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Tiivistelma

Kasvien kukintaa sadtelevat sekd ulkoiset (ymparistoolosuhteet) ettd sisdiset tekijat (kasvin kehitysvaihe).
Néiden tekijoiden vaikutusta kukinnan alkamiseen on tutkittu paljon erityisesti lituruohon (Arabidopsis tha-
liana (L.) Heyhn.), avulla. Lituruoholla kukintaa saatelevét useat reitit, kuten esimerkiksi pdivanpituus-,
hormoni-, vernalisaatio- ja autonominen reitti. Reitit muodostavat geeniverkoston, joka saételee kukintainge-
raattorigeenien FT ja SOC1 kautta kukkameristeemin identiteettigeeneja LFY ja AP1. Paivanpituusreitti edis-
t4& kukintaa aktivoimalla FT:n ilmenemistd, kun taas hormoni-, vernalisaatio- ja autonominen reitti edistavat
kukintaa estamélla kahden kukintaa negatiivisesti séételevan geenin, FLC:n ja SVP:n, ilmenemista.

Yhteistd SOC1:lle, FLC:lle ja SVP:lle on se, ettd ne kaikki kuuluvat laajaan MADS-box-
geeniperheeseen. MADS-geenien koodaamat proteiinit saatelevat kohdegeeniensd toimintaa sitoutumalla
niiden DNA:han. Lisdksi MADS-proteiinit pystyvat muodostamaan komplekseja sekd itsensd ettd muiden
MADS-proteiinien kanssa. Esimerkiksi SOC1 aktivoi LFY:4 sitoutumalla sen saatelyalueeseen, mutta pystyy
siirtyméén tumaan vain vuorovaikutuksessa toisen MADS-proteiinin kanssa. Vastaavasti FLC ja SVP estavét
SOC1:n ilmenemistd sitoutumalla sen s&ételyalueeseen keskindisessa vuorovaikutuksessa. MADS-proteiinit
ja niiden vuorovaikutukset sek& toiminta ovat varsin sdilyneitd eri kasvilajien vélill, joskin keskeinen kukin-
taa estdvd MADS-geeni FLC on tunnistettu vain ristikukkaisissa lajeissa.

Ahomansikka on, toisin kuin lituruoho, monivuotinen lyhyenpaivankasvi. Tutkimme mansikan kukin-
nan sadtelyd kayttdmalla ahomansikkaa mallikasvina. Ahomansikalta tunnetaan villityypin liséksi useita
jatkuvasatoisia muunnoksia. Naiden avulla olemme identifioineet mahdollisia kukintaan liittyvid kandidaat-
tigeenejd, joiden toimintaa mansikalla voidaan tutkia siirtogeenisten mansikkalinjojen avulla. Tutkimme
ahomansikan SOC1:n roolia kukinnan saatelyssa kayttdméalla geenien ylituotto- ja hiljentdmistekniikkaa Ha-
waii-4 —genotyypilld. Olemme tuottaneet agrobakteerivalitteisen geeninsiirron avulla useita ylituotto- ja hil-
jennyslinjoja, joiden kukintaominaisuuksissa ndkyy muutoksia.
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Johdanto

Kasvien kukkimista séatelevat seka ulkoiset (ymparistdolosuhteet kuten paivanpituus ja lampdétila) etté siséi-
set tekijat (kasvin kehitysvaihe ja kasvihormonit). N&ita kukinnan alkamiseen vaikuttavia tekijéita on tutkittu
paljon eri kasveilla, ja erityisesti mallikasvi lituruoholla (Arabidopsis thaliana). Lituruoholta on I6ydetty
useita kukinnan alkamiseen vaikuttavia geenireitteja (Kuva 1). Reitit puolestaan muodostuvat geeniverkos-
toista, jotka séatelevat kukkameristeemin identiteettigeeneja aktivoivia kukintaintegraattorigeeneja FT ja
SOC1 (Ausin ym. 2005). Lituruohon tarkeimmét kukinnan alkamiseen vaikuttavat geenireitit ovat paivanpi-
tuus-, gibberelliini-, vernalisaatio- ja autonominen reitti (Boss ym. 2004).
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Kuva 1. Yksinkertaistettu kaavio tarkeimmistd kukintaan vaikuttavista geenireiteista ja geeneista lituruoholla (Arabi-
dopsis thaliana). Nuoli kuvaa aktivointia ja jana geenitoiminnan estdmistd. Ovaalit merkitsevat proteiinikompleksin
muodostumista. Laatikot ympardivat MADS-box-geeneja.

Paivanpituusreitti aktivoi FT:n ilmenemisté lehdessd, josta FT liikkuu nilan valitykselld karkisilmuun aiheut-
taen kukinnan indusoitumisen (Jaeger ja Wigge 2007). FT edistdd SOC1:n ilmenemistd ja SOC1 puolestaan
LFY:n ilmenemistd (Moon ym. 2005). Vernalisaatio- ja autonominen reitti yhdistyvat SVP- ja FLC-geeneissg,
joiden tuottamat séatelytekijat viivastyttavat kukintaa estaméalld FT:n ja SOC1:n ilmenemista (Lee ym. 2007,
Li ym. 2008). FLC on ristikukkaisissa tarkeimpid kukinta-aikaan vaikuttavia geenejd, mutta sitd ei ole 16y-
detty muilta kasviheimoilta.

SOC1, FLC ja SVP ovat MADS-box-geenejd. MADS-box-geeniperhe on suuri, mm. lituruoholta on
I6ydetty yli 100 MADS-box-geenid. MADS-box-geenit koodaavat saételyproteiineja, jotka ohjaavat muiden
geenien ilmenemistd. Ne sitoutuvat kohdegeeninsa sadtelyalueen DNA:n. MADS-geenit ovat osallisina
useissa eri kasvin kehitysvaiheissa, kuten kasvullisen vaiheen ja kukinnan alkamisen saatelyssé seké kukka-
aiheiden ja kukkaelinten muodostumisessa (Paienicova ym. 2003).

MADS-proteiinit pystyvat muodostamaan komplekseja sekd itsensd ettd muiden MADS-proteiinien
kanssa (de Folter ym. 2005). Esimerkiksi FLC ja SVP sitoutuvat proteiinikompleksiin, jolloin ne pystyvét
sitoutumaan sekd SOC1:n ettd FT:n s&ételyalueeseen ja estdmaén ndiden geenien ilmenemista (Helliwell ym.
2006, Lee ym. 2007, Li ym. 2008). SOC1 puolestaan pystyy sitoutumaan LFY:n sdételyalueeseen vain prote-
iinikompleksissa MADS-geeni AGL24:n kanssa (Lee ym. 2008).

Ahomansikka kuuluu ruusukasvien heimoon, johon kuuluu monia taloudellisesti térkeita viljelykasve-
ja. Toisin kuin lituruoho ahomansikka on monivuotinen lyhyenpéivankasvi, joka muodostaa kukka-aiheet
syksylla lampétilan laskiessa ja péivénpituuden lyhetessd, ja kukkii seuraavana kevadna. Se lisaantyy myds
kasvullisesti muodostamalla rénsytaimia. Ahomansikalta tunnetaan tdman villityypin liséksi useita jatkuva-
satoisia muunnoksia, joista 0sa muodostaa myds rénsyja.
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Olemme identifioineet mansikalta kymmenid kukinnan kandidaattigeeneja (Mouhu ym. 2009). Néiden gee-
nien toimintaa kasvissa voidaan tutkia kayttdmalla geeninsiirtotekniikkaa, mm. ylituotto- ja hiljentdmistek-
niikkaa (Karimi ym. 2002). Ylituottotekniikassa haluttu geeni siirretddn kasviin yhdistettynd saatelyaluee-
seen, joka johtaa halutun geenin jatkuvaan ilmenemiseen. Sen sijaan geeninhiljennys saadaan aikaan mm.
kayttdméalla RNA interferenssi -tekniikkaa (RNAI), jolloin kasvissa muodostuva kaksijuosteinen RNA akti-
voi kasvin vastaavan oman geenituotteen hajotuksen.

Agrobakteerivilitteistd geeninsiirtoa ahomansikkaan on testattu useilla eri menetelmilld ja genotyy-
peilld (EI Mansouri ym. 1996, Alsheikh ym. 2002, Oosumi ym. 2006) Tehokas geeninsiirto saadaan kaytta-
malld nuoria lehtid ja lehtiruoteja I&htdmateriaalina, sekd mansikalle sopivia antibiootteja siirtogeenisen so-
lukon valinnassa. Lisaksi genotyyppi vaikuttaa voimakkaasti geeninsiirron tehokkuuteen.

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

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

Kéytimme geenien ylituotto- ja hiljentdmistekniikkaa tutkiaksemme SOC1-geenin toimintaa ahomansikan
kukinnan muodostumisessa. Ylituottovektori oli pK7WG2D ja hiljentdmisvektori pK7GWIWG2D(1) (Ka-
rimi ym. 2002) ja geeninsiirto tehtiin jatkuvasatoisella Hawaii-4-genotyypilla.

Geeninsiirtovektorina kaytettiin agrobakteeria GV3101. Agrobakteeri kasvatettiin ravistelussa (200
rmp) ja +28°C:ssa Luria-alustalla, jossa oli rifampisiinia 100 mgl™, gentamysiinia 25 mgl™ ja spektinomysii-
nid 50 mgl™. Yon yli kasvanut agrobakteerikasvusto sentrifugoitiin ja pelletti resuspensoitiin 20 ml:aan 1 x
Murashige-Skoog (MS) —alustaa (2 % sakkaroosia, pH 5.5-5.8) siten, ettd agrobakteeri-MS-seoksen ODgo—
arvo oli noin 0,1. Alustaan lisattiin asetosyringonia 0,1 mM. Agrobakteeri-MS-seosta pipetoitiin 1-2 ml pet-
rimaljalle ja seokseen lisattiin yksi lehti ja lehtiruoti kerrallaan. Lehdykkaan painettiin pinsetinkarjilla reikia
ja lehtiruoti leikattiin viistosti 1-2 cm pituisiksi paloiksi, jonka jalkeen kasvinpalat siirrettiin loppuun agro-
bakteeriseokseen ja inkuboitiin huoneenldmmdssd 20-60 min kevyessa ravistelussa. Kasvinpalat kuivattiin
huolellisesti imupapereiden valissé ja siirrettiin agaralustalle (1 x MS, 1 x MS vitamiinit, Fe-EDTA 1mgl™, 2%
sakkaroosi, IBA 3 mgl™ ja BA 0,2 mgl™, Plant Agar Duchefa) ilman antibiootteja. Maljat pidettiin pimeassé
+24°C:ssa ja 1-2 vrk kuluttua kasvinpalat siirrettiin agaralustalle, jossa oli kefotaksiimia 250 mgl™ agrobak-
teeria vastaan ja maljat siirrettiin 18 h paivanpituuteen (cool white —valo, <1 umol/s®). Viikon kuluttua kas-
vinpalat siirrettiin agaralustalle, jossa oli kefotaksiimia 250 mgl™ ja ei-siirtogeenisen kalluksen kasvun hidas-
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tamiseksi kanamysiinia 5 mgl™. Kun siirtogeeninen kallus alkoi muodostaa versonalkuja, auksiinin maaréa
laskettiin 1 mgl™:aan ja sateilytaso nostettiin max. 50 pmol/s® versonkasvun edistamiseksi. Juurtuneet versot
istutettiin Kekkildn ruukutusseokseen ja siirrettiin kasvihuoneeseen jatkokasvatukseen (valojakso 18/6 h,
lampdotila 20/18°C).

Siirtogeenien vaikutus SOC1:n ilmenemiseen testattiin kvantitatiivisella PCR:II4. Kasvien nuoresta
lehdesté eristettiin kokonais-RNA méntymenetelmélla (Monte ja Somerville 2002). cDNA syntetisoitiin
Superscript 111 RT kitilld (Invitrogen) ja dT18 VN ankkurialukkeilla. 15 ml kvantitatiivinen PCR —reaktio
tehtiin LightCycler 480 SYBR Green | Master —kitilla (Roche Diagnostics) Light Cycler 480 real-time PCR
systeemilla (Roche Diagnostics). Forward-aluke oli 5’-caggtgaggcggatagagaa-3’ (Tm 59,4) ja reverse-aluke
5’-agagctttcctctgggagaga-3’ (Tm 59,8). Kustakin linjasta ajettiin kolme teknistd toistoa. Kontrollina oli sa-
moissa oloissa kasvanut siirtogeenitén genotyyppi.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Tuotimme agrobakteerivélitteisen geeninsiirron avulla 20 siirtogeenisté linjaa, joissa SOC1-geenin ilmene-
mist& oli joko lisétty tai hiljennetty. Aikaa geeninsiirrosta kasvien juurtumiseen kesti 24-25 viikkoa. Kallusta
muodostui varsin hyvin, mutta versonmuodostus oli hidasta. Ahomansikan regeneraatio laskee voimakkaasti
10 mgl™ kanamysiinipitoisuudessa (EI Mansouri ym. 1996, Alsheikh ym. 2002), joten on mahdollista, etté jo
5 mgl™ kanamysiinipitoisuus hidasti versonmuodostusta.

Alustavien havaintojen perusteella sekd SOC1-ylituotto- ettd hiljennyslinjojen kukinnassa ja ronsyn-
muodostuksessa esiintyi eroja kontrollikasveihin verrattuna. Ylituottolinjat kukkivat voimakkaasti ja ronsy-
jen maaré oli vahdinen. Vastaavasti hiljennyslinjoissa oli vain muutama kukinto ja paljon ronsyja. Havaitut
muutokset siirtogeenisten kasvien ilmiasussa ovat hyvin linjassa sen kanssa, ettd mansikan kukinnan ja ron-
synmuodostuksen runsaus ovat riippuvaisia toisistaan (Konsin ym. 2001).

Kaikissa testatuissa SOC1-ylituottolinjoissa SOC1 ilmeni voimakkaammin (Kuva 3) ja hiljennyslin-
joissa heikommin kuin villityypilla (Kuva 4). SOC1:n ilmenemistaso korreloi kukintailmiasun kanssa kaikil-
la testatuilla linjoilla.
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Kuva 3. SOC1-geenin ilmenemistaso ylituottolinjoissa 'Hawaii-4’-genotyypilld. Kvantitatiivisesta PCR:sté saadut Ct-

arvot normalisoitiin FvMSI:td vastaan ja ilmenemiserot siirtogeenitonté kontrollia vastaan laskettiin seuraavalla kaavalla:
2norma|isoitu Ct siirtogeenilinja/ 2norma|isoitu Ct kontrolli
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Kuva 4. SOC1-geenin ilmenemistaso "Hawaii-4’ hiljennyslinjoissa. Kvantitatiivisesta PCR:std saadut Ct-arvot normali-

soitiin FvMSI:t4 vastaan ja ilmenemiserot siirtogeeniténté kontrollia vastaan laskettiin seuraavalla kaavalla; 2Mmaisoitu ¢t
siirtogeenilinja/ 2normalisoitu Ct kontrolli
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Johtopéaatokset

Agrobakteerivilitteinen geeninsiirto toimi testattavana olleella ahomansikan jatkuvasatoisella genotyypilla
hyvin. Tuotimme useita siirtogeenisia linjoja, joissa SOC1-geenin ilmeneminen oli muuttunut. SOC1-
ylituottokasvit kukkivat voimakkaasti, kun taas SOC1:n hiljentdminen johti huomattavasti kasvullisempaan
ilmiasuun. Nama tulokset osoittavat, ettd SOC1 edistdd kukintaa mansikalla. Seuraava askel on linjojen itse-
polyttdminen ja jalkeldisten tarkempi tutkiminen eri paivanpituuksissa valojakson vaikutuksen selvittdmisek-
si. Kokeen perusteella ahomansikkaa voidaan kayttd4d mallikasvina muille Rosaceae-kasveille, erityisesti
puutarhamansikalle, myds geeninsiirtotekniikkaa hyddyntadmalla.
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