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Lyhenteet

SA-geeni Seneskenssiin vaikuttava geeni eng. senescence associated gene
RNA Ribonukleiinihappo

mRNA Lahetti-RNA

ARC I4n aiheuttama muutos eng. age-related-change

ACC-syntaasi

I-aminosyklopropaani-1-karboksylaattisyntaasi

ACC-oksidaasi

I-aminosyklopropaani-1-karboksylaattioksidaasi

Ein2

Eng. ethylene insensitive 2

Coil Eng. coronative insensitive 1

NAC NAM, ATAF1/2, CUC2

ABA Abskissihappo

RPK1 Eng. receptor protein kinase 1

AHK?2/3/4 Eng. authentic his-kinase

ARR Arabidopsis-kasvin reaktion sdétely eng. Arabidopsis response regulator
IAA Indoli-3-etikkahappo

SDG Vaimennuséételyn geenien ekspressio eng. Senescence down regulated genes
OREI Eng. oresara 1-like protein

BFN1 Eng. biofunctional nuclease 1

GLK 1/2 Eng. glukokinase 1/2




1. Johdanto

Syksyn saapuessa voidaan havaita koivujen lehdissi varimuutoksia, samoin kuin kellastumista
huonekasvien lehdissd vdhenevin valon tai ldmpdtilan laskun takia. Molemmissa tapauksissa
kyseessd on seneskenssi, jota voidaan sanoa lehden viimeiseksi kehitysvaiheeksi, joka
useimmiten johtaa sen kuolemaan (Gan & Amasino, 1997). Seneskenssi tosin mielletddn usein
passiiviseksi reaktioksi, joka tapahtuu automaattisesti kaikille lehdille tietyssd eldmékaaren
vaiheessa. Se on kuitenkin hyvin kontrolloitu geneettinen prosessi, jossa tapahtuu muutoksia
muun muassa kasvin metaboliassa seké rakenteessa (Gan & Amasino, 1997; Ok Lim, Jung Kim,

& Gil Nam, 2007).

Lehtien seneskenssid voi aiheuttaa idn eli kehityksen mukaisen seneskenssin lisdksi my0s
ympdriston aiheuttama stressi kuten kuivuus, ravinteiden miéré ja 1ampétila (Gan & Amasino,
1997; Khan, Rozhon, & Poppenberger, 2014). Lehtien seneskenssiin vaikuttaa usein myds valon
maiira. Joissain tapauksissa ylemmait lehdet voivat varjostuksellaan aiheuttaa seneskenssin alkua
alemmissa lehdissi, silld ne eivdt endd pysty kuroutumaan aurinkoa kohti. Valo, joka menee
ylempien lehtien ldpi, saa aikaan punaisten fotonien imeytymisen. Kun ne saavuttavat alemmat
lehdet, on punaisen ja pitkén punaisen valon suhde jo merkittivisti pienentynyt. Tdmé saa aikaan
signaalireittejd, jotka voivat aktivoitua valon muutoksen lisdksi myds patogeenien hyokkéayksen

tai kasvihormonien vaikutuksesta (Gan & Amasino, 1997).

Seneskenssin voidaan parhaiten havaita alkaneen lehtien keltaisesta véristd, joka johtuu
kloroplastien hajotuksesta (Ok Lim ym. 2007). Tatd seuraa sokerien, proteiinien ja
ribonukleiinihapon (RNA) hajotus. Tuma ja mitokondriot sdilyvét koskemattomina seneskenssin
loppuvaiheeseen saakka. Hajotetut ravinteet, aminohapot sekd muut makromolekyylit
kuljetetaan muihin kasvin lehtien osiin, kuten kehittyviin lehden alkuihin ja siemeniin nilan
kautta. Kaytettdvissd oleva energia siirretddn siis muualle kasvin osiin. Seneskenssi voidaan ndin
ollen ndhdd toimintona ja tirkednd osana kasvin eldmédnkaarta, joka ylldpitdd kasvin yleistd

hyvinvointia (Ok Lim ym. 2007; Taiz & Zeiger, 2003).

Lehtien seneskenssin saavat aikaan erilaiset sisdiset ja ulkoiset tekijat. Ulkoiset tekijit voivat
olla joko abioottisia (valo, kosteus, maaperédn suolat, lampdtila ym.) tai bioottisia (tuholaiset,

sienet, virukset ym.) (Ok Lim ym. 2007). Né@mi aiheuttavat seneskenssiin liittyvaa



geeniekspressiota, joka ndyttdisi olevan hyvin samanlaista kuin kasvien normaaleissa
stressireaktioissa. Jopa yli puolet transkriptiotekijoisti ovat samoja molempien reaktioiden
aikana. Seneskenssiin vaikuttavia ulkoisia tekijoitd on tutkittu enimmaikseen kasvihormonien
kautta, silld ne toimivat isossa osassa kasvien normaaleja stressireaktioita (Ok Lim ym. 2007;
Taiz & Zeiger, 2003). Seneskenssid kontrolloivat sisdisesti niin sanotut S4-geenit (senescence
associated genes), jotka koodaavat lehden eri komponentteja hajottavia entsyymejd (Taiz &

Zeiger, 2003).

Yksi ehka tarkeimmisté lehtien seneskenssin sovellutuksista on maatalouden tutkimus (Yadava,
Singh, Kumar, Sapna, & Singh, 2018). Seneskenssin manipuloiminen on tiettdvasti vaikuttanut
satoisuuteen ja ympdriston aiheuttaman stressin sietokykyyn, mutta se kertoo myos
maanviljelijoille sadonkorjuun aloitusajankohdasta (Yadava ym. 2018). Téstd herddvitkin
kysymykset, voidaanko kasvihormoneja ja geenimuuntelua hyddyntdd esimerkiksi
viljelyskasvien seneskenssin ajoittamisessa sekd mitkd ndistd hidastavat ja mitkd edistivit
seneskenssid. Tdmén takia painotus Luk-tutkielmassani on signaalinvilitysketjuissa ja

hormonitoiminnassa.

2. Kasvihormonit

Kasvihormonit ovat kemiallisia viestinkuljettajia, jotka vélittdvét informaatiota eri puolille
kasvia (Khan ym. 2014) ja ovat tiettdvasti suuressa roolissa lehtien seneskenssissd (Ok Lim ym.
2007). Ympaériston ja kehityksen vaikutuksesta ndmé hormonit vélittdvat signaalinvélitysketjuja,
jotka vaikuttavat seneskenssin alkamiseen ja etenemiseen geeniekspression kautta. Eri hormonit
saavat kuitenkin aikaan erilaisia reaktioita ja vaikuttavat kasvien eri osissa, mikd vaikeuttaa
lopputuloksen paikantamista. Geenimuunneltujen kasvien, mutaatioiden ja
geeniekspressioanalyysien avulla on saatu selville, ettd hormonaaliset reitit ovat yhteydessd

kasvin i4n aiheuttamaan luonnolliseen seneskenssiin (Ok Lim ym. 2007).

Jibran ym. (2013) esitteli artikkelissaan konseptin (kuva 1), joka tukee hormonien ja kasvin idn
yhteyttd. Se perustuu niin sanottuthin ARC:in (age-related-changes) eli idn aiheuttamiin
muutoksiin. Néitd muutoksia voivat olla esimerkiksi solusyklistd poistuminen tai lehtien kasvun

pysdhtyminen. Jibran ym. (2013) mukaan seneskenssié ei voi indusoida hormoneilla ennen kuin



tietty madrd ARC:ja on kertynyt. ARC:t eivit myoskddn katoa idn myo6td, vaan ne kerddntyvit
kasviin eli ne ovat peruuttamattomia. He painottavat myds, ettd ARC:en maari ja ajoitus voivat
vaihdella ympiriston muutosten ja niiden aiheuttamien hormonaalisten signaalien toimesta

(Jibran ym. 2013).

Hormonit
|

ARC

Nuori Taysikasvuinen  Vanha

Seneskenssi

Kuva 1: Hormonien ja ARC:n (age-related-changes) eli idn aiheuttamien muutosten yhteys

lehtien seneskensissd. Kuva on tehty Jibran ym. (2013) pohjalta.

Lehtien seneskenssid nopeuttavat etyleeni, jasmonaatti, abskissihappo ja salisyylihappo, kun taas
sitd hidastavat mahdollisesti auksiini ja sytokiniinit (Jibran ym. 2013). Alla késitellddn eri

hormonien (kuva 2) vaikutuksia lehtien seneskenssiin tieteellisten tutkimusten perusteella.



Kuva 2: Kasvihormonien rakenteet: etyleeni (a), jasmonaatti (b), abskissihappo (c), sytokiniini
(d) ja auksiini (e). Kuva on tehty vapaan National Center for Biotechnological information

PubChem tietokannan perusteella.

2.1 Etyleeni

Etyleeni on kaasumuotoinen kasvihormoni, joka tunnetusti vaikuttaa muun muassa hedelmien
kypsymiseen, kukkien lakastumiseen, abskissioon ja lehtien seneskenssiin (Jibran ym. 2013).
Etyleenin vaikutuksista on tiedetty jo pitkddn, mutta vasta hiljattain on saatu enemmaén tietoa sen

roolista ja mekanismista lehtien seneskensissé. Etyleenin vaikutuksia seneskenssin aikana tukee



sen  biosynteesistd  vastuussa  olevien = ACC-syntaasin  (1-aminosyklopropaani-1-
karboksylaattisyntaasi), ACC-oksidaasin (1-aminosyklopropaani-1-karboksylaattioksidaasi) ja
nitrilaasin méérdn, sekd signaloinnin geenien ekspression mééran nousu (Jibran ym. 2013; Ok

Lim ym. 2007).

Buchanan-Wollaston ym. (2005) 10ysivét tutkimuksessaan 21 S4-geenid, joiden aktiivisuus laski
ein2 (ethylene insensitive protein 2) -mutantissa. My0s sama maird SA-geenejd 10ytyi coil
(coronatine insensitive 1) -jasmonaattimutantista mikd viittaa siihen, ettd etyleenilld ja
jasmonaatilla on samankaltaisia signalointireitteji (Buchanan-Wollaston ym. 2005). Geenit,
joiden aktiivisuus véheni coil ja ein2:n vaikutuksesta, koodaavat enimmékseen proteiineja kuten
polygalakturonaasi ja pektiininesteraasi. Nididen proteiinien padtehtdvind on soluseinin
hajottaminen. Myds NAC (NAM, ATAF1/2, CUC2) transkriptioperheen geenien BFNI
(biofunctional nuclease 1) ja RNAsel:n aktiivisuus laski merkittdvésti. Niilld on tunnetusti rooli
aminohappojen ja hiilihydraattien hajotuksessa (Buchanan-Wollaston ym. 2005). Néin ollen
vaikuttaa siltd, ettd etyleenin suurin vaikutus on seneskenssin loppupuolella eikd niinkdén sen

aloituksessa (Jibran ym. 2013).

Etyleenin vaikutusta S4-geeneihin tukee myos Grbid & Bleeckerin (1995) koe, jossa he altistivat
Arabidopsis-kasvin ulkoisesti etyleenille. He huomasivat, ettd geenien SAGI/2 ja SAG2
aktiivisuus nousi merkittévisti altistuksen jilkeen (Grbid & Bleecker, 1995). Undemman tiedon
mukaan etyleeni ei kuitenkaan pysty yksin aloittamaan seneskenssid, vaan se vaatii myds idn

aitheuttamia tekijoitd eli ARC:ja (Ghanem ym. 2008).

Etyleenin rooli on kasvin stressinsietokyvyn kannalta tdrked (Jibran ym. 2013). Tutkimuksessa,
jossa etyleenin signalointi saatiin pidettyd tasaisena ctrl-I-mutantissa, huomattiin parempi
suolansietokyky verrattuna villityypin yksiloon. Kuitenkin etyleenin yliekspressio voi atheuttaa
herkkyyttd muihin ympériston aitheuttamiin rasitteisiin. Tima huomattiin Arabidopsis-kasvissa,
jonka kylmyyden sietokyky oli heikompaa etyleenin yliekspression seurauksena (Jibran ym.

2013).



2.2 Jasmonaatti

Jasmonaatit ovat lipideistd johdettuja kasvihormoneja, jotka ohjaavat kasvin stressireaktioita
sekd sen eri kehityksenvaiheita, kuten siemenen itdmistd, juurten kasvamista ja lehtien
seneskenssid (He ym. 2002; Wasternack, 2007). Vaikka jasmonaatin rooli lehtien seneskenssissi
on tunnettu jo kauan, vasta hiljattain on huomattu sen vaikutuksen laajuus. Jopa 14 seneskenssin

promoottorialuetta 125:std aktivoituivat jasmonaatin toimesta (Jibran ym. 2013).

He ym. (2002) saivat selville tutkimuksessaan, etti Arabidopsis-kasvin lehdelle ulkoisesti
levitetty jasmonaatti sai aikaan ennenaikaisen seneskenssin seké kiinni olevissa, ettd irrotetuissa
lehdissd. Tama ndkyi klorofyllien méérdn vdhenemisend, fotosysteemi Il:n aktiivisuuden
viahenemisend sekd SA-geenien (SEN4, SEN5 ja rVPE) aktiivisuuden lisddntymisena.
Seneskenssid ei kuitenkaan tapahtunut coi/-mutantissa, joka viittaa siithen, ettid jasmonaatilla on
rooli seneskenssin aikana tapahtuvissa signaalireiteissd. Tétd tukee my0s jasmonaatin tason
nelinkertainen nousu seneskeettisissd lehdissd verrattuna ei-seneskeettisessd tilassa oleviin

lehtiin (He ym. 2002).

Jasmonaatin rooli luonnollisessa eli niin sanotussa pimeédn aiheuttamassa seneskensissd, on
kuitenkin aiheuttanut kysymyksid eri tutkimustulosten takia. Mutantti coil/-2, jonka ansiosta
jasmonaatin méiird vidhenee, sai aikaan lehtien seneskenssin hidastumisen pimeéssa
ympéristdssd. Kuitenkin samankaltainen mutantti alleenioksidisyntaasi (aos) ei hidastanut

vastaavassa ympdristdssd lehtien seneskenssié (Jibran ym. 2013).

2.2 Abskissihappo

Abskissihappo (ABA) on kasvihormoni, jonka tehtdvind on kontrolloida kasvin kehitystd ja
kasvua muun muassa siemenen itdmisen, embryogeneesin, lehtien seneskenssin seké bioottisen
ja abioottisen stressin aikana (Jibran ym. 2013). Review-artikkelissaan Ok Lim ym. (2007)
painottavat ABA:n roolia ympéristdon aiheuttaman stressin signaalinvélittdjdnd (Ok Lim ym.
2007). ABA:n signaalinvilitysreitti on kuitenkin monimutkainen ja sen uskotaan altistavan
kasvia enemmin patogeenihyokkéyksille, kun taas joissain tutkimuksissa ABA niyttdisi

suojelevan kasvia patogeenihyokkayksiltd (Jibran ym. 2013).



ABA tiettdvisti edesauttaa lehtien seneskenssid, mutta sen vaikutuksen voimakkuus on vield
epaselvd (Ok Lim ym. 2007). Tutkimuksessaan Weaver ym. (1998) suihkuttivat Arabidopsis-
kasvin vanhoille sekd nuorille lehdille ABA-liuosta. Vanhat lehdet alkoivat kellastumaan, mutta
nuorissa lehdissé ei havaittu muutoksia ABA-késittelyn jdlkeen. Nayttdisi siis siltd, ettd ABA
vaikuttaa lehtiin vain, jos seneskenssi on jo luonnostaan kidynnissid. Vanhoista lehdistéd tehtiin
my0s analyysi, jossa selvisi, ettd ABA indusoi lisdksi monen SA4-geenin positiivista ekspressiota
(Weaver ym. 1998). Samanlaisia tuloksia sai myos Lee ym. (2011) kokeessa, jossa he
varimuutoksen lisdksi mittasivat klorofyllien méérdd neljd ja 12 pdivdd vanhoissa lehdissa.
Odotetusti 12 pdivad vanhoissa lehdissd klorofyllien madra laski merkittavésti verrattuna nelja

pdivéa vanhoihin lehtiin (Lee ym. 2011).

ABA:n vaikutuksia on tutkittu Arabidopsis-kasvin RPKI-geenin avulla, jota sdiddelldén
tunnetusti voimakkaammin lehtien seneskenssin aikana (Ok Lim ym. 2007). RPKI koodaa
RPK1 (receptor protein kinase 1) -proteiinia, joka on kiinnittyneend solukalvoon (Lee ym. 2011).
Lee ym. (2011) halusi tutkimuksessaan selvittdd RPK/:n avulla kasvin ién vaikutuksia ABA:n
toimintaan. He huomasivat, ettd “loss-of-function”-mutaatiossa lehtien seneskenssi oli
merkittdvisti hidastunut, kun taas RKPI-geenid yliekspressoivassa mutantissa seneskenssin
eteneminen oli nopeutunut. Tdmi kuitenkin koski vain tdysikasvuisia lehtid. Nuoremmissa
lehdissé yliekspressio aiheutti viivastynyttd kasvua ilman seneskenssin merkkejd. ABA ja RPK1
todenndkdisesti vaikuttavat kasvin eri kehitysvaiheissa. Jotta ne vaikuttaisivat lehtien
seneskenssiin, on kasvin oltava tdysikasvuinen (Lee ym. 2011). Uskotaan, ettd aikaisessa
vaiheessa ABA:n vaikutuksia ovat enimméikseen ulkoisen stressin sietokyvyn ylldpito ja

myohemmin vanhemmissa lehdissd geenien, kuten SAG113 ekspressio (Jibran ym. 2013).

2.4 Sytokiniini

Yksi tutkituimmista kasvihormoniryhmistd on sytokiniinit. Tunnetuimmat muodot ovat joko
isopentenyyliadeniini tai tseatiini, jotka muodostuvat adeniini- tai fenyyliureapohjaisista
yhdisteistd. Sytokiniineilla on tirked rooli muun muassa kasvien versojen ja varsien sivuhaarojen
muodostumisessa, fotomorfogeneesissd sekd juurien erilaistumisessa ja lehtien seneskenssin

hidastamisessa (Jibran ym. 2013; Khan, Rozhon, & Poppenberger, 2014).
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On esitetty, ettd lehtien seneskenssin aikana sytokiniinisynteesin geenien aktiivisuus on
heikentynyt, jotka koodaavat sytokiniinisyntaasia ja adenosiinifosfaatti-
isopentenyylitrasferaasia. My0s sytokiniinid hajottavan sytokiniinioksidaasin madrén nousu on
havaittavissa (Ok Lim ym. 2007). Sytokiniinin roolia seneskenssin hidastajana tukevat
tutkimukset, joissa kasvin lehdet olivat ulkoisesti kisitelty sytokiniinilli. Tami sai aikaan
ndkyvian seneskenssin hidastumisen. Sama pystyttiin toistamaan myos sisdisesti SAGI12-

promoottorin avulla (Jibran ym. 2013).

Khan ym. (2014) mukaan sytokiniinin signalointi Arabidopsis-kasvissa tapahtuu kolmen
histidiinikinaasi-reseptorin kautta, jotka ovat AHK?2 (authentic his-kinase 2), AHK3 (authentic
his-kinase 3) ja AHK4 (authentic his-kinase 4). Sytokiniinin sitouduttua reseptoreihin
histidiinifototransferaasiproteiinit kuljettavat signaalin ARR:lle (Arabidopsis response

regulator), joka vastaavasti sddtelee sytokiniiniin reagoivia geeneji (Khan ym. 2014).

AHK3-reseptorin toimintaa on erityisesti tutkittu, koska silli on taipumus pidentdd lehden
elinikdd (Kim ym. 2006; Ok Lim ym. 2007). Kim ym. (2006) tutkimuksessa orel2-1 “gain-of-
function”-mutaation avulla AHK3:n aktiivisuus voimistui, jonka seurauksena lehtien
seneskenssi oli hidastunut. Orel2-I-mutaatio todenndkdisesti tapahtui solunulkoisessa
sytokiniinin kiinnittymiskohdassa. Kuitenkin ahk3 loss-of function”-mutaatiossa seneskenssii
ehkdisevit toiminnot olivat alentuneet. Tdma perusteella voidaan sanoa, etti AHK3:1la on tirked
rooli lehtien elinkyvyn ylldpitimisessd, ja etti se toimii sytokiniinin signaalinvélitysreitin

alkupééssa (Kim ym. 20006).

2.5 Auksiini

Auksiinit tunnetaan laajasta vaikutusten kirjosta, kuten apikaalidormanssista, solujen kasvusta,
tropismista sekd versojen ja juurten kehityksestd (Jibran ym. 2013; Khan ym. 2014; Ok Lim ym.
2007). Tama kirjo onkin syy sille miksi juuri auksiinin vaikutuksia on ollut vaikea havaita lehtien

seneskensin aikana (Ok Lim ym. 2007).

Indoli-3-etikkahappo (IAA) on auksiinin biologisesti aktiivinen muoto, joka on syntetisoitu

tryptofaanista (Khan ym. 2014). Tutkimuksista on saatu selville, ettd vapaan IAA:n mééra



nousee lehdissd merkittdvasti lehtien seneskenssin aikana, vaikka auksiinin méaara
kokonaisuudessaan vidhenee (Hou, Wu, & Gan, 2013; Jibran ym. 2013). Tdmén perusteella
voidaan padtelld, ettd ainakin vapaalla IAA:lla on rooli lehtien seneskenssissé (Jibran ym. 2013).
Tatd tukevat myos tutkimukset, joissa kasvit ovat ulkoisesti altistettu auksiinille. Tdmén
seurauksena havaittiin hidastunutta klorofyllin ja proteiinien hajoamista, sekd useiden SA-
geenien ekspression madrdn laskua (Hou ym. 2013). Samankaltaisia tuloksia on saatu myds
YUCCA-geenien tutkimusten avulla. YUCCA on geeniperhe, joka koodaa mono-
oksigenaasientsyymid. Mono-oksigenaasi toimii yhtend katalyyttind auksiinin biosynteesissé.
Toiminnan voimistumismutaatioiden yuc-I1D ja 35S:YUC6 seurauksena huomattiin lehtien

seneskenssin hidastuneen ja S4-geenien aktiivisuuden laskua (Jibran ym. 2013).

Auksiinin roolista ei olla vieldkddn varmoja, onko se seneskenssid edistivdd vai hidastavaa
erilaisten tutkimustulosten takia (Khan ym. 2014). Hou ym. (2013) tutki Arabidopsis-kasvin
SAUR36-geenid, joka kuulu auksiinien aktivoimaan S4 UR-geeniperheeseen. He saivat selville,
ettd saur36 “loss-of-function”-mutaatiossa SAUR36 nidyttiisi hidastavan lehtien seneskenssia.
Tata tukisi myds heidin tutkimansa ”gain-of-function”-mutaatio, jossa seneskenssin eteneminen
ja klorofyllien hajoaminen oli nopeutunut nuorissa lehdissd. Néiden tulosten perusteella

vaikuttaisi silté, ettd auksiini onkin positiivinen sdételijd lehden seneskensissd (Hou ym. 2013).

Tutkimusten perusteella vaikuttaisi siltd, ettd auksiinin vaikutukset lehtien seneskensissd ovat
monimutkaisia. On my0s epdilty, ettei auksiinin méaéra itsessdédn aiheuta reaktioita seneskensissé,
vaan sen muodostamat auksiinigradientit (Ok Lim ym. 2007). Jotta auksiinin rooli seneskensissa

voidaan tdysin ymmartid, tarvitaan lisdd tutkimustuloksia (Khan ym. 2014).

3. Signaalinvilitysreitit

3.1 SA4-geenit

SA-geenit (senescence associated genes) ovat suuressa roolissa seneskenssin alkamisessa ja
etenemisessd (Taiz & Zeiger, 2003). SA-geenit koodaavat entsyymejd, jotka pystyvit

hajottamaan kasvin eri komponentteja. Niditd entsyymejd ovat muun muassa ribonukleaasit,
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proteaasit seka lipaasit. Ndiden geenien ekspression midrd nousee seneskenssin aikana, kun taas
seneskenssin SDG:n (senescence down regulated gene) eli vaimennussditelyn geenien
ekspressio vdhenee. SDG:t ovat pédasiallisesti vastuussa proteiineista, joilla on rooli
fotosynteesissd eli ne saavat aikaan fotosynteettisen aktiivisuuden laskemisen (Taiz & Zeiger,
2003). S4-geenejd on loydetty useilta kasveilta, kuten Arabidopsis, riisi ja tupakka. Uskotaan,
ettd jopa 20 % kaikista Arabidopsis-kasvin tutkituista geeneistd aktivoituvat tai muuttavat
ekspressiotaan seneskenssin aikana. Guo ym.:n (2014) cDNA eli komplimentaarisen
deoksiribonukleiinihapon sekvensointitutkimuksessa 10ydettiin jopa 2500 geenid, jotka
ilmenivit kasvin lehdessd, joka oli selkedsti seneskeettisessd tilassa. Jos SA-geenien tuotteet
saadaan selville, voidaan niiden perusteella my0s selvittdd mahdollisia biokemiallisia reittejd, ja
ndin selvittdd, miten seneskenssi etenee. Yksi suurimmista ongelmista on kuitenkin, ettd
seneskenssin signaalireitit ovat lajikohtaisia eli eri tutkimusten johtopadtoksid on vaikea yleistaa
muihin lajeihin. Néin ollen on tirkedi, ettd intensiivistd tukimusta tehtéisiin toistaiseksi yhdelle
lajille. Téll4 hetkelld seneskenssin tutkimuksessa suosituin organismi on Arabidopsis thaliana
sen lyhyen eldménkaaren seki pienen ja tutkitun genomin takia (Gepstein ym. 2003; Guo & Gan,

2005).

Seneskenssin tutkimuksen perusteella SA-geenit voidaan jakaa kahteen luokkaan, tyypin I ja
tyypin II S4-geeneihin (kuva 3). Luokat erottavat niiden esiintymispaikka ja ajoitus. Tyypin |
SA-geenejd ekspressoidaan vain seneskenssin aikana ja niitd arvellaan olevan vain muutama,
kuten SAG12 ja SAGI13. Tyypin Il SA-geenit taas ndyttdisivdt ekspressoituvan koko lehden

elinidn ajan, mutta ne lisdéntyvit merkittdvasti seneskenssin aikana (Gan & Amasino, 1997).
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Kuva 3: SDG:n (senescence down regulated gene) eli vaimennusséitelyn geenien ja SAG I/11
(senescence associated gene) eli seneskenssiin vaikuttavien geenien ekspressiotaso kasvissa

seneskenssin aikana. Kuva on tehty Gan ja Amasino (1997) pohjalta.

Gan ja Amasino (1997) késittelevit review-artikkelissaan Oh ym.:n (1996) tutkimusta, jossa
Arabidopsis reagoi eri tavalla luonnolliseen ja keinotekoiseen pimeddn ympéristoon. SINI-
geenin ekspressiotasot erosivat merkittdvisti eri ympdristojen valilli. Tamin perusteella
voidaan sanoa, ettd luokkien vililld on suuriakin eroja signaalireittien suhteen (Gan & Amasino,
1997). Gan & Amasinon (1997) tutkimuksen tuloksena huomattiin myds, ettd SA-geenien
(SAG12,SAG13 ja SAG15) promoottorialueilla ei ole konservatiivista cis-elementtid. Néin ollen
SA-geenien promoottorialuetta kontrolloi todennédkoisesti monta eri transkriptiotekijdi (Gan &

Amasino, 1997).

3.2 Transkriptiotekijit

SA-geenien ekspression alkamisesta aina lehden putoamiseen saakka vaikuttavat

transkriptiotekijat, jotka sddtelevit transkription aloitusta ja midrdd. Tdhan eniten vaikuttavat
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transkriptiotekijat ovat NAC (NAM, ATAF1/2, CUC2) sekd WRKY -transkriptiotekijaperhe
(Ryun Woo, Jung Kim, Gil Nam, & Ok Lim, 2013).

3.2.1 ORE1

OREI1 (oreasaral-like protein) on yksi tirkeimmistd NAC-transkriptiotekijoistd, joiden tiedetddn
positiivisesti vaikuttavan seneskenssiin etyleenin signaalinvilityksen kautta, jolloin sen mééra
ndyttdisi lisddntyvéin (Balazadeh ym. 2010). ORE1:n toiminta perustuu lehden ik&én. Nuorissa
lehdissi seneskenssii torjuu mikro-RNA miR 164, jonka uskotaan toimivan niin sanotusti jarruna
liian aikaista solukuolemaa vastaan. Sen méara kuitenkin vihenee vanhenneissa lehdissd EIN2:n
(ethylene insensitive 2) vaikutuksesta. EIN2 koodaa proteiinia, joka toimii etyleenin
signaloinnissa endoplastisessa kalvostossa. Se saa aikaan OREI:n ekspression tason nousun

(Alonso ym. 1999).

OREI vaikuttaa moniin eri geeneihin, joita on tiedettivisti jopa 17 (Matallana-Ramirez ym.
2013), kuten BFNI, joka koodaa tyypin 1 nukleaasia. Nukleaasi 1:std voidaan 16ytdd
seneskenssin lopussa yhdessa hajonneiden aminohappojen kanssa, mika viittaa siithen, ettd BFNI
vaikuttaa DNA:n hajoamiseen. Kuitenkin kasveilla, joilla on toimimaton BFNI-geeni, ei
havaittu eroa seneskenssin etenemisessd. Tdmé johtuu todenndkoisesti ORE1:n vaikutuksesta
moneen eri geeniin ja ndiden yhteisvaikutuksesta seneskenssin suhteen (Farage-Barhom ym.

2011).

ORE1 vaikuttaa myds muihin transkriptiotekijoihin. Rauf ym. (2013) esittdd, ettdi ORE/:n
ekspressiotason ollessa matala, on GLK:n (glucokinasel) ja GLK2:n (glucokinase?2) ekspressio
korkea, ja ne aktivoivat vastaavasti fotosynteesiin liittyvid geenejd. GLKI1 ja GLK2 toimivat
siten kloroplastien kehityksessd ja ylldpidossa. Vanhemmissa lehdissé OREI:n ekspression
kasvaessa GLK-geenien tuotanto védhenee, jolloin kloroplastien ylldpito hidastuu, joka johtaa
niiden hajoamiseen (Rauf ym. 2013). Nayttdisi siis siltd, ettdi OREI:n ekspressio kdynnistdd
monia eri signaalinvélitysreittejd, jotka vaikuttavat lehden ylldpitoon. Tiedetddn myds, ettd
transkriptiotekiji ORE1 vaikuttaa suoraan SINA[-geeniin, jonka koodaamalla proteiinilla on

vaikutusta proteiinien ubikitinaatioon eli hajoamiseen (Matallana-Ramirez ym. 2013).
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3.2.2 AtNAP

AtNAP on toinen NAC-transkriptiotekijd, joka on tiettdvisti osana lehtien seneskenssid. Guo &
Gan (2006) halusivat tutkimuksessaan selvittdd AtNAP:n toimintaa Arabidopsis thaliana-
kasvissa (Guo & Gan, 2006). Tuloksissa he mainitsevat, ettd DNA-siruanalyysin perusteella
AtNAP-ekspressiota tapahtuu seneskenssin aikana muun muassa lehtien, lehtiruusukkeiden ja
terdlehtien soluissa. Tutkimuksessa selvisi myos, ettd A¢tNAP-nollamutanttiyksildissa
seneskenssi viivéstyi jopa kymmenelld pdivilld verrattuna villityypin yksil6éihin. Sen sijaan
kasvilla, joka yliekspressoi 4¢tNAP-geenid seneskenssi eteni paljon nopeammin ja lehden olivat
kokonaan seneskeettisessi tilassa jo neljin péivian jalkeen. Tutkimuksessaan Guo & Gan (2006)
halusivat my0s selvittdd, mitd vaikutuksia eri seneskenssid edistivilld tekijoilla olisi AtNAP:n
ekspressioon. He saivat selville, ettd muun muassa ABA, etyleeni ja osmoottinen stressi
vaikuttivat lievisti AtNAP:n ekspressioméériin, kun taas jasmonaatilla, pimeélla ymparistolla tai
kuivuudella ei ollut juurikaan vaikutusta. Téstd he paittelivit, ettd AtNAP.n aktivoituminen
riippuu enimmikseen kasvin idstd ja kehityksestd, eikd esimerkiksi ulkoisista tekijoista.

AtNAP:n arvellaan siis olevan osana SA4-geenien aktivoimista (Guo & Gan, 2006).

Zhang & Gan (2012) ovat my0s tehneet tutkimusta AtNAP-transkriptiotekijilld, mutta he ovat
saaneet hieman erilaisia tuloksia verrattuna Guo & Gan (2006) tutkimukseen (Zhang & Gan,
2012). He viittaavat raportissaan tutkimukseen Zhang ym. (2011), jonka mukaan SAG/ 13-geeni
vaikuttaa negatiivisesti ABA:n signalointiin. Tdm4 taas saa aikaan ilmarakojen aukiolon, jolloin
veden menetyksen myotd seneskenssi etenee nopeammin. Zhang ym. (2011) tutkimuksen
mukaan ndyttiisi siltd, ettd AtNAP aktivoituu ABA:n toimesta, joka saa aikaan SAGI/I3:a

ekspression ja ndin seneskenssin etenemisen (Zhang & Gan, 2012).

Zhang & Gan (2012) tutkivat my0s SAG113-ekspressiota “knock-out” ja villityypin kasveista.
Villityypin kasveissa SAG1 13-ekspressio oli korkeampaa lehdissé, jotka olivat seneskeettisessa
tilassa verrattuna nuorempiin lehtiin. ”Knock-out” naytteissd SAG113-ekspressiota oli paljon
vihemmaén. Néin ollen néyttéisi, ettd SAGI13-geeni on riippuvainen AtNAP-transkriptiotekijan

aktiivisuudesta. He saivat selville myds, ettd ABA:lla indusoitu SAG113 “knock-out ”-kasvien
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ekspressio oli hyvin alhaista, eli kyseessd olisi todenndkdisesti toisistaan riippuvainen ABA-

AtNAP-SAG113-sditelyketju (Zhang & Gan, 2012).

Zhang & Gan (2012) keskustelevat ongelmasta, jonka mukaan ABA:n tehtdvéna on tunnetusti
sulkea ilmaraot kuivassa ympéristossd. Miksi siis ABA aiheuttaisi reaktion, joka saisi aikaan
ilmarakojen aukiolon? Uskotaan, ettd kyseinen sditelyketju on kehittynyt vastustamaan ABA:n
normaalia reaktiota seneskenssin aikana, jotta se voisi edetd mahdollisimman nopeasti ja

estimaa esimerkiksi mahdolliset patogeenien hyokkiykset (Zhang & Gan, 2012).

3.2.3 WRKY-transkriptiotekijat

Yksi tutkituimmista transkriptiotekijoistd liittyen seneskenssiin  on suuri WRKY-
transkriptiotekijaperhe (Eulgem, Rushton, Robatzek, & Somssich, 2000). WRKY-
transkriptiotekijoilla on kyky liittyd DNA:n niin sanottuun W-box sekvenssialueeseen
((TY(T)TGAC(C/T)). Uskotaan, ettd moni WRKY-transkriptiotekiji on osallisena lehtien
seneskenssissd, abioottisessa ja bioottisessa stressireaktiossa, sekéd eri kehityksen vaiheissa
(Eulgem ym. 2000; Ryun Woo ym. 2013). Néin ollen ne vaikuttavat myds SA-geenien
ekspressioon (Eulgem ym. 2000).

Miao ym. (2004) tekemdssa tutkimuksessa selvitettiin WRKY 53-transkriptiotekijdn toimintaa ja
vaikutuksia Arabidopsis-kasvin lehtien seneskenssissd. He huomasivat, ettd kun WRKY52:a
yliekspressoitiin ~ kontrolloimalla geenialuetta CaMV35S-promoottorin avulla, lehtien
seneskenssi ndytti olevan nopeampaa. WRKY53:n "knock-out ’-ndytteissi taas lehtien kehitys ja
seneskenssiin eteneminen oli hitaampaa. Miao ym. (2004) saivat myds selville, ettd WRKY53
(Miao, Laun, Zimmermann, & Zentgraf, 2004). Se toimii siis todenndkdisesti
signaalinvélitysketjun alkupddssd ja ndin ollen silli on suuri merkitys seneskenssiin.
Tutkimuksessa halutaan kuitenkin painottaa, ettdi WRKY -transkriptiotekijoiden yhteisvaikutus
el ole vain suora vilitysketju, vaan enemminkin verkosto, silldi WRKY:t pystyvit liittymééin

samoihin W-box promoottorialueisiin (Miao ym. 2004).
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WRKY6 on toinen WRKY-transkriptiotekijdperheen jdsen, jonka ekspressiotasot ovat
suurimmillaan lehtien seneskenssin, mutta my0s puolustusreaktioiden aikana (Robatzek &
Somssich, 2002). Robatzek ja Somssich (2002) tutkivat WRKY6:n ekspressiota seneskenssin
aikana eri mutaatioiden avulla ja koittivat saada selville WRKY6:n kohdegeeneja.
Geeninpoistomutantin  wrky6-2:n teossa hyoddynnettiin frame-shift-mutaatiota, jonka takia
WRKY6:n avoimesta lukukehyksestd puuttuu 56 emdsparia STOP-kodonin takia.
Yliekspressoituneissa mutanteissa he kéyttivit taas aiemmin luotuja siirtogeenisid linjoja.
Robatzek ja Somssich (2002) saivat selville, ettd WRKY 6 vaikuttaa PR/-geenin promoottoriin,
joka on osallisena seneskenssin ja patogeenien aiheuttamissa stressirektioissa. WRKY6
vaikuttaa myds SA4-geeniin S/RK, joka on tiedettdvisti ainoa kasvien reseptoriproteiinikinaasi,
jota ekspressoidaan vain lehtien seneskenssin aikana. S/IRK:n miéra nousi yliekspressoidussa

niytteessd ja laski geeninpoistomutantissa radikaalisti (Robatzek & Somssich, 2002).

4. Johtopaitokset

Lehtien seneskenssiin vaikuttavia vuorovaikutuksia huomataan muun muassa ympdriston ja
hormonien vililld. Hormonien signalointireitit yhtyvét ja paittyvit odotettavasti SA-geeneihin,
miki tekee yksittdisten vaikuttajien, kuten transkriptiotekijoiden roolin madrittdmisestd hankalaa
(Gan & Amasino, 1997; Taiz & Zeiger, 2003; Zhang & Gan, 2012). Vaikka seneskenssi on hyvin
tutkittu aihe, on kasvien idn ja ympdriston yhteisvaikutuksissa vield paljon harmaata aluetta. Tété
hankaloittaa ympaériston vaikutusten, kuten kuivuuden, valon, patogeenien, hormonien ja ynni
muiden osatekijoiden kontrolloiminen tutkimusten aikana (Gan & Amasino, 1997; Khan ym. 2014;
Ok Lim ym. 2007). Tulosten ymmaértamistd ja soveltamista muihin tilanteisiin estdd myds vain
yksittéisten kasvilajien, kuten Arabidopsis thaliana:n hyddyntdminen (Gepstein ym. 2003; Guo &
Gan, 2005).

Kyky kontrolloida seneskenssin aloitusajankohtaa maataloudessa on tirkedd. Sen avulla
maanviljelijat pystyisivdit muun muassa ajoittamaan viljelyskasvien sadonkorjuun ja niin
maksimoida satoisuuden ja sen laadun (Yadava ym. 2018). Tutkimusten perusteella néyttdisi silta,
ettd tulevaisuudessa kasvihormonien ja geenimutaatioiden avulla tdmd olisi mahdollista.

Kasvihormonien vaikutukset lehtien seneskenssiin vaihtelevat kuitenkin suuresti. Muun muassa
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etyleeni ja abskissihappo niyttdisivit nopeuttavat lehtien seneskenssid, mutta ne eivit itsessdén
pysty sitd aiheuttamaan, vaan ne tarvitsevat ARC:ja eli ién aiheuttamia muutoksia (Ghanem ym.
2008; Weaver ym. 1998). Tdma rajoittaa niiden hyddyntdmistd vain vanhempiin viljelyskasveihin.
Sytokiniinit ja auksiini taas néyttdisivét hidastavan lehtien seneskenssid, mutta monimutkaisten
signaalinviélitysketjujen takia siitd ei ole vield varmuutta ainakaan auksiinin kohdalla (Jibran ym.
2013; Ok Lim ym. 2007). Kasvihormonien vaikutukset eivét kuitenkaan ole yksiselitteisid, vaan
Lim ym. 2007) Esimerkiksi ORE1-transkriptiotekija toimii yhteisvaikutuksessa etyleenin kanssa,
joka saa aikaan seneskenssid vanhemmissa lehdissd, kun taas ABA on osana ABA-AtNAP-
SAG113-sditelyketjua (Alonso ym. 1999; Zhang & Gan, 2012). Néin ollen altistamalla kasveja eri
hormoneille tai manipuloimalla geeniekspressiota pystytddn vaikuttamaan lehtien seneskenssin

ajoitukseen, mutta tutkimusta hankaloittaa monimutkainen signaalinvilitysketjujen verkosto.

Lehtien seneskenssi on tirked osa kasvien elinkaarta. Vaikka sen mekanismeja ja vaikuttajia ei
vield ymmairretd, saavuttaa se kiinnostusta uusien tutkimusten myd6td. Uutta tietoa voidaan

tulevaisuudessa mahdollisesti hyddyntdd viljelyskasvien tuotannon parantamisessa.
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