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Perunan genomitutkimus

Jari Valkonen
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Peruna on neljanneksi tirkein ravintokasvi riisin, vehnén ja maissin jialkeen (Hawkes 1990). Suomessa
perunaa viljellddn yli 30,000 ha alalla kaytettévéksi tarkkelyksentuotantoon, erilaisiksi perunajalosteiksi,
ruokaperunaksi sekéd siemenperunaksi.

Monet biotekniset menetelmét, kuten haploidien linjojen tuotto ponsiviljelyssd, solukkoviljely tai
geeninsiirto, onnistuvat perunalla hyvin (Bradshaw & MacKay 1994). Siten perunan viljely- ja
kayttdominaisuuksien parantamiselle jalostuksen ja geeniteknisen muokkauksen avulla on monia
mahdollisuuksia, kunhan perunan fysiologiaa opitaan tuntemaan paremmin.

Perunalla on tuotantokasvina uusiutumispotentiaalia myds siksi, ettd sen geenivarat ovat
poikkeuksellisen laajat. Perunan suku, mukuloita muodostavat Solanum-lajit, kisittdd yli 240 lajia
(Hawkes 1990), mutta geenivaroja ei ole hyodynnetty kuin vahéisessd méairin. Seitsemasta viljellystdkain
perunalajista ei ole Andien alueen ulkopuolella kadytossd kuin yksi (Solanum tuberosum). Suurin este
luonnonvaraisten perunalajien geenien kéytolle on niiden hidas siirrettdvyys perinteisen
risteytysjalostuksen  keinoin. Useimmat tirkedt ominaisuudet madrdytyvit monien geenien
yhteisvaikutuksesta, ja monet geenit ovat osallisina erilaisissa fysiologisissa prosesseissa. Haluttuja
ominaisuuksia sddtelevid geenejd ei tunneta eikd nille ole siirtdmisessd avustavia geenimerkkeja.
Risteytyksessd syntyy hyvien ja huonojen ominaisuuksien sekoitelma, josta on useiden vuosikymmenten
matka viljelykelpoisiin lajikkeisiin jatkoristeytysten ja valinnan kautta. Edistyneidenkin jalostuslinjojen
risteytyksestd kuluu yli vuosikymmenen ennen kuin kauppaan laskettava lajike on valmiina (Bradshaw
ym. 2003).

Genomitutkimus

Genomitutkimus  késittdd perimidn rakenteen ja toiminnan selvittdmisen, lopullisena
pddmadranddan ymmartdd ndiden yhteys. Ominaisuuksien periytyvyydestd on alun perin péitelty,
méadrdytyvirkod ne yhden, muutaman vain useiden geenien vaikutuksesta. Molekyyligenetiikan keinoin on
tuotettu geenimerkkejd, joiden keskindisen perinnollisen kytkeytymisen perusteella on rakennettu
geenikarttoja. Ensimmadiset perunan 12 kromosomille laaditut geenikartat julkaistiin 1980-luvun lopussa
(Bonierbale ym. 1988; Gebhardt ym. 1989). Sen jdlkeen karttoja on tarkennettu ja niihin lisétty lukuisten,
tarkeiden geenien sijantikohdat sen perusteella, minkd geenimerkin kanssa tutkittu ominaisuus periytyy.
Taten ominaisuuksien geneettinen kytkeytyminen toisiinsa on hahmottunut konkreettisesti ja niiden
periytyvyys tullut paremmin ennustattavaksi ja seurattavaksi geenimerkkien avulla.

Geenimerkin ja geenin (ominaisuuden) periytyminen yhdesséi kertoo niiden kytkeytymisesté eli
laheisestd sijainnista kromosomissa. Siitd ei kuitenkaan voida johtaa suoraan geenien todellista, fyysistd
etiisyyttd DNA-juosteessa. Fyysisen etdisyyden mittaamiseksi on méadritettdvd kromosomaalisen DNA:n
emdsjarjestys. Tallaiset genomien sekvensointihankkeet olivat vield joitakin vuosia sitten erittdin
haasteellisia, mutta ihmisgenomiin kohdistuneen hankkeen seurauksena teknologia kehittyi nopeasti.
Elididen genomin emadsjarjestyksen madrittdminen onkin nykyisin enemmaén taloudellisten resurssien kuin
teknologis-tieteellisten tekijoiden rajoittamaa. Kokeellisena mallikasvina kéytetyn lituruohon sekd riisin
genomit on maédritetty, ja vastaavaa tutkimusta on meneilldén lukuisten viljelykasvien osalta (ks. esim.
http://www.tigr.org/tdb/). Nykyisen késityksen mukaan useimmissa kasveissa, kuten ihmisessékin,
voidaan olettaa olevan n. 30,000 geenid. Kullekin lajille ainutlaatuisia geenejad on himmastyttédvén véhén.
Esimerkiksi sammalen (Physcomitrella patens) ja lituruohon (Arabidopsis thaliana) geeneistd kaksi
kolmasosaa on samanlaisia (Nishiyama ym. 2003). Tosin geenien samanlaisuus ei aina tarkoita samaa
toimintatarkoitusta eri elidissd (Shimamoto & Kyozuka 2002).
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Genomiikka

Genomiikka on genomitutkimuksen alue, jossa selvitetidn perimidn toimintaa kokonaisuutena.
Tutkimusalan voimakkaan kasvun seurauksensa genomiikalla tarkoitetaan yhd useammin ainoastaan
tutkimusta, joka kohdistuu geenien vilittdméén ilmentymisen tasoon, ldhetti-RNA:n (mRNA) tuotantoon.
Lahetti-RNA:iden koodaamien proteiinien tutkimus muodostaa seuraavan toiminnalisen tason
(proteomiikka). Lopulta tullaan aineenvaihdunnan ja sen tuotteiden tutkimukseen (metabolomiikka).
Kaikissa niissé tutkimuksen tasoissa on olennaista, ettd kohteena ei ole vain yksittdisen geenin toiminta,
vaan tavoitteena on hahmottaa prosesseja ja niissé vallitsevia vuorovaikutuksia kokonaisuutena.

Perunan genomitutkimus

Genomitutkimus avaa uusia mahdollisuuksia perunan kasvun ja tuottavuuden sdételyyn kuvatessaan
genomin rakenteen ja toiminnan viliset yhteydet. Genomin rakenteellinen tutkimus, erityisesti
geenikarttojen laatiminen, on Max-Planck-Instituutin hankkeiden tavoitteena Saksassa (http://www.mpiz-
koeln.mpg.de). Toinen merkittdvd perunan genomitutkimuksen tyyssija Euroopassa on Wageningenin
yliopisto (http://www.biosystemsgenomics.nl). Sielld alullaan olevan hankkeen tavoitteena on 16ytda
viljellysté perunasta ja luonnonvaraisista perunalajeista uusia kestdvyysgeenejé perunaruttoa vastaan seké
ymmaértdd kasvuun, varastoitavuuteen, prosessointilaatuun ja kuluttajien arvostamiin ominaisuuksiin
vaikuttavia fysiologisia prosesseja keskindisine riippuvuuksineen. Kuiva-ainepitoisuus, tirkkelyksen
synteesi ja hajotus, keitto- ja paistotummuminen sekd siemenperunan lepotila ovat tutkimuksen kohteena.
Perunan ohella tutkitaan tomaattia ja lituruohoa.

USA:n genomitutkimusinstituutin  (TIGR) alaisuudessa toimivan perunagenomiprojektin
tavoitteet ovat paljolti samanlaiset kuin Wageningenin yliopistossa ja sithen osallistuu useita
korkeatasoisia yliopistoja yhteistyoverkostona (http://www .tigr.org/tdb/potato/). TIGR:n projekti on
pisimmaélle edennyt perunagenomiikkahanke. Se on jo vuodesta 2002 ldhtien jakanut tuloksiaan ja
materiaalejaan laajemman tutkimusyhteison kéyttoon. Saatavissa on tiedostoja, joissa kuvataan erilaisissa
kasvinosissa, kuten lepotilassa olevissa mukuloissa, mikromukuloissa, lehdissd tai juurissa, taikka
perunaruton tartuttamassa lehdessé ilmentyvid geenejd 5,000-10,000 geenin ryhminé (ns. EST-kirjastot).
Naiitd vertailemalla voidaan selvittdd tietylle kasvuvaiheelle tai kasvinosalle ominainen geenien
ilmentyminen (Ronning ym. 2003).

Genomiikkatutkimukselle tyypillinen menetelmd on mikrosirujen kayttd, jossa teknologinen
kehitys on erittdin nopeaa. Mikrosirulle voidaan kiinnittdd tuhansien tunnettujen geenien DNA:ta
koettimeksi mikroskooppisen kokoisiksi tdpliksi pienelle alalle. Kun vaikkapa virukselle alttiista ja
kestdvastd perunalajikkeesta otetaan nukleiinihapponéytetteet (MRNA) tartunnan jilkeen ja tutkitaan niitd
mikrosirulla, voidaan tunnistaa ne geenit, jotka ilmenevét ainoastaan kestdvissé lajikkeessa ja ovat siten
jollakin tapaa osallisena puolustusvasteessa. TIGR:std on saatavissa mikrosiruja, jotka siséltavét 10,000
emdsjarjestykseltddn tunnetun geenin koettimet (kolmannes perunan geeneistd). Tallaisen mikrosirun
avulla voidaan tehokkaasti tutkia monimutkaisiakin fysiologisia prosesseja. Liséksi TIGR analysoi
korvausta vastaan muidenkin kuin hankkeeseen kuulumattomien tutkijoiden ndytteitd, mutta julkaisee
tulokset kotisivullaan 60 pdivén viiveelld. Néin pyritdén huolehtimaan julkisin varoin toimivan hankkeen
tulosten yleishyodyllisyydesté.

Perunagenomiikkaa Viikissa

Lajikkeiden kestdvyys on edullisin, ympariston kannalta ystavallisin ja kdytdnnossa joissakin tapauksissa
ainoa tehokas tapa torjua perunan tauteja. Kasvien taudinkestivyysgeenien molekyylibiologinen tutkimus
on ollut voimakasta 1990-luvun alusta l&htien. Perunan taudinkestdvyysgeenejd seké niitd muistuttavia,
toiminnaltaan tuntemattomia geenejd on paikannettu moneen perunan 12:sta kromosomista. Joitakin
geenejd on eristetty ja kuvattu rakenteeltaan seké osin toiminnaltaankin (Bendahmane ym. 1999; Gebhardt
& Valkonen 2001; Vidal ym. 2002).

Perunaa lisdtddn suvuttomasti kloonaamalla (mukuloita istuttamalla). Suvuttomasti lisdttédvit
viljelykasvit ovat erityisen alttiina taudinaiheuttajien kertymiselle viljelyn kuluessa. Ellei istutukseen
kiytetd erikseen tuotettua tervetti siemenperunaa, satotaso ja sadon laatu romahtavat parissa
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kasvukaudessa (Stevenson ym. 2001). Virukset levidvdt kasvukaudella perunasta toiseen kirvojen,
ankeroisten tai levésienten parveiluitididen avulla, mitd kemiallisella torjunnalla on vaikeaa tai
mahdotonta estdé. Kestévien lajikkeiden viljely onkin ainoa virusten torjuntakeino kasvukaudella.

Perunan kestidvyysgeenit tunnistavat viruksia kuten muitakin taudinaiheuttajia hyvin tarkasti.
Tunnistuksen laukaiseman kestéivyysvasteen voimakkuus vaihtelee. Adrimmiinen viruskestivyys (ER,
extreme resistance) estdi tartunnan varhaisessa vaiheessa, jo ensimmaisessd tartunnan saaneessa solussa.
Tartunnan saaneessa kasvissa ei ilmene oireita. Yliherkkyys (HR, hypersensitive resistance) sen sijaan
sallii viruksen lisddntyd, mutta tietyn ajan kuluttua kestdvyysvasteiden vaikutuksesta viruksen eteneminen
kasvisolukossa estyy (Valkonen 2001). Virustartunta rajoittuu tietylle aluelle, jonka soluista suurin osa
kuolee. Tdmén seurauksena syntyy nékyvd kuoliolaikku. Solujen kuoleminen puolustusvasteeseen on
geneettisesti ohjelmoitua (Pennell & Lamb 1997).

ER- ja HR-vasteiden raja ei ole jyrkkd. Joskus ER-vasteeseenkin voi liittyd rajoittunutta solujen
kuolemista, ja toisinaan HR voi tehostua niin, ettei ndkyvad kuoliota synny (Bendahmane ym. 1999).
Vaihtelu voi ilmetéd esim. l1&mpdtilan muutoksen seurauksena (Valkonen ym. 1998). Risteytysjélkeldisia
tutkittaessa voidaan havaita suuriakin eroja kestidvyysvasteissa vanhempiin verrattuna. Nimaé erot johtuvat
geenialleelien vaihtelusta, jolla on vaikutusta kestdvyysvasteita kontrolloivien signaalireittien sekd
kestdvyydestd vastaavien puolutusgeenien toimintaan (Gebhardt & Valkonen 2001).

Tutkimuksemme keskittyy vield kayttimittomien perunageenivarojen kuvaamiseen ja
hyodyntdmiseen sekd viruskestdvyysvasteissa tarvittavien signaaliverkostojen selvittimiseen (Vuorinen
ym. 2003). Yhteistyokumppaneina ovat mm. Helsingin yliopiston Biotekniikan instituutin mikrosiru- ja
DNA-sekvensointilaboratorio, Tsukuban yliopisto Japanissa sekd Max-Planck-Instituutti Saksassa.
Kéaytdssamme oleva perunapopulaatio (risteytys) on perinnéllisesti hyvin rikas (heterotsygoottinen), koska
vanhemmat ovat lajienvélisida hybridejd, joiden taustan muodostavat kaksi viljeltyd ja nelja
luonnonvaraista perunalajia (Valkonen ym. 1994). Populaatiota sdilytetdsin solukkoviljelyssd, jolloin
kutakin populaation tarkoin tutkittua yksilod voidaan helposti monistaa uusissa kokeissa tarvittavan
kasviméardn saamiseksi.

Olemme 10ytdneet kromosomista XI alueen, jossa on useita kestivyysgeenejd viruksia ja
perunasyopéd vastaan. Tallaiset kestdvyysgeeniryppdit ovat kasveille tyypillisid. Lisdksi ryppéddn geenit
ovat yleensd rakenteeltaan hyvin samanlaisia. Olemme tuottaneet em. geeneille molekyylimerkkeja
(Hamaéldinen ym. 2000) seké eristdneet yhden geeneistid (Vidal ym. 2002). Se toimii nyt koko kyseisen
kromosomialueen merkkind ja eristimisen apuvilineeni. Tavoitteena on mairittdd kromosomin XI
kestdvyysgeeniryppddn emdsjarjestys, jotta kaikki sen siséltdmit geenit 16ydettdisiin ja niiden toiminta
voitaisiin ~ selvittdd. Tutkimuksissamme maééritetdn samaan virukseen kohdistuvien erilaisten
kestivyysvasteiden signaaliverkostojen eroja sekd eri viruksiin kohdistuvien samanlaisten vasteiden
signaaliverkostojen erot. Ty0Ossd kéytetddn itse tuotettuja mikrosiruja sekd edelld mainittu TIGR:n
mikrosirua.

Kestdvyysvasteissa tirkeiden geenien toiminnan tehostaminen tai signaaliverkkojen
rakentaminen alttiisiin lajikkeisiin, samoin kuin muidenkin fysiologisten prosession muokkaus, on
mahdollista siirtimalla geenejd perunasta toiseen geenitekniikan menetelmin. T&ll6in perunalajikkeen jo
olemassa oleviin hyviin ominaisuuksiin ei vaikuteta, toisin kuin risteytysjalostuksessa, ja ajansdéstd on
huomattavaa. Genomitutkimuksen tieto on sovellettavissa myos perunan viljely- ja varastointitekniikoiden
kautta, mihin fysiologisten prosessien ja aineenvaihdunnan tarkempi tuntemus antaa opastusta.
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