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Tiivistelma

Tutkimme mansikan kukinnan séételyd kayttdmalld mallikasvina ahomansikkaa (Fragaria vesca L.). Aho-
mansikka on ehdollinen lyhyenpdivédnkasvi, jonka péivénpituusvaste riippuu voimakkaasti lampdétilasta. Yli
15 °C:een lampdtilassa kukintainduktio tapahtuu vain lyhyessd pédivénpituudessa. Sen sijaan alhaisemmassa
lampdtilassa kukinta indusoituu péivanpituudesta riippumatta, ja yli 21 °C:een ldmpétilassa kukintainduktio
estyy. Luonnossa kukka-aiheet muodostuvat syksyllé ja kukinta ajoittuu lyhyelle jaksolle seuraavana kesana.
Tadmén jaksottaissatoisen genotyypin lisdksi ahomansikasta tunnetaan myds jatkuvasatoisia lajikkeita, joita
on kutsuttu myo6s kuukausimansikoiksi. Risteytyskokeilla on osoitettu, ettd yhden tuntemattoman geenin
(SEASONAL FLOWERING LOCUS, SFL) resessiiviset alleelit saavat aikaan jatkuvasatoisuuden. Sen sijaan
SFL:m dominoivat alleelit estavit kukintainduktion, ja kukintainduktio voi tapahtua vasta kun péivénpituuden
lyheneminen tai alhainen lampdtila kumoavat SFL:n vaikutuksen.

Mansikan kukinnan séételyd ei ole tutkittu molekyylitasolla, vaikka sadon aikaisuus, satokauden pi-
tuus ja sadon médrd ovat riippuvaisia kukinnasta. Téarkeimpien kukintamekanismien selvittimisessd SFL:n
16ytédminen sekd jatkuvasatoisten ja jaksottaissatoisten genotyyppien molekyylitason vertailu ovat keskeisid
tutkimuskohteita. Télld tutkimuksella on myds laajempi merkitys monivuotisten kasvien kasvukierron sééte-
lyn ymmartamiselle.

Olemme identifioineet mansikalta ldhes 70 kukinnan kandidaattigeenid, jotka sekvenssihomologian
perusteella vastaavat mallikasvi lituruohon kukintageeneja kaikilta tunnetuilta kukinnan séételyreiteiltd (pai-
vénpituus-, vernalisaatio-, autonominen ja gibberelliinireitti). Liséksi olemme 10ytdneet homologit ns. kukin-
nan integraattorigeeneille, FLOWERING LOCUS T (FT) ja SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS1 (SOCI) sekd kukkameristeemin identiteettigeeneille FRUITFULL (FUL) ja LEAFY (LFY).
Olemme tutkineet 25 geenin ilmenemisté jatkuvasatoisen ja jaksottaissatoisen genotyypin lehdissé ja kérki-
kasvupisteessd. Tulokset osoittavat, ettd FUL:n ja LFY:n ilmeneminen voimistuu jatkuvasatoisen ahomansi-
kan kérkikasvupisteessd kukintainduktion jdlkeen. FUL ilmenee voimakkaasti myos jatkuvasatoisen aho-
mansikan lehdissé kukintaan indusoivissa olosuhteissa.

Tutkimuksemme osoittaa, ettd mansikan genomista 16ytyvét homologit suurelle osalle lituruohon ku-
kintageenejd kaikilta tunnetuilta sdételyreiteiltd. Keskeisimpien geenien toiminnan testaus on valttdmatonta
mansikan kukinnan sditelyn ymmaértamiseksi, silld yksittdiset geenit ja sédételyreitit voivat toimia eri tavoin
mansikalla ja lituruoholla. Kukinnan kandidaattigeenien kartoittaminen laajassa mittakaavassa sekd 10yta-
madmme kukintainduktion merkkigeeni FUL tehostavat mansikan kukintamekanismien tutkimusta, joka téh-
téd kukintaominaisuuksiltaan parempien mansikkalajikkeiden jalostukseen.
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Johdanto

Kukinnan molekyylitason séételyd on tutkittu paljon mallikasvi lituruoholla (Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh.). Lituruoholta tunnetaan kuusi kukinnan ajoittumista séételevdd geneettista reittié, joista tarkeimmat
ovat paivanpituus- vernalisaatio-, gibberelliini- (GA) ja autonominen reitti. Pdivénpituus- ja vernalisaatiorei-
tit sddtelevit kukintaa ympéristostd tulevien valo- ja ldmpoétilasignaalien mukaan ja GA- ja autonominen
reitti reagoivat kasvin sisdisiin signaaleihin (Boss ym. 2004). Kaksi ns. kukinnan integraattorigeenid (F7,
SOC1I) yhdistévit eri sadtelyreiteiltd tulevat signaalit aktivoiden kukka-aiheiden muodostuksen API/FUL ja
LFY —geenien kautta (Ausin ym. 2005).

Péivanpituusreitilld keskeinen séételiji on CO (CONSTANS), joka “mittaa” péivittdisen valojakson
pituutta. Kukintainduktio tapahtuu pitkéssé péivasséd, kun CO:n aktivoima FT —proteiini kulkee johtosoluk-
koa pitkin kérkikasvupisteeseen (Turck ym. 2008). Osa lituruohogenotyypeistd vaatii vernalisaation eli pit-
kéaikaisen kylmékasittelyn ennen kukintaa. Néilld genotyypeilld aktiivinen FLC estdd FT:n ja SOCI:n ilme-
nemisen. Vasta kylmékasittely hiljentdd FLC:mn, jolloin kukinta voi indusoitua normaalisti pdivanpituusreitin
kautta (Searle ym. 2006). My0s autonominen reitti aktivoi kukintaa hiljentimédlld FLC:n ilmenemisté geno-
tyypeilld, jotka eivit vaadi vernalisaatiota. Gibberelliini aktivoi kukintaa SOC1:n ja LFY:n kautta erityisesti
lyhyenpéivin oloissa (Boss ym. 2004).

Mansikka on ehdollinen lyhyenpéivénkasvi, joka indusoituu kukintaan pdivénpituuden laskiessa alle
kriittisen rajan tai pdivanpituudesta riippumatta l&dmpétilan ollessa alhainen (Guttridge 1985). Mansikasta
tunnetaan myos jatkuvasatoisia genotyyppejd, joilla pitkd pdivanpituus edistdd kukintaa (Hytonen 2009).
Téssd tutkimuksessa olemme etsineet kukinnan sdételyn kandidaattigeenejd Rosaceae-heimon mallikasvilta
ahomansikalta sekd verranneet valikoitujen geenien ilmenemisté jatkuvasatoisen genotyypin ja villityypin
vililld. Tyon tavoitteena on hankkia tietoa mansikan kukinnan molekyylitason séddtelystd sekd 10ytad keskei-
nen kukinnan séételijé, SFL, jonka resessiiviset alleelit saavat aikaan jatkuvasatoisuuden ahomansikalla (Al-
bani ym. 2004).

Aineisto ja menetelmét

Kaikki kokeet tehtiin ahomansikan siementaimilla. Kokeissa kaytetty villityyppi on peréisin Punkaharjulta ja
jatkuvasatoinen lajike oli ’Baron Solemacher’. Mansikan sekvenssidatasta etsittiin lituruohon 118 tunnetulle
kukintageenille homologisia sekvenssejd tBLASTn algoritmin avulla. Kaikki sekvenssit, joiden samankaltai-
suus kukintageenien kanssa oli suurempi kuin le-10 analysoitiin uudestaan BLASTx algoritmillé lituruohon
proteiinisekvenssejé vastaan. Ne mansikan sekvenssit, jotka BLASTx —haussa palauttivat tBLASTn —haussa
kéytetyn lituruohon proteiinisekvenssin, hyviksyttiin. Mansikan EST-kirjastojen teko ja sekvensointi sekd
RNA:n eristys, cDNA-synteesi ja geeniekspressioanalyysit on kuvattu aiemmin (Mouhu ym. 2009, Hyténen
ym. 2009).

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Etsimme mansikan kukintageeneja PCR-monistuksen avulla seké sekvenssihomologiaan perustuen olemassa
olevista sekvenssitietokannoista (National Center for Biotechnology Information, Genome Database for Ro-
saceae) sekd sekvensoimalla mansikan cDNA-kirjastoja. Loysimme homologit 67 lituruohon kukintageenille,
jotka sijoittuvat kaikille tunnetuille kukinnan séételyreiteille (Boss ym. 2004). Osa geeneistd on esitetty tau-
lukossa 1. Lisdksi monistimme sekvenssihomologiaan perustuen kukinnan integraattorigeenit, SOCI ja FT
sekd kukkameristeemin identiteettigeenin LFY ahomansikasta. Identifioiduista geeneistd péivénpituusreitille
sijoittuvat fotoreseptorigeenit (mm. phyA, cry2) ja keskeisimmét vuorokausikellon geenit (LHY, TOCI)
(Thomas 2006). Liséksi 10ysimme kaksi ldheistd homologia CO:lle, joka on pdivanpituusreitin keskeisin
sadtelija (Yanovsky & Kay 2002). Merkittdvistd tunnetuista pdivanpituusreitin geeneistd puuttui ainoastaan
phyB ja GI (Thomas 2006). Alustavien tulosten perusteella molemmat geenit 10ytyvét kuitenkin pyrosekven-
soinnilla tuottamiemme 240000 sekvenssin joukosta (Hytonen, julkaisematon).

Vernalisaatioreitin keskeisimmille geeneille, FLC ja FRI (Johanson ym. 2000, Searle ym. 2006), ei
16ydetty homologeja mansikan EST sekvensseistd. Ne todennédkoisesti puuttuvat mansikalta, silld niille ei ole
16ydetty funktionaalisia homologeja Brassicaceae-heimon ulkopuolelta (Searle ym. 2006, Wang ym. 2009).
Loysimme kuitenkin homologit suurimmalle osalle FLC:n séditelyyn osallistuvista vernalisaatioreitin ja au-
tonomisen reitin geeneistd. Namid FLC:n sédtelijat vaikuttavat mm. FLC:n kromatiinin metylaatioon (mm.
ATXI, ELFS, VIN3, FLD) seké asetylaatioon (mm. FVE, FLD) ja maddraavét siten sen ilmenemistason (Far-
rona ym. 2008). Tulokset viittaavat siihen, ettd vastaavat sditelymekanismit ovat olemassa myds mansikalla,
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mutta niilld on eri kohdegeeni(t). Mansikalla ei ole vernalisaatiovaatimusta lukuun ottamatta Altasta Pohjois-
Norjasta 16ydettyd ahomansikkagenotyyppid (Heide & Sensteby 2007). Jatkossa tulisi selvittdd kromatiinin
sddtelyyn osallistuvien geenien roolia mansikan kukinnan séételyssd sekd keskeisimpien sédtelijoiden koh-
degeenit.

Loysimme myds useita homologeja geeneille, jotka on yhdistetty GA-reittiin lituruoholla (mm.
MYB33 ja DDFI). Lisdksi olemme aikaisemmassa tutkimuksessa identifioineet useita GA:n biosynteesiin,
hajotukseen ja signaalinvilitykseen liittyvid geenejd (Hytonen ym. 2009). Lituruoholla GA edistdé kukintaa,
mutta mansikalla tehdyissd GA-késittelykokeissa on saatu pdinvastaisia tuloksia (Thompson & Guttridge
1959). GA:n rooli mansikan kukinnan sédtelyssa tulisi varmistaa molekyylitason tutkimuksella.

Taulukko 1. Mansikalta 1dydettyjd kukinnan kandidaattigeeneja eri kukintareiteiltd. Nelja keskeisintd kukinnan séétely-
reittid on esitetty. Taulukossa on esitetty ne geenit, joiden ilmenemistd tutkittiin. Sarakkeessa ”muut” on esitetty kukin-
nan integraattori- ja identiteettigeeneja.

Valo Vernalisaatio Autonominen Gibberelliini Muut
ELF3 FRLI FVE GA3ox SOC1
ZTL VRNS MSI1 GA2o0x LFY
LHY VRNI SvpP SPY FUL
FKFI ELF8
co LHPI
CoL4 VIN3
PFTI
HRBI
FYPP3
AP2

Vertasimme 25 kukinnan kandidaattigeenin ilmenemista jatkuvasatoisen genotyypin ja villityypin kérkikas-
vupisteissé ja/tai lehdissé real-time-PCR —menetelméllé. Tutkitut geenit on esitetty taulukossa 1. Kokeessa ei
16ydetty selvid eroja kukinnan sédtelyreittien geenien ilmenemisessé jatkuvasatoisen ja lyhytpdivigenotyypin
vililld. Ainoastaan kérkikasvupisteen identiteettid sddtelevit geenit, FUL ja LFY, ilmeni selvisti voimak-
kaammin jatkuvasatoisen ahomansikan kérkikasvupisteessé verrattuna villityyppiin. Néistd FUL ei ilmenty-
nyt lainkaan villityypin kérkikasvupisteessd. Tutkimme ndiden geenien ilmenemisté tarkemmin eri kehitys-
vaiheissa ja havaitsimme, ettd FUL alkoi ilmetd voimakkaasti 1- ja 2-lehtivaiheiden vélilla (Taulukko 2).
Myos LFY aktivoitui jatkuvasatoisella genotyypilld, mutta hiukan myShemmin. Lituruoholla LFY ja FUL
aktivoituvat kéirkikasvupisteessd kukintainduktion tapahduttua ja ne myds aktivoivat toistensa ilmenemisti
(Wagner ym. 1999, Parcy 2005). Téssd kokeessa jatkuvasatoisen genotyypin kasvit muodostivat péédjuurak-
koon keskiméérin 4,7 lehted ennen kukintoa. Koska kérkikasvupisteessd on yleensé 3 — 4 lehtiaihetta, kukin-
tainduktion on pitényt tapahtua 1-2-lehtivaiheessa eli samaan aikaan kun FUL aktivoitui.

Tulokset osoittavat, ettdi FUL on erinomainen kukinnan merkkigeeni, jonka avulla voidaan osoittaa
kukintainduktion tapahtuminen kérkikasvupistendytteestd. FUL ilmeni my0s lehdissé jatkuvasatoisella geno-
tyypilld, ja ilmeneminen oli 11 kertaa voimakkaampaa pitkédssé pdivissd lyhyeen péivdédn verrattuna. Alusta-
vat tulokset viittaavat siihen, ettd FUL aktivoituu my0s lehdissé kukintainduktion yhteydessd. Mikéli nédin on,
kukintainduktion tapahtuminen voidaan todeta PCR-testilld lehtindytteesta.

Taulukko 2. FUL:n ja LFY:n ilmenemistaso jatkuvasatoisen ahomansikan kérkikasvupisteissa eri kehitysvaiheissa ver-
rattuna 1-lehtivaiheeseen.

2 lehted 3 lehted 4 lehted
FUL 5,6 33,2 50,7
LFY 1,3 2,6 44
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Johtopaatokset

Olemme identifioineet mansikalta 67 kukinnan kandidaattigeenid sekvenssihomologiaan perustuen. Tulokset
viittaavat siihen, ettd kaikki mallikasvi lituruoholta tunnetut kukintageenireitit 16ytyvdt myos mansikalta.
Geenien ilmenemisté tutkimalla 16ysimme kukintainduktion merkkigeenin FUL, joka aktivoituu kérkikasvu-
pisteessd kukintainduktion yhteydessé ja ilmenee myo0s lehdissé kukintaan indusoivissa olosuhteissa. Kukin-
tageenien identifiointi mahdollistaa niiden ilmenemisen ja funktion tutkimisen sekd niiden kartoittamisen
mansikan geenikartalle. Hyodynndmme tété tietoa kukintareittien tutkimisessa ja SFL:n etsimisessi. Kukin-
nan séédtelymekanismien selvittiminen ahomansikalla avaa uusia mahdollisuuksia Rosaceae —heimon kasvien
kukintaominaisuuksien jalostukseen.
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