutoksen hillitseminen ja luonnonvarojen kestéva kaytto, hyotyvat suoraan
ALEn tarjoamista mahdollisuuksista. ALEn avulla voidaan siis edistad ekologisesti

kestdvid innovaatioita, jotka liittyvat laajempiin ympdristotavoitteisiin.
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