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Tiivistelma

Gerbera hybrida (s&delatva) on suosittu koristekasvi. Terdlehtien vérit ovat perdisin vesiliukoisista
antosyaaneista, jotka ovat sekund@arimetabolian tuotteita. Tutkiessamme tat4 metaboliareittid, 16y-
simme sen laheltd haaran, joka johtaa karvaan makuisiin yhdisteisiin, gerberiiniin ja parasorbosidiin.
Néiden karvasaineiden merkitys gerberalle on ollut tuntematon.

Gerberan karvasaineiden biosynteesiin vaikutettiin geenitekniikan keinoin hiljentamalla keskei-
sen 2PS-geenin toiminta. Anti-2PS-linjojen siirtogeenisiin gerberoihin ei gerberiinid ja parasorbosidia
synny, vaan ne maistuvat tavanomaiseen gerberaan verrattuna makealta. Epdily ndiden makealta mais-
tuvien kasvien herkkyydesta hyonteisherbivoriaan herdsi kasvihuonehavaintojemme perusteella.

Teimme erilaisia sy6tto- ja munintakokeita, joissa hyonteiset saivat valita karvasaineettoman ja
karvasainetta sisdltavan gerberan valilla. Karvasaineilla oli voimakas estévé vaikutus taplatupsukkaan
(Orgyia antiqua) ja krysanteemiyokkosen (Spodoptera littoralis) herbivoriaa vastaan. Ansarijauhiasen
(Trialeurodes vaporariorum) toukille karvasaineilla ei ollut merkitysta.

Tutkimuksemme perusteella karvasaineilla on hyoénteisherbivoriaa ehkaiseva vaikutus. Eri la-
jikkeilla on vaihtelua karvasaineiden maarén suhteen ja yhdisteiden pitoisuuksien mittaaminen on
yksinkertainen keino uusien lajikkeiden hyonteiskestavyyden arvioimiseen jalostustydssa. Pitkalla
tdhtayksellda on my6s mahdollista molekyylibiologisin keinoin siirtdd koko karvasainereitti uusiin
hyotykasvilajeihin, kdytannossé koristekasveihin.
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Johdanto

Koristekasvina suosittu sadelatva (Gerbera hybrida) on tunnettu laajasta vérikirjostaan ja joka vuosi
markkinoille tulevista uusista lajikkeista, joiden terélehdissd hehkuvat punaiset, oranssit ja keltaiset
sévyt. Punaiset ja oranssit vérit ovat peréisin vesiliukoisista antosyaaneista. Selvittdessimme antosy-
aanien biosynteesid gerberassa, 16ysimme metabolian haaraan, joka johtaa karvaan makuisiin yhdis-
teisiin gerberiiniin ja parasorbosidiin. Antosyaanien biosynteesissa térkeén kalkonisyntaasin geeni on
evoluution kuluessa kahdentunut ja toinen kopio on saanut uuden funktion. N&in syntynyt 2-
pyronisyntaasi (2PS) vastaa karvasaineiden biosynteesin ensimmaisestd vaiheesta (Helariutta et al.
1995, Helariutta et al. 1996, Eckermann et al. 1998).

Karvasaineita kertyy gerberassa lahes kaikkiin maanpéaéllisiin osiin (Nagumo et al. 1985). Ai-
neiden biologisen funktion selvittdmiseksi siirsimme 2PS geenin takaisin gerberaan kd&nnettynd, jol-
loin siirtogeeni esti 2PS entsyymin muodostumisen. Jalostetun anti-2PS -lajikkeen ulkonadssé ei ta-
pahtunut muutosta, mutta ne lakkasivat muodostamasta gerberiinid ja parasorbosidia (Elomaa et al.
1996).

Kasvihuonehavaintojen perusteella huomattiin siirtogeenisten anti-2PS -linjojen houkuttelevan
ripsidisid. Tastd herdsi olettamus, ettd karvasaineilla voisi olla hydnteisherbivorialta suojaava vaiku-
tus. Ta&man tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd, onko karvasaineilla hydnteisherbivoriaa vahentéva
vaikutus ja muuttaako karvasaineiden tdsmapoisto gerberan alttiutta hyonteisherbivoriaan.

Aineisto ja menetelmat

Kokeet tehtiin Regina-lajikkeesta johdetuilla siirtogeenisilld anti-2PS gerberalinjoilla no. 4 ja 5 kayt-
tden kontrollina ei-siirtogeenistd Regina-lajikkeen gerberaa. Koehyonteising kaytettiin kolmea eri
hyonteistd, jotka olivat tdplatupsukas Orgyia antiqua, krysanteemiydkkonen Spodoptera littoralis
sekd ansarijauhiainen Trialeurodes vaporariorum. Kaikki kolme ovat merkittavia gerberan tuholaisia.
Krysanteemiytkkonen ja taplatupsukas syévét gerberan koko lehtimassaa ja ansarijauhiainen imee
kasvinesteitd l&hinnd lehtien alapinnoilta.

Kasvien gerberiini- ja parasorbosidipitoisuudet mitattiin uuttamalla pakastekuivatut lehtindyt-
teet metanolilla ja analysoimalla uutteet ohutlevykromatografialla (Yrjonen et al. 2002). Glukosidit
tunnistettiin kastamalla levy 15% rikkihappoon metanolissa ja lammittdmalla levyd 10 min 120 °C.

Krysanteemiytkkosen ja tdplatupsukkaan toukilla kokeet tehtiin valintasyéttokokeena petrimal-
joilla laboratoriossa. Kokeilla seurattiin niiden sydomishalukkuutta anti-2PS-kasvin ja kontrollin vélil-
14. Kokeissa vedelld kostutettu suodatinpaperi asetettiin maljalle. Maljalle asetettiin saman painoiset
palat testikasvin ja kontrollikasvin lehted. Keskelle maljaa asetettiin toukka. Toukka sai valita syoté-
véakseen joko testi- tai kontrollikasvin lehted. Kokeen aikana toukan syontid seurattiin lehden painoa
mittaamalla (g) tai aistinvaraisesti arvioimalla toukan lehden syontid (cm?). Taplatupsukkaan toukilla
tehtiin viisi koetta (n= 8-12). Krysanteemiytkkdsen toukilla tehtiin seitsemén valintasyo6ttokoetta ja
yksi pakkosydttokoe, jossa toukalle tarjottiin joko testi tai kontrollikasvia (n= 10-12).

Akvaariokokeessa seurattiin aikuisten ansarijauhiaisten asettumista anti-2PS-kasvien ja kontrol-
likasvien valilld. Yhdeks&&n akvaarioon laitettiin maljakoihin sekd koekasvin ettd kontrollikasvin
lehtid. Akvaarioihin liséttiin n. 50 aikuista ansarijauhiaista ja niiden asettumista ja oleskelua joko tes-
ti- tai kontrollikasvin lehdill seurattiin 15 vrk:n ajan.

Muut ansarijauhiaiskokeet tehtiin kasvihuoneolosuhteissa ns. pussikokeina. Ansarijauhiaisten
munintahalukkuutta selvittdva koe siirtogeenisten ja kontrollikasvien vélilla tehtiin pussikokeena kas-
vihuoneella. Emokasveissa kiinni olevia testi- ja kontrollikasvin lehtid pussitettiin harsopusseihin
yksitellen kahdeksan kappaletta kumpaakin (Kuva 3b). Pussin sisélle laitettiin n. 20 aikuista ansari-
jauhiaista, jonka jalkeen pussi suljettiin. Kuukauden kuluttua pussi avattiin ja munat, toukat ja valeko-
telot laskettiin.

Pussikoe tehtiin my6s valintakokeena, jossa aikuiset ansarijauhiaiset saivat valita oleskelu- ja
munintapaikkansa koe- ja kontrollilehden valilla. Testi- ja kontrollikasvit aseteltiin ruukkuineen rinta-
rinnan, jotta 16:sta harsopussiin saatiin sek testikasvin ettd kontrollikasvin lehti, sek& 20 ansarijauhi-
aista. Kuukauden kuluttua pussit avattiin ja aikuisten, munien, toukkien ja valekoteloiden maaréat
kummallakin lehdelld laskettiin. Ennen jokaista ansarijauhiaiskoetta kokeeseen osallistuvat lehdet
harjattiin pullasudilla puhtaiksi munista.

Tulokset
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Kokeessa kéytettyjen siirtogeenilinjojen gerberiini- ja parasorbosidipitoisuudet madritettiin kokeeen
alussa ohutlevykromatografialla. Ndma kaksi karvasainetta oivat gerberan runsaimpia uuteaineita ja
ne puuttuivat kokonaan tai lahes kokonaan anti-2PS linjoista 4 ja 5 (Kuva 1).
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Kuva 1. Transgeenisten linjojen (no. 1-5) gerberiini- ja parasorbosidipitoisuudet verrattuna ei-siirtogeeniseen
Regina-lajikkeeseen (R).

Krysanteemiyokkoselld ja taplatupsukkaalla nédhtiin selvé ero toukkien sydnnissd karvasaineiden pi-
toisuuden mukaan. Krysanteemiyokkonen soi kaikissa kokeissa huomattavasti enemman anti-2PS
kasveja, joista karvasaineet oli poistettu (Kuva 2a, b). Samoin téplatupsukkaan toukan syéttokokeissa
toukat sOivat huomattavasti enemman makeaksi muutettua anti-2PS-kasvia kuin karvaan makuista
kontrollikasvia (Kuva 2c). Kaikkien tehtyjen kokeiden tulokset olivat samansuuntaiset. Pakkosyotto-
kokeen lopussa osa pelkalla kontrollikasvilla eléneisté toukista kuoli, oletettavasti nalkaan koska kas-
viin ei oltu juuri edes koskettu ja muuta ravintoa ei ko. toukille ollut tarjolla.
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Akvaariokokeissa ansarijauhiaisille kelpasi oleilupaikaksi seké anti-2PS lehti ettd kontrollilehti (Kuva
3a). Merkittavéa eroa lehtien vélilla ei ollut. Aikuiset ansarijauhiaiset eivat juuri liikkuneet kokeen
aikana, vaan ne tyytyivat lehteen, jonka olivat aluksi valinneet. Ansarijauhiaiset myos asettuivat leh-
dille toistensa ldheisyyteen, eivatka tasaisesti kaikille akvaariossa oleville lehdille. Hajonta akvaarioi-
den valill& oli suurta.
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Kuva 3. Ansarijauhiasten asettuminen anti-2PS-kasvin ja kontrollikasvin lehdille akvaariokokeessa (a). Jauhiai-
set eivét tehneet eroa karvaiden ja makeiden linjojen vélilld. Samanlainen tulos saatiin kasvihuoneella tehdyssé
harsopussikokeessa (b).

Ansarijauhiaisten pakkosy6ttona tehdyssa pussikokeessa (Kuva 3b) jauhiaiset olivat munineet vain
hieman enemman niissé pusseissa, joissa oli anti-2PS kasvin lehti. Ndissé pusseissa oli kokeen loput-
tua enemmén munia ja toukkia. Myos kontrollikasvin lehti oli kelvannut muninta-alustaksi.

Valintakokeena tehdyssé pussikokeessa, jossa samassa pussissa oli sek testi- ettd kontrollikas-
vin lehti, ansarijauhiainen oli muninut enemman kontrollikasville kuin anti-2PS-kasville. Kontrolli-
kasvissa oli enemmén munia ja toukkia. Pussikokeessa, jossa ansarijauhiaiset saivat valita kahden
kokonaisen anti-2PS-kasvin ja kokonaisen kontrollikasvin valilla, ansarijauhiaiset oleilivat ja munivat
satunnaisesti kaikilla kasveilla. Mik&an kasvi ei ollut toistaan suositumpi.

Tulosten tarkastelu

Laboratoriossa tehtyjen syéttokokeiden perusteella karvasaineet estivat voimakkaasti taplatupsukkaan
(Orgyia antiqua) ja krysanteemiyokkdsen (Spodoptera littoralis) herbivoriaa. Ansarijauhiaseen (Tria-
leurodes vaporariorum) puolestaan gerberiinilld ja parasorbosidilla ei ollut vaikutusta, ne séivét ja
munivat yht& hyvin niin karvaita kuin makeaksi muunneltuja gerberan lehtia.

Gerberiinin ja parasorbosidin biologinen funktio gerberassa on tadhan asti ollut arvoitus. Eri
lajikkeilla on vaihtelua karvasaineiden maaréan suhteen ja yhdisteiden pitoisuuksien mittaaminen on
yksinkertainen keino uusien lajikkeiden hyonteiskestavyyden arvioimiseen jalostustydssa. Pitkalla
tahtayksella on myo6s mahdollista molekyylibiologisin keinoin siirtdd koko karvasainereitti uusiin
hyotykasvilajikkeisiin, kdytdnndssa koristekasveihin.
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