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Seittisienen tartunta aktivoi systeemisen puolustusvasteen perunan iduissa
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Perunaseitti on yksi tarkeimmistd taudeista, joka vahentdd perunan satoa ja sadon laatua. Seittisieni
(Rhizoctonia solani) sdilyy siemenperunan pinnalla seittirupena ja maassa rihmastopahkoina, joista
tartunta saa alkunsa. Taudin ensimmainen vaihe ilmenee perunan idunkarkien kuolemisena, itujen
haaroittumisena ja taimettumisen myo6hastymisend. Taimettuneiden varsien maanalaisiin osiin jda taudin
nakyvaksi merkiksi versolaikkuja. Miksi osaiduista pystyy kuitenkin tartunnasta huoli matta taimettumaan,
on epasalvad. Taman ilmion tarkempi ymmartaminen voisi edesauttaa perunaseitin haittavai kutusten
lievittmista kasvukauden alussa

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd, aiheuttasko seittisienen tartunta puolustusreaktioita
perunan iduissa. Mukulat idatettiin pimedssd olosuhteiltaan kontrolloidussa kasvatuskaapissa, jossa
lampdtila vastas taimettumisen kannalta suotuisia pelto-oloja. Olosuhteet suosivat myos sdttisienen
aiheuttaman versolaikun syntymista. Kogjérjesteyssa perunan idun alaosa tartutettiin seittisienella. 1dun
ylaosa eristettiin alaosasta muovikauluksella, jonka tarkoitus oli estdd sienirihman kasvaminen erittéin
infektioalttiiseen idun kdrkeen. Perunan geenien ilmentymista idun kérkiosassa tutkittiin
mikrosiruanalyysilla 48 ja 120 tuntia alaosan tartutuksen jalkeen. Analyysissa voitiin havainnoida
samanaikaisesti n. 10,000 geenin ilmentymista (noin kolmannes perunan kaikista geeneistd).

Tulokset osoittivat, ettd suuri madra kasvien taudinkestavyyteen liittyvia geengja aktivoitui itujen
kérjissa, kun idun tyviosa tartutettiin seittisienella. Nama systeemiset puolustusvastest olivat selvasti
sienen aiheuttamia, silla iduissa, joita @ tartutettu, samanlaista puolustuksen aktivoitumista & tapahtunut.
Rinnakkaisissa kokeissa tartutettiin idun karkea seittisienella sen jalkeen, kun tyviosa oli tartutettu. Naissa
iduissa kérjen havaittiin olevan huomattavasti kestdvampi seittitartunnalle kuin iduissa, joiden tyviosaa e
ollut ensin tartutettu seittisienella. Kokeiden tulokset osoittivat, ettd perunan luontaiset puolustusreaktiot
kdynnistyvéat seittisieni-infektion aikana, mika sdittanee, miksi osa iduista sdviytyy seittitartunnasta ja
pystyy taimettumaan. Naiden reaktioiden hy6dynnettavyytta setintorjunnassa @ ole aiemmin tutkittu.
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Johdanto

Rhizoctonia solani —sieni on yksi maailman lagjimmille levinneista ja lagjaisantaisimmista
kasvitaudinai heuttajista. Sen tiedetddn voivan infektoida yli 200 kasvilgjia (Gvozdeva et al. 2006)
joihin kuuluu maailman tarkeimpid pelto-, puutarha- ja koristekasveja (Sneh et al., 1996). R.
solani on genesttisesti monimuotoinen lgji, joka jaotellaan nykyisin 14:44n erilliseen ryhméan perustuen
eri rotujen sienirihmojen kykyyn yhteensulautua eli anastomoida. Joitain poikkeuksia lukuun ottameatta,
vain samaan anastomoosiryhméan (AG) kuuluvien sienikantojen rihmat kykenevét yhdistyméaan toisiinsa.
Useat anastomoosiryhmét ovat erikoistuneet infektoimaan vain tiettyjen kasviryhmien edustgjia
Kasvukausien valissa sienirihma séilyy maassa joko viljelymaahan jaééneiden kasvijétteiden pinnalla tai
ankaria olosuhteita hyvin sietdvind rihmastopahkoina di sklerootioina. Rihmastopahkat ovat sienen
padasiallinen leviamismenetema kun maata tai pahkojen peittaméd kasvimateriaalia siirretddn uusille
kasvualueille.

R. solani:n anastomoosiryhma 3 (AG-3) on perunan pagasiallinen taudinaiheuttaja viileilla perunan
viljelyalueilla, kuten Suomessa (Lehtonen et al., 2008). Sita kutsutaan tavallisesti perunaseittisieneksi.
Toisinaan muidenkin AG-ryhmien on raportoitu kykenevan infektoimaan perunaa tai ainakin amaan sen
maanalaisissa osissa joko taudinaiheuttajina tai hgjoavaa kasvimateriaalia hyoddyntavind saprofyytteind
(esim. Carling & Leiner, 1986, Lehtonen et al., 2008). Aikaisin kasvukaudella seittitartunnan ai heuttamia
tuhoja voidaan havaita kaikissa perunan maanalaisissa osissa, kehittyvissa iduissa, versojen tyvilla seka
maavarsissa. Versolaikuksi kutsuttu vioitus ndkyy solukossa tummina laikkuina, jotka edetessdan
pysayttavat perunan kasvun ja vahentavét kasvin pintaan tulevien varsien sekd maavarsien lukumaaraa.
Versolaikusta kérsiva perunakasvi on heikkokasvuinen, myohaan taimettuva ja sSitd saatava sato on
epdtasalaatuista. Perunasadon kehittyessd sienen infektiostrategia muuttuu ja se alkaa muodostaa
kehittyvien tytérmukuloiden pinnalle rihmastopahkoja, sattiruveksi kutsuttua taudinmuotoa. Settiruven
peittaméa mukulat tarjoavat siendlle tehokkaan leviamisreitin uusille viljelyalueille. Seittiruven madraa
siemenperunassa valvotaan tarkasti, silla hyvien viljelytapojen noudattamisen seka torjunta-aineiden etta
torjuntaelididen kéyton ohella, terve siemenmateriaali on térkein keino hillita taudinai heuttajaa.

Taman tyon tarkoituksena oli selvittéda perunassa tapahtuvia molekylaarisia vasteta seittisienen
tartuttaessa isdntakasviaan. Kiinnostuksen kohteena ali erityisesti perunan puolustusvasteiden mahdollinen
aktivoituminen kehittyvissa iduissa. Pdto-oloissa ankarakaan sattisieni-infektio @ yleensé kykene
kokonaan estdmaan perunan taimettumista, vaan jotkin idut padsevat maanpinnalle seittisienesta
huolimatta. Havainto itujen kestavyyden parantumisesta alkutartunnan seurauksena on raportoitu jo 1930-
luvulla (Sanford, 1938), mutta sen perustana olevia perunan vasteta & ole tutkittu.

Aineisto ja menetelmat
Sieni- ja kasvimateriaali seké kogjarjestely

Tutkimukseen valittiin aiemmissa kokeissa ankaraa versolaikkua perunalla aiheuttava AG-3-kanta R11
(Lehtonen et al., 2008). Koekasvien tartutusta varten sienta kasvatettiin perunadekstroosi-agaralustalla

Tedtatut, terveat Saturna-lajikkeen siemenmukulat saatiin Suomen Siemenperunakeskukselta.
Iduttomat mukulat pintasteriloitiin kevyesti 1 %:lla natriumhypokloriitilla ja idétettiin kontroll oiduissa
oloissa kasvatuskaapissa (Sanyo) pimedssd ja kosteassa 18°C:een lampatilassa. Kasvatusolosuhteiden
haluttiin jaljittelevan tilannetta maan alla, pdlolla sdttisienen infektioon otollisena ajankohtana. Taman
vuoksi myos kaikki perunoiden tarkastelua ja kasittelya vaativat toimenpitest suoritettiin fotosynteettisesti
inaktiivisessa mustassa valossa (365 nm).
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ldun kasvettua n. 5 cm mittaiseksi, alaosa eristettiin ylaosasta pehmedstd muovista tehdylla
kauluksella. Kauluksen tehtévéna oli estéd idun alaosaan laitetun seittisienitartukkeen (@ 5 mm pala
sienirihmamaljalta) kasvu idun karkeen (Kuva 1). Naytteeksi otettiin idunkarki 48 ja 120 tuntia idun
alaosan tartutuksen jalkeen. Naytteenottoajankohdat méaéaritettiin seuraamalla sienirihman kasvua idun
pinnalla: 48 tuntia tartutuksesta rihma kasvoi tiiviisti idun pinnalla ja 120 tunnin kuluttua ensmmaiset
infektiorakenteet alkoivat kehittyd. Rihman e havaittu kasvavan kauluksen ohi. Kukin koe sisdlsi kuusi (6)
koekasvia, joista samana agjankohtana otetut idunkarkindytteet yhdistettiin analyysgéa varten. Koe
toistettiin kahdesti.

Kuva 1. Seittisienen tartukkeen (osoitettu nuolella) kasvu perunan idun tyvella (vasemmalla). Oikealla
koekasviyksil®, jonka idun ylaosa on eristetty tartutetusta alaosastaan muovisella kaulurilla.

Mikrosiruanalytiikka

Idunkérjissd aktivoituvia ja inaktivoituvia geengja tunnistettiin perunan cDNA kloonga sisdltavalla
mikrosirulla (NSF Potato Functional Genomics Project, TIGR Solanaceae Genomics Resource, Rockville,
MD, USA). Sirut mahdollistavat noin 10,000 geenin ilmentymisen samanaikaisen seuraamisen ja
vertaamisen tartutettujen itujen kérjissa ja samanikaisiss tartuttamattomissa iduissa. Itundytteiden RNA
eristettiin Trizol-reagenssilla (Caldo et al., 2004) ja lahetti-RNA monistettiin, puhdistettiin ja leimattiin
fluoresoivilla vérilaineilla Cy3 ja Cy5 kéyttéen Amino Allyl MessageAmp™ II aRNA Amplification Kit —
tuotetta valmistajan ohjeiden mukaisesti (Ambion, Texas, USA). Naytteiden hybridisointi mikrosirulla
suoritettiin sirujen vamistajan suositusten mukaisesti noudattaen kuvassa 2 esitettya kaaviota. Koe
toistettiin  kahdesti. Teknisiss toistoissa hybridisaatiossa kaytettyja varga vaihdettiin verrattavien
naytteiden kesken. Koetinten antamat fluoresenssisignaalit skannattiin GenePix 4200 AL -laitteella (Axon
Instruments) 10um:n resoluutiolla. Skannauksesta saatujen kuvien tulkinta ja kasittely suoritettiin
GenePix Pro 6.0 ohjelmistolla. Kuvista saatu humeerinen tieto normalisoitiin, sovitettiin lineaariseen
malliin ja analysoitiin tilastollisesti. Aktivoituneiksi/hiljentyneiksi katsottiin geenit joiden ilmenemistaso
muuttui enemman kuin 0,5 tai vahemman kuin -0,5 log2 asteikolla. Geenit, joiden ilmenemistason muutos
suhteessa infektoimattomaan naytteeseen oli tilastollisesti merkitseva (p < 0,05) jaotdtiin toiminnallisiin
ryhmiin tiedetyn tai oletetun toimintonsa perustedla.

Mikrosiruanalyysin antamia tuloksia tarkistettiin 25 valikoidun geenin osalta kvantitatiivisdla
polymeraasiketjureaktiolla (QRT-PCR). Alukkeet geenien testaamiseen suunniteltiin sekvenssitietojen
pohjalta Primer Express® v2.0 ohjemistolla (Applied Biosystems). Naytteistad syntetisoitu
komplementaarinen DNA (cDNA) kasitdtiin ja monistettiin LightCycler® 480 -laittedla LightCycler® 480
SYBR Green | Master Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) -valmistajan ohjeiden
mukai sesti.
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Aikapiste 0, ennen tartutusta

I Kuva 2. Kaaviokuva kokeissa suoritetuista
hybridisaatioista perunan cDNA mikrosiruilla
Tartuttamattomia naytteita verrattiin toisiinsa
sekd ennen koetta otettuun  O-naytteeseen
perunan iduissa tapahtuvien fysiologisen ian
aiheuttamien muutosten havaitsemiseksi.
Seittisienen  infektiosta aiheutuneita geenien
ilmenemismuutokset  selvitettiin -~ vertaamalla
tartutettujen  itujen  k&kida  samanikéisiin
kasittedleméattomiin ituihin 48 ja 120 tuntia

48 tuntia tartutuksesta, — 120 tuntia tartutuksesta,
késittelematon késittelematon

48 tuntia tartutuksesta 120 tuntia tartutuksesta o . -
kannalla R11 kannalla R11 seittisienitartutuksen jalkeen. Koe toistettiin

kahdesti.

Tautikestavyyden virittyminen

Kokeissa sdvitettiin myds lisddko kehittyvan idun alaosan tartutus sdttisiendla karjen tautikestavyytta
Idun alaosa tartutettiin edella kuvatulla tavalla, mutta 120 tunnin kuluttua kauluksen paala karjen
tuntumaan asetettiin uusi tartuke, jonka annettiin kasvaa idun yléosaan ja karkeen. Sienirihman kasvua
idun yléosassa seurattiin ' mustan valon' alla kolmen péivan véalein aina kolmeen viikkoon asti. Itujen
ylaosien versolaikkuoiréta ja pinnan sienirihmankasvustoa tarkasteltiin mikroskoopilla (Leica MZFLIII)
laktofenolisinglla vérjatyista naytteistd. Havainnot kuvattiin ViewFinder 1.0.135 ja StudioLite 1.0.136
ohjelmistoilla (Pixera Corboration, Los Gatas, CA, USA).

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Perunan itujen kéarkiosassa tapahtuvia geenien ilmenemistasojen muutoksia tutkittiin aluksi vertaamalla
toisiinsa tartuttamattomia ituja eri gjankohtina, jolloin havaittiin kasvin fysiologisesta igsta ja kasvusta
johtuvat muutokset. Ne olivat varsin vahaisia tutkimuksen (120 h) aikana eika niilla ol lut merkitysta sieni-
infektion aikaansaamien geenien tunnistamisessa ekd ilmenemistasojen muutosten tarkastelussa.
Tutkimuksessa muuttuneisuuden merkittévyyden rgattiin koskevan geengid joiden ilmenemistaso
kaksinkertaistui tai vaheni puoleen (ero tilastollisesti merkitsevd). Taman kriteerin mukaisesti 48 tuntia
tartutuksesta 76 geenin ilmenemistaso nousi ja 45 geenin puolestaan laski. Huomattavasti suurempia
muutoksia oli tapahtunut 120 tuntia tartutuksesta, jolloin havaittiin 453 geenin aktivoituneen ja 326
hiljentyneen. Kokeen tulokset ja ilmentymiseltédn muuttuneiden geenien jako toiminnallisiin luokkiin on
esitetty Taulukossa 1.

Mikrosirukokeesta valittujen 25:n geenin ilmenemistaso varmistettiin  kvantitatiivisdla
polymeraasiketjureaktiolla (QRT-PCR). Néilla kahdella menetelmélla saatujen tulosten todettiin vastaavan
toisiaan.
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Taulukko 1. llmentymiseltdédn muuttuneiden geenien maara idun karkiosassa 48 ja 120 tuntia
seittisi enitartukkeen asetuksen jalkeen.

Toiminnallinen luokka 48 tuntia tartutuksesta 120 tuntia tartutuksesta

aktivoituneet  hiljentyneet  aktivoituneet  hiljentyneet

Metabolia 19 12 103 94
Energia 1 3 20 11
Puolustusreaktiot 26 6 79 24
Replikaatio jatranskriptio 7 2 43 35
Signaalinvditys 4 2 29 29
Solunsgisédinen kuljetus ja organisaatio 0 0 23 17
Kasvu jakehitys 3 10 17 36
Protelinisynteesi ja proteiinien muokkaus 1 0 20 11
Ei tunnettu/biologinen toimintatuntematon 15 10 119 69
Y hteensa 76 45 453 326

Tulokset osoittivat, etta sdttisienitartunta idun tyvella aiheuttaa kérkiosassa merkittavia
geeninilmenemistason muutoksia. Monet aktivoituneet geenit kuuluivat puolustusgeenien ryhméan joiden
ilmenemistason on todettu nousevan monilla kasvilgjeilla R. solani —sienen infektiossa tai perunalla
muiden taudinai heuttajien hyokkayksessa (Dellagi et al. 2000, Montesano et al. 2005, Pompe-Novak et al.
2006, Ros e al. 2004, Tian e al. 2006). Aktivoitumista havaittiin myds puolustusproteiinien
synteesireitteihin liittyvilla geeneilla ja ylesesti proteiinien tuottoon ja kuljetukseen osallistuvilla
geeneilla Tama viittaa puolustusvaste den systeemiseen aktivoitumiseen seittisieni-infektion seurauksena
infektiokohdan ulkopuoldla sijaitsevassa solukossa. Yksi merkittdva aktivoitunut geeniryhma olivat
kitinaasit, jotka kykenevét hajottamaan sienien soluseindrakenteeseen kuuluvaa kitiinia. Kitinaasit ovat
tarkeitd puolustusentsyymgd myos kasvin taistelussa sdttisientd vastaan, silla tasaisesti kitinaasga
tuottavien siirtogeenisten kasvien on todettu olevan kestavampia R solani —sienen aiheuttamille
kasvitaudeille (Lorito et al. 1998, Punja 2001). Muiden puolustusgeenien synergistinen
yhteisaktivoituminen kitinaasien kanssa takaa kasville paremman mahdollisuuden taistella etenevaa
taudinai heuttaj aa vastaan.

Alaosastaan infektoitujen itujen ylaosien tautikestévyyden muutosta Rhizoctonia solani —sienen
aiheuttaman versolaikun muodostumista vastaan tutkittiin kahdessa rinnakkaisessa kokeessa. Itujen
ylaosien tautikestavyys parani selvasti, kun idun puolustusvaste oli ensin kaynnistetty idun alaosan
tartutuksdla. Aktiivisesti puolustautuvien itujen kéarjissd @ havaittu sienirihman kasvua eka
infektiorakenteiden muodostumista (Kuva 3A). Ainoan poikkeuksen muodostivat idut, jotka olivat
haavoittuneet kasittelyja tehtdessi. Haavakohta tarjos sienelle suoran pédsyn isantdkasvin solukkoon ja
ravinteita sienirihman kasvuun. Kun idun alacsaa € ensin tartutettu, idun yléosa pysyi alttiina tartunnalle
jasiind havaittiin runsasta seittisienikasvua seka voimakkaita infektiorakenteita (Kuva 3B), joiden avulla
seittisieni ottaa ravinteita isantékasvista aiheuttaen lopulta versolaikulle tyypillisid tummia, solukon
kuolemisesta johtuvia laikkuja.
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Kuva 3. |dun alaosan tartutuksella aikaansaatu
puolustuksen virittyminen idun kérkiosassa.
Alaosastaan aiemmin  tartutettujen  itujen
ylaosissa e havaittu kuin hyvin vahaista
sienirihman kasvua (A) eka infektiorakenteita
muodostunut. Aiemmin tartuttamattoman idun

3 yldosassa  seittisieni  kasvoi sen  Sjaan
s voimakkaasti, mika johti sienirihmapeiton
; muodostumiseen idun pinnalle seka
(22 voimakkaiden infektiorakenteiden kehittymiseen
o (B).

Johtopaatokset

Tyon tarkoituksena oli selvittdd, aktivoituvatko perunan luontaiset puolustautumismekanismit jo
perunan iduissa, ennen taimettumista, versolaikkua aiheuttavan seittisienen infektion alettua. Tulokset
osoittivat perunan kdynnistavan aktiivisen puolustautumisreaktioiden sarjan nopeasti seittisieni-infektion
alkaessa. Puolustautumisen todettiin olevan systeemistd, silla puolustusvaste kaynnistyi my6s alkuperéisen
infektiokohdan (idun tyvi) ulkopuolella ja suojasi taudille alttiita idunkérkid tartunnalta seka
versolaikkuoireiden kehittymiseltéd. Tulokset sdlittéavat osaltaan pelto-oloissa tehtyja havaintoja perunan
kyvysta taimettua huolimatta seittisienen aiheuttamasta kovasta tartuntapaineesta, joka ilmenee
versolaikkuoireina. Lisakokeilla tulisi selvittdd, miten muiden organismien seka toisten seittisienikantojen
yhteistoiminta vaikuttaa puolustuksen kehittymiseen ja voimakkuuteen ja kuinka luontaista
puolustautumista voitaisiin vahvistaa.
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