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Tiivistelmä 
Kasvien kukintaa säätelevät sekä ulkoiset (ympäristöolosuhteet) että sisäiset tekijät (kasvin kehitysvaihe). 
Näiden tekijöiden vaikutusta kukinnan alkamiseen on tutkittu paljon erityisesti lituruohon (Arabidopsis tha-
liana (L.) Heyhn.), avulla. Lituruoholla kukintaa säätelevät useat reitit, kuten esimerkiksi päivänpituus-, 
hormoni-, vernalisaatio- ja autonominen reitti. Reitit muodostavat geeniverkoston, joka säätelee kukintainge-
raattorigeenien FT ja SOC1 kautta kukkameristeemin identiteettigeenejä LFY ja AP1. Päivänpituusreitti edis-
tää kukintaa aktivoimalla FT:n ilmenemistä, kun taas hormoni-, vernalisaatio- ja autonominen reitti edistävät 
kukintaa estämällä kahden kukintaa negatiivisesti säätelevän geenin, FLC:n ja SVP:n, ilmenemistä. 

Yhteistä SOC1:lle, FLC:lle ja SVP:lle on se, että ne kaikki kuuluvat laajaan MADS-box-
geeniperheeseen. MADS-geenien koodaamat proteiinit säätelevät kohdegeeniensä toimintaa sitoutumalla 
niiden DNA:han. Lisäksi MADS-proteiinit pystyvät muodostamaan komplekseja sekä itsensä että muiden 
MADS-proteiinien kanssa. Esimerkiksi SOC1 aktivoi LFY:ä sitoutumalla sen säätelyalueeseen, mutta pystyy 
siirtymään tumaan vain vuorovaikutuksessa toisen MADS-proteiinin kanssa. Vastaavasti FLC ja SVP estävät 
SOC1:n ilmenemistä sitoutumalla sen säätelyalueeseen keskinäisessä vuorovaikutuksessa. MADS-proteiinit 
ja niiden vuorovaikutukset sekä toiminta ovat varsin säilyneitä eri kasvilajien välillä, joskin keskeinen kukin-
taa estävä MADS-geeni FLC on tunnistettu vain ristikukkaisissa lajeissa. 

Ahomansikka on, toisin kuin lituruoho, monivuotinen lyhyenpäivänkasvi. Tutkimme mansikan kukin-
nan säätelyä käyttämällä ahomansikkaa mallikasvina. Ahomansikalta tunnetaan villityypin lisäksi useita 
jatkuvasatoisia muunnoksia. Näiden avulla olemme identifioineet mahdollisia kukintaan liittyviä kandidaat-
tigeenejä, joiden toimintaa mansikalla voidaan tutkia siirtogeenisten mansikkalinjojen avulla. Tutkimme 
ahomansikan SOC1:n roolia kukinnan säätelyssä käyttämällä geenien ylituotto- ja hiljentämistekniikkaa Ha-
waii-4 –genotyypillä. Olemme tuottaneet agrobakteerivälitteisen geeninsiirron avulla useita ylituotto- ja hil-
jennyslinjoja, joiden kukintaominaisuuksissa näkyy muutoksia. 
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Johdanto 
Kasvien kukkimista säätelevät sekä ulkoiset (ympäristöolosuhteet kuten päivänpituus ja lämpötila) että sisäi-
set tekijät (kasvin kehitysvaihe ja kasvihormonit). Näitä kukinnan alkamiseen vaikuttavia tekijöitä on tutkittu 
paljon eri kasveilla, ja erityisesti mallikasvi lituruoholla (Arabidopsis thaliana). Lituruoholta on löydetty 
useita kukinnan alkamiseen vaikuttavia geenireittejä (Kuva 1). Reitit puolestaan muodostuvat geeniverkos-
toista, jotka säätelevät kukkameristeemin identiteettigeenejä aktivoivia kukintaintegraattorigeenejä FT ja 
SOC1 (Ausín ym. 2005). Lituruohon tärkeimmät kukinnan alkamiseen vaikuttavat geenireitit ovat päivänpi-
tuus-, gibberelliini-, vernalisaatio- ja autonominen reitti (Boss ym. 2004). 

Kuva 1. Yksinkertaistettu kaavio tärkeimmistä kukintaan vaikuttavista geenireiteistä ja geeneistä lituruoholla (Arabi-
dopsis thaliana). Nuoli kuvaa aktivointia ja jana geenitoiminnan estämistä. Ovaalit merkitsevät proteiinikompleksin 
muodostumista. Laatikot ympäröivät MADS-box-geenejä. 

Päivänpituusreitti aktivoi FT:n ilmenemistä lehdessä, josta FT liikkuu nilan välityksellä kärkisilmuun aiheut-
taen kukinnan indusoitumisen (Jaeger ja Wigge 2007). FT edistää SOC1:n ilmenemistä ja SOC1 puolestaan 
LFY:n ilmenemistä (Moon ym. 2005). Vernalisaatio- ja autonominen reitti yhdistyvät SVP- ja FLC-geeneissä, 
joiden tuottamat säätelytekijät viivästyttävät kukintaa estämällä FT:n ja SOC1:n ilmenemistä (Lee ym. 2007, 
Li ym. 2008). FLC on ristikukkaisissa tärkeimpiä kukinta-aikaan vaikuttavia geenejä, mutta sitä ei ole löy-
detty muilta kasviheimoilta. 

SOC1, FLC ja SVP ovat MADS-box-geenejä. MADS-box-geeniperhe on suuri, mm. lituruoholta on 
löydetty yli 100 MADS-box-geeniä. MADS-box-geenit koodaavat säätelyproteiineja, jotka ohjaavat muiden 
geenien ilmenemistä. Ne sitoutuvat kohdegeeninsä säätelyalueen DNA:n. MADS-geenit ovat osallisina 
useissa eri kasvin kehitysvaiheissa, kuten kasvullisen vaiheen ja kukinnan alkamisen säätelyssä sekä kukka-
aiheiden ja kukkaelinten muodostumisessa (Pa enicová ym. 2003). 

MADS-proteiinit pystyvät muodostamaan komplekseja sekä itsensä että muiden MADS-proteiinien 
kanssa (de Folter ym. 2005). Esimerkiksi FLC ja SVP sitoutuvat proteiinikompleksiin, jolloin ne pystyvät 
sitoutumaan sekä SOC1:n että FT:n säätelyalueeseen ja estämään näiden geenien ilmenemistä (Helliwell ym. 
2006, Lee ym. 2007, Li ym. 2008). SOC1 puolestaan pystyy sitoutumaan LFY:n säätelyalueeseen vain prote-
iinikompleksissa MADS-geeni AGL24:n kanssa (Lee ym. 2008).  

 Ahomansikka kuuluu ruusukasvien heimoon, johon kuuluu monia taloudellisesti tärkeitä viljelykasve-
ja. Toisin kuin lituruoho ahomansikka on monivuotinen lyhyenpäivänkasvi, joka muodostaa kukka-aiheet 
syksyllä lämpötilan laskiessa ja päivänpituuden lyhetessä, ja kukkii seuraavana keväänä. Se lisääntyy myös 
kasvullisesti muodostamalla rönsytaimia. Ahomansikalta tunnetaan tämän villityypin lisäksi useita jatkuva-
satoisia muunnoksia, joista osa muodostaa myös rönsyjä. 
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Olemme identifioineet mansikalta kymmeniä kukinnan kandidaattigeenejä (Mouhu ym. 2009). Näiden gee-
nien toimintaa kasvissa voidaan tutkia käyttämällä geeninsiirtotekniikkaa, mm. ylituotto- ja hiljentämistek-
niikkaa (Karimi ym. 2002). Ylituottotekniikassa haluttu geeni siirretään kasviin yhdistettynä säätelyaluee-
seen, joka johtaa halutun geenin jatkuvaan ilmenemiseen. Sen sijaan geeninhiljennys saadaan aikaan mm. 
käyttämällä RNA interferenssi -tekniikkaa (RNAi), jolloin kasvissa muodostuva kaksijuosteinen RNA akti-
voi kasvin vastaavan oman geenituotteen hajotuksen. 

Agrobakteerivälitteistä geeninsiirtoa ahomansikkaan on testattu useilla eri menetelmillä ja genotyy-
peillä (El Mansouri ym. 1996, Alsheikh ym. 2002, Oosumi ym. 2006) Tehokas geeninsiirto saadaan käyttä-
mällä nuoria lehtiä ja lehtiruoteja lähtömateriaalina, sekä mansikalle sopivia antibiootteja siirtogeenisen so-
lukon valinnassa. Lisäksi genotyyppi vaikuttaa voimakkaasti geeninsiirron tehokkuuteen. 

Tutkimme kukintaan vaikuttavan SOC1-geenin ylituoton ja hiljentämisen vaikutusta ahomansikan jat-
kuvasatoisen genotyypin kukintaan. 

Aineisto ja menetelmät 
Olemme aikaisemmin kloonanneet SOC1-geenin ahomansikan jatkuvasatoisesta genotyypistä ’Baron Sole-
macher’ (Mouhu ym. 2009) (Kuva 2). 

Kuva 2. FvSOC1-geenin proteiinilinjaus muiden kasvilajien SOC1- ja SOC1-like- proteiinisekvenssien kanssa. Linjaus 
tehtiin T-Coffee-ohjelmalla ja muokattiin Boxshade- ja X-fig-ohjelmilla. 

Käytimme geenien ylituotto- ja hiljentämistekniikkaa tutkiaksemme SOC1-geenin toimintaa ahomansikan 
kukinnan muodostumisessa. Ylituottovektori oli pK7WG2D ja hiljentämisvektori pK7GWIWG2D(II) (Ka-
rimi ym. 2002) ja geeninsiirto tehtiin jatkuvasatoisella Hawaii-4-genotyypillä. 

Geeninsiirtovektorina käytettiin agrobakteeria GV3101. Agrobakteeri kasvatettiin ravistelussa (200 
rmp) ja +28°C:ssa Luria-alustalla, jossa oli rifampisiinia 100 mgl-1, gentamysiiniä 25 mgl-1 ja spektinomysii-
niä 50 mgl-1. Yön yli kasvanut agrobakteerikasvusto sentrifugoitiin ja pelletti resuspensoitiin 20 ml:aan 1 x 
Murashige-Skoog (MS) –alustaa (2 % sakkaroosia, pH 5.5-5.8) siten, että agrobakteeri-MS-seoksen OD600–
arvo oli noin 0,1. Alustaan lisättiin asetosyringonia 0,1 mM. Agrobakteeri-MS-seosta pipetoitiin 1-2 ml pet-
rimaljalle ja seokseen lisättiin yksi lehti ja lehtiruoti kerrallaan. Lehdykkään painettiin pinsetinkärjillä reikiä 
ja lehtiruoti leikattiin viistosti 1-2 cm pituisiksi paloiksi, jonka jälkeen kasvinpalat siirrettiin loppuun agro-
bakteeriseokseen ja inkuboitiin huoneenlämmössä 20-60 min kevyessä ravistelussa. Kasvinpalat kuivattiin 
huolellisesti imupapereiden välissä ja siirrettiin agaralustalle (1 x MS, 1 x MS vitamiinit, Fe-EDTA 1mgl-1, 2% 
sakkaroosi, IBA 3 mgl-1 ja BA 0,2 mgl-1, Plant Agar Duchefa) ilman antibiootteja. Maljat pidettiin pimeässä 
+24°C:ssa ja 1-2 vrk kuluttua kasvinpalat siirrettiin agaralustalle, jossa oli kefotaksiimia 250 mgl-1 agrobak-
teeria vastaan ja maljat siirrettiin 18 h päivänpituuteen (cool white –valo, <1 µmol/s2). Viikon kuluttua kas-
vinpalat siirrettiin agaralustalle, jossa oli kefotaksiimia 250 mgl-1 ja ei-siirtogeenisen kalluksen kasvun hidas-
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tamiseksi kanamysiiniä 5 mgl-1. Kun siirtogeeninen kallus alkoi muodostaa versonalkuja, auksiinin määrä 
laskettiin 1 mgl-1:aan ja säteilytaso nostettiin max. 50 µmol/s2 versonkasvun edistämiseksi. Juurtuneet versot 
istutettiin Kekkilän ruukutusseokseen ja siirrettiin kasvihuoneeseen jatkokasvatukseen (valojakso 18/6 h, 
lämpötila 20/18°C). 

Siirtogeenien vaikutus SOC1:n ilmenemiseen testattiin kvantitatiivisella PCR:llä. Kasvien nuoresta 
lehdestä eristettiin kokonais-RNA mäntymenetelmällä (Monte ja Somerville 2002). cDNA syntetisoitiin 
Superscript III RT kitillä (Invitrogen) ja dT18 VN ankkurialukkeilla. 15 ml kvantitatiivinen PCR –reaktio 
tehtiin LightCycler 480 SYBR Green I Master –kitillä (Roche Diagnostics) Light Cycler 480 real-time PCR 
systeemillä (Roche Diagnostics). Forward-aluke oli 5’-caggtgaggcggatagagaa-3’ (Tm 59,4) ja reverse-aluke 
5’-agagctttcctctgggagaga-3’ (Tm 59,8). Kustakin linjasta ajettiin kolme teknistä toistoa. Kontrollina oli sa-
moissa oloissa kasvanut siirtogeenitön genotyyppi. 

Tulokset ja tulosten tarkastelu 
Tuotimme agrobakteerivälitteisen geeninsiirron avulla 20 siirtogeenistä linjaa, joissa SOC1-geenin ilmene-
mistä oli joko lisätty tai hiljennetty. Aikaa geeninsiirrosta kasvien juurtumiseen kesti 24-25 viikkoa. Kallusta 
muodostui varsin hyvin, mutta versonmuodostus oli hidasta. Ahomansikan regeneraatio laskee voimakkaasti 
10 mgl-1 kanamysiinipitoisuudessa (El Mansouri ym. 1996, Alsheikh ym. 2002), joten on mahdollista, että jo 
5 mgl-1 kanamysiinipitoisuus hidasti versonmuodostusta. 

Alustavien havaintojen perusteella sekä SOC1-ylituotto- että hiljennyslinjojen kukinnassa ja rönsyn-
muodostuksessa esiintyi eroja kontrollikasveihin verrattuna. Ylituottolinjat kukkivat voimakkaasti ja rönsy-
jen määrä oli vähäinen. Vastaavasti hiljennyslinjoissa oli vain muutama kukinto ja paljon rönsyjä. Havaitut 
muutokset siirtogeenisten kasvien ilmiasussa ovat hyvin linjassa sen kanssa, että mansikan kukinnan ja rön-
synmuodostuksen runsaus ovat riippuvaisia toisistaan (Konsin ym. 2001).  

Kaikissa testatuissa SOC1–ylituottolinjoissa SOC1 ilmeni voimakkaammin (Kuva 3) ja hiljennyslin-
joissa heikommin kuin villityypillä (Kuva 4). SOC1:n ilmenemistaso korreloi kukintailmiasun kanssa kaikil-
la testatuilla linjoilla.  

Kuva 3. SOC1-geenin ilmenemistaso ylituottolinjoissa ’Hawaii-4’-genotyypillä. Kvantitatiivisesta PCR:stä saadut Ct-
arvot normalisoitiin FvMSI:tä vastaan ja ilmenemiserot siirtogeenitöntä kontrollia vastaan laskettiin seuraavalla kaavalla: 
2normalisoitu Ct siirtogeenilinja / 2normalisoitu Ct kontrolli. 

Kuva 4. SOC1-geenin ilmenemistaso ’Hawaii-4’ hiljennyslinjoissa. Kvantitatiivisesta PCR:stä saadut Ct-arvot normali-
soitiin FvMSI:tä vastaan ja ilmenemiserot siirtogeenitöntä kontrollia vastaan laskettiin seuraavalla kaavalla: 2normalisoitu Ct 

siirtogeenilinja / 2normalisoitu Ct kontrolli. 
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Johtopäätökset 
Agrobakteerivälitteinen geeninsiirto toimi testattavana olleella ahomansikan jatkuvasatoisella genotyypillä 
hyvin. Tuotimme useita siirtogeenisiä linjoja, joissa SOC1-geenin ilmeneminen oli muuttunut. SOC1-
ylituottokasvit kukkivat voimakkaasti, kun taas SOC1:n hiljentäminen johti huomattavasti kasvullisempaan 
ilmiasuun. Nämä tulokset osoittavat, että SOC1 edistää kukintaa mansikalla. Seuraava askel on linjojen itse-
pölyttäminen ja jälkeläisten tarkempi tutkiminen eri päivänpituuksissa valojakson vaikutuksen selvittämisek-
si. Kokeen perusteella ahomansikkaa voidaan käyttää mallikasvina muille Rosaceae-kasveille, erityisesti  
puutarhamansikalle, myös geeninsiirtotekniikkaa hyödyntämällä. 
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