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Tiivistelma

Kasvien syntetisoimien kemiallisten yhdisteiden (sekundaarimetaboliittien) Kirjo on laaja ja suhteessa
tahan monimuotoisuuteen vain muutamien yhdisteiden biokemiallinen synteesireitti tunnetaan. Leik-
ko- ja ruukkukasvina kasvatettava sédelatva eli gerbera (Gerbera hybrida, Asteraceae) tuottaa maan-
paallisiin osiinsa kahta glukosidista karvasainetta, gerberiinia ja parasorbosidia. Jalkimmainen tunne-
taan myos pihlajan karvasaineena. Glukosidit sellaisenaan torjuvat hydnteistuhoilta, ja sieniperdisten
taudinaiheuttajien lasndollessa ne hajotetaan aglykoneiksi joilla on sienitauteja torjuva vaikutus.
Olemme tutkineet gerberan sekundééariaineenvaihdunnan tuotteita ja niista vastaavia geenejd, ja l1oyta-
neet avaingeenin, joka johtaa gerberiinin ja parasorbosidin biosynteesiin. Yhdisteet muodostuvat ase-
tyyli-CoA:sta ja malonyyli-CoA:sta reaktiossa, jonka ensimmadisté vaihetta katalysoi kasveille tyypil-
linen polyketidisyntaasiperheeseen kuuluva entsyymi. Vastaavanlaisia yhdisteitd tunnetaan sienista ja
bakteereista, mutta aiemmin ei tiedetty niitd esiintyvan myos kasveilla.

Uutettavan gerberiiniaglykonin maéara eri gerberalajikkeissa korreloi harmaahomeen (Botrytis
cinerea) kestavyyden kanssa. Gerberiini/parasorbosidireitin aktiivisuus toimii siten merkkiominaisuu-
tena taudinkestavyydelle ja mahdollistaa kestavyystestauksen ilman taudinaiheuttajaa. Tutkimuk-
semme yhtend tavoitteena on selvittdd miten tdma merkkiominaisuus on helpoin mitata lajiketestauk-
sessa. Vaihtoehdot ovat metaboliittien kemiallinen analyysi, lahetti-RNA:n analyysi tai DNA-testi.

Tutkimuksemme laajempana tavoitteena on osoittaa gerberasta |0ydetyn gerberii-
ni/parasorbosidireitin hyddynnettavyys pelto- ja puutarhakasvien kestavyysjalostuksessa. Mikali reitti
saadaan koottua toimivaksi uudessa kohdekasvissa, on odotettavissa ettd se toimii hyvin laajasti lah-
tometaboliittien ollessa perusaineenvaindunnan vélituotteita.

Esitetylla metabolisella kestavyysjalostuksella on todennékoisesti laaja sovellettavuusala, joka
viime kadessa riippuu kunkin hyotykasvin tautien ja tuholaisten herkkyydesta k.o. aineille. Ensim-
mainen sovellusala olisi puutarhassa ja kasvihuoneella viljeltavat koristekasvit. Soveltaminen elintar-
vikkeiden raaka-aineisiin edellyttad toksikologisia tutkimuksia, mutta l&htékohtana on merkillepanta-
vaa, ettd parasorbosidia esiintyy luonnostaan pihlajanmarjoissa, marja-aroniassa ja amerikkaisessa
karpalossa.
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Johdanto

Kasvinsuojelun perinteisiin keinoihin kuuluu pelto- ja puutarhakasvien jalostaminen kasvitauteja ja
tuhohyonteisia kestaviksi. Perinteinen jalostusty® on pitkajanteista ja aikaa vievad, mutta silla saadaan
edelleen erinomaisia tuloksia uusien kestavien lajikkeiden muodossa. Kestavyysjalostus on luonteel-
taan jatkuvaa ja riippuvaista kunkin viljelykasvilajin geneettisestd monimuotoisuudesta.

Taudin- ja tuholaiskestavyyden suora mittaaminen viljelykasveilla on ongelmallista monista
syistd. Kestavyyden mittaaminen vaatii erikoisolosuhteet esim. kasvihuoneissa, ja tuotantokasvihuo-
neiden laheisyydessé taudinaiheuttajien ja tuholaisten laajamittainen kasittely ei useinkaan tule kysy-
mykseen. Erityisesti nopeakiertoisilla koristekasveilla, joiden lajikkeet saattavat vaihtua jopa vuosit-
tain, nopea laboratoriopohjainen menetelmd uusien lajikkeiden arvioimiseksi olisi arvokas. Paitsi vil-
jelijoiden kannalta, myds jalostajan kannalta taudin- ja tuholaiskestdvyyden kytkeminen helposti mi-
tattaviin parametreihin olisi erittdin hyoédyllinen apuvéline.

Perinteisen kestavyysjalostuksen rinnalle on viime aikoina kehittynyt geeninsiirtotekniikoihin
perustuva GM-jalostus. Tunnetuin esimerkki on Bt-toksiinin tuotto viljelykasvissa, jolloin kasvi on
(kohdennetusti) kestdvé tuhohyonteisid vastaan. My6s GM-jalostettuja viruksenkestévid kasveja on
viljelyssd, kun taas sieni- ja bakteeritauteja vastaan ei ole onnistuttu kehittdméaéan samalla tavalla te-
hoavia GM-menetelmid. GM-jalostusta on pé&&osin sovellettu Yhdysvalloissa ja erityisesti EU:n alu-
eella tekniikkaan on suhtauduttu varauksella. IImapiiri on kuitenkin muuttumassa. GM-lupien késitte-
lyssa pidetyn pitkdn tauon aikana on alan riskien tutkimus edistynyt ja Eurooppalaiset tuntuvat olevan
valmiita punnitsemaan uudelleen GM-menetelmien hyétyja kasvinjalostuksessa.

Tahan mennessd GM-tekniikoilla suoritetun kestdvyysjalostuksen johtolankana on ollut tuottaa
kasvissa bakteeriperdisid haittaproteiineja (Bt-toksiineja) tai kayttaa jalostuksessa virusperaisia geene-
ja. Tassé esitetyssa tutkimuksessa sovelletaan kasvien omien geenien kayttod kestavyysjalostuksessa,
jolloin yhdessé hydtykasvissa toimiva kestavyystekijé siirretdan toiseen hydétykasviin. Vaikka jalos-
tusmenetelméssé kaytetddn geenitekniikkaa, lopputuloksen kannalta uudet GM-lajikkeet muistuttavat
enemman perinteisilla (kauko)risteytyksilla aikaansaatuja lajikkeita, kuten Euroopassa laajalti viljelty-
ja rukiin geenejé sisaltavia rehuvehnélajikkeita. Taman tutkimuksen johtolankana on kayttaa kasvien
omia geenejé hyotykasvien kestévyysjalostuksessa.

Gerberan karvasaineet

Leikko- ja ruukkukasvina kasvatettava sadelatva eli gerbera tuottaa maanpaallisiin osiinsa kahta glu-
kosidista karvasainetta, gerberiinia ja parasorbosidia. Jalkimmaéinen tunnetaan myds pihlajan karvas-
aineena. Glukosidit sellaisenaan torjuvat hydnteistuhoilta, ja sieniperdisten taudinaiheuttajien lasnéol-
lessa ne hajotetaan aglykoneiksi joilla on sienitauteja torjuva vaikutus. Olemme tutkineet gerberan
sekundéériaineenvaihdunnan tuotteita ja niista vastaavia geenejd, ja 10yténeet avaingeenin, joka johtaa
gerberiinin ja parasorbosidin biosynteesiin.
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Kuva 1

Gerberiini ja parasorbosidi ovat gerberassa esiintyvid karvasaineita. 2-pyronisyntaasi
(2PS) vastaa niiden esiasteen triasetolaktonin biosynteesistd. 2PS, 2-pyronisyntaasi;
Glc, glukoosi.
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Olemme tutkineet gerberan sekund&driaineenvaihduntaan liittyvad geenitoimintaa kahden eri
yhdisteryhmén suhteen. Kukinnon vérityksen kannalta tarkeiden antosyaanien ja muiden flavonoidien
biosynteesiin liittyvien geenien kautta olemme selvittdneet kukinnon anatomian suhteen saadellyn
geenitoiminnan periaatteita (Helariutta ym. 1993, Kotilainen ym. 1994, Helariutta ym. 1995a, Elomaa
ym. 1998, Elomaa ym. 2003. Flavonoidireitin avainentsyymia kalkonisyntaasia (CHS) koodaavia gee-
nejé eristdessamme l6ysimme gerberasta yhteensd kolme sukulaisgeenid, joista vain kaksi koodasi
CHS-entsyymia. Kolmas osoittautui CHS:n tapaan polyketidisyntaasiksi, mutta katalysoi eri reaktiota
ja sai sen mukaan nimekseen 2-pyronisyntaasi (2PS) (Helariutta ym. 1995b, Helariutta ym. 1996, Ec-
kermann ym. 1998). 2PS entsyymi& muodostuu ldhes kaikkiin gerberan maanpéallisiiin solukkoihin
(Kuva 1).

Siirtogeenisista gerberalinjoista karvasaineet puuttuvat
Gerberan geenien toiminnallisessa tutkimuksessa siirtogeenitekniikat ovat avainasemassa. Geeninsiir-
ron avulla tutkittava geeni voidaan sammuttaa ns. antisense-menetelmélld, jolloin voidaan tutkia kas-
veja, joilta kyseinen geeniaktiivisuus puuttuu. Antisense-tekniikalla tehdyissé siirtogeenisissa gerbera-
linjoissa 2PS entsyymié ei muodostu lainkaan. Linjojen metaboliittianalyysien perusteella niista puut-
tuvat erityisesti gerberassa runsaana esiintyvét glukosidiset laktonit gerberiini ja parasorbosidi, joiden
esiaste triasetolaktoni muodostuu 2PS reaktiossa (Kuva 1). Gerberiinin ja parasorbosidin lisaksi kas-
veissa on kahden muun metaboliitin maard dramaattisesti véhentynyt. Flavoneihin kuuluvaa apigenii-
nida ja kumariineihin kuuluvaa 4-hydroksi-5-metyylikumariinia (HMC) ei muodostu juuri lainkaan
(Koskela ym. 2005). On tarkemmin selvittdméattad miksi myds ndma metaboliitit puuttuvat, mutta mo-
lemmat kuuluvat polyketidiryhmé&an gerberiinin ja parasorbosidin tapaan. Niin ikdan polyketideihin
kuuluvien antosyaanien maara ei ole anti-2PS kasveissa vahentynyt (Eckermann ym. 1998).
Kirjallisuuden perusteella gerberiini ja parasorbosidi ovat karvasaineita, joilla on hyonteisher-
bivoriaa torjuvia ominaisuuksia (Pyysalo ja Kuusi 1971, Numata ym. 1990). Alustavat havainnot kas-
vihuoneella tukevat tatd kasitystd, anti-2PS linjat ovat helposti hyodnteisten kiusaamia (Kuva 2). Kas-
vit ovat my6s herkkid harmaahomeelle laboratoriokokeittemme perusteella (Koskela ym. 2005). Kir-
jallisuuden sek& omien tutkimustemme mukaan yhdisteiden aglykonit ovat fungisidisia (Buston ja
Roy 1949, Koskela ym. 2005).
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Kuva 2

Siirtogeenisen anti-2PS gerberalinjan (vasemmalla) kasvu kasvihuoneella on hdiriin-
tynyt ripsidisvaurioiden takia verrattuna ei-siirtogeeniseen kontrolliin (oikealla). Anti-
2PS linjassa 2PS entsyymia eik& metaboliitteja gerberiini, parasorbosidi, apigeniini ja
HMC muodostu lainkaan. Tdmé viittaa siihen, ettd k.o. yhdisteilld on merkitysta
hyonteisherbivorian torjumisessa
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Gerberalajikkeiden harmaahomeenkesto korreloi gerberiinin kanssa

Siirtogeeniset kokeet viittaavat siihen, ettd gerberiini ja parasorbosidi, mahdollisesti myds apigeniini
ja HMC, liittyvat kasvin puolustukseen mm. harmaahometta vastaan. Olemme maéaritténeet parasor-
bosidia lukuun ottamatta ndiden metaboliittien (aglykoniset) pitoisuudet neljassékymmenessa kaupal-
lisessa tai kehitteilld olevassa gerberalajikkeissa. Alustavien hometestausten perusteella gerberiinia-
glykonin pitoisuus kasvissa korreloi harmaahomeenkeston kanssa (Kuva 3), joka voi antaa mahdolli-
suuden seuloa uusia lajikkeita niiden kemiallisen profiilin perusteella.
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Kuva 3

Harmaahomeinfektion etenemisen ja kukintojen gerberiiniaglykonin (GA) méaéran vé-
linen riippuvuus (molemmat asteikot kvalitatiivisia luokka-asteikkoja). Kun kokeesta
hyl&tddn sumutuksen kastelemat kukinnot (’mérét’), saadaan selva riippuvuus missa
muutama lajike muodostaa poikkeuksen.

Viljelykasvien metaboliamuokkaus

Siirtogeenisilla gerberalinjoilla tehdyt kokeet osoittavat, ettd gerberiini ja parasorbosidi sekéd niiden
aglykonit ovat tdrked osa gerberan puolustusmekanismia. 2-pyronisyntaasin lisaksi metaboliareitin
muita entsyymeja ei vield tunneta, mutta niiden selvitessa gerberiini/paraorbosidireitti& voitaneen
hyddyntaa pelto- ja puutarhakasvien kestavyysjalostuksessa yleissmminkin GM-jalostusta soveltaen.
2-pyronisyntaasi kayttaa substraattinaan perusaineenvaihdunnan yhdisteita (asetyyli-CoA ja malonyy-
li-CoA), joten metaboliareitti saadaan todenndkadisesti toimimaan missé tahansa kasvissa.

Gerberiiniin ja parasorbosidiin liittyvalla metabolisella kestédvyysjalostuksella on todennédkoi-
sesti laaja sovellettavuusala, joka viime kédessa kuitenkin riippuu kunkin hy6tykasvin tautien ja tuho-
laisten herkkyydesta k.o. aineille. Ensimmainen sovellusala olisi puutarhassa ja kasvihuoneella viljel-
tavat koristekasvit. Soveltaminen elintarvikkeiden raaka-aineisiin edellyttad toksikologisia tutkimuk-
sia, mutta lahtokohtana on merkillepantavaa, ettd parasorbosidia esiintyy luonnostaan pihlajanmar-
joissa, marja-aroniassa ja amerikkaisessa karpalossa.
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