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Peruna (Solanum tuberosum L.) on tunnetusti herkk& abioottisille stresseille kuten alhaiselle lampdtilalle.
Silla el ole myosk&an perinndllistd kykya kylmékaraistua ei lisdta kylménkestavyyttaan altistuessaan
ahaisille ei-jaéadyttaville lampdtiloille. Perunan yhteyttdmiskoneisto kérsii kylmavioituksista jo muutamassa
pakkasasteessa. My6s perunan mukuloissa vanhenemisreaktiot sekd e-toivottu térkkelyksen hajoaminen
nopeutuvat niiden altistuttua alhaisille lampdétiloille.

Téassa tutkimuksessa selvitettiin mahdollisuuksia parantaa perunan kylméankestavyytta ylituottamalla
viljeltévassi perunassa kylmékestavalta villiperunalta (S commersonii Dun.) perdisin olevaa kylmaohjailtua
stressigeenid, glutationi S-transferaasia (GST; ScGstF1). Glutationi S-transferaasit ovat entsyymejd, jotka
poistavat kasvisoluista haitallisia molekyylga ja jotka voivat siten lieventéa erilaisten stressien seurauksena
syntynyttd aineenvaihdunnan epétasapainoa ja nopeuttaa stressistd palautumista. Siirtogeenin vaikutusta
perunan kylmankestavyyteen tutkittiin vertailemalla transformaatiokontrollin, viiden siirtogeenia
ylituottavan sense-linjan (S) ja kahden siirtogeenia alituottavan antisense-linjan (AS) fotosynteesin
kylméankestéavyytta seka siirtogeenin ilmenemisen vaikutusta siemenperunan elinvoimaan ja sadon maaréan.
Fotosynteesin kylméankestévyyttd ja palautumista stressista tutkittiin mittaamalla klorofyllifluoresenssin
aenemista (FvFm aleneminen, %), klorofyllin hajoamista (klorofyllin mééras, ug/em®) seké solukalvojen
hapettumistuotteiden, malondialdehydin mééréa (MDA, nmol/g). Siemenperunan elinvoimaa arvioitiin
laskemalla siirtogeenisten siemenperunoiden itujen ja muodostuneen kasvuston varsien lukuméard seka
mittaamalla sadon méaraé.

Siirtogeenia ylituottavissa kasveissa (S) GST-entsyymin aktiivisuus oli kohonnut verrattuna kontrolli-
tal siirtogeenia alituottaviin kasveihin. Stressigeenia ylituottavissa kasveissa (S) klorofyllin méaré pysyi
kontrollikasveja korkeampana stressin aikana ja sen jalkeen. Naissi kasveissa solukalvojen hajoaminen
kylméastressin aikana oli myds vahdisempaa mika ndkyi alhaisempana solukalvojen hajoamistuotteiden
kertymisend. Merkittdvid muutoksia fotosynteesin alenemisessa @ sen sijaan vidda havaittu lyhyen
stressikésittelyn aikana. Siirtogeenin ilmeneminen vaikutti myds perunan mukulan ominaisuuksiin. Etenkin
verrattaessa siirtogeenisia perunoita, joissa oli joko yli- tai alituotettu glutationi S-transferaasia (S, AS), ergja
havaittiin siemenperunasta muodostuneiden itujen ja versojen madrassa seka lopullisessa perunasadossa.
Siirtogeenia ylituottavissa kasveissa (S) itujen ja versojen lukuméaéra oli alhaisempi ja korjatun sadon mééra
tulkita siirtogeenia ylituottavien (S) mukuloiden séilymisend nuorempana varastoinnin aikana. Tulokset seka
perunakasvuston kylméankestavyydestad ettéd siemenperunan dinvoiman sdilyvyydestd varastoinnin aikana
viittaavat siihen, ettd stressigeeni ylituotto vaikuttaa positiivisesti ndihin ominaisuuksiin. Y ksittéisen
stressigeenin  ylituoton vaikutus on pieni lyhyen stressin, kuten téssa tutkimuksessa kasvuston
kylméaaltistuksen yhteydessd, mutta vaikutuksen merkitys lisdantyy stressijakson pidentyessd. Tama
havaittiin tutkittaessa siirtogeenin vaikutusta pitkan, alhai sessa lampétilassa tapahtuvan varastoinnin jalkeen.
Sekd kylméstressi ettd varastointi alhaisessa lampétilassa kuluttavat kasvin puolustuskapasiteettia. Kun
puolustuskapasitestti ylittyy ja haitallisia molekyylga kertyy kasvisoluun, seuraa vaurioita, jotka voidaan
havaita esimerkiksi klorofyllin hajoamisena lehdissd tai nopeutuneena mukuloiden vanhenemisena
varastossa. Tulokset viittaavat siihen, ettd puolustuskapasiteetin parantaminen GST entsyymin aktiivisuutta
listdmalla voi olla hy6dyllisté perunalle etenkin stressin pitkittyessa.
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Johdanto

Viljeltava peruna, S. tuberosum L., on kylménherkké kasvi, jonka kasvusto kestéa noin -3°C lampdtiloja eika
lajikkeiden vdlilla esiinny kestdvyyseroja (Seppdnen ym. 2001). Perunan villeistd sukulaisista S
commersoniilla on parempi  kylméankestévyys ja lisdksi lgji pystyy lisdédméan kylmankestévyyttéan
karaistumalla. S tuberosumin ja S. commersoniin valinen somaattinen hybridi ja siitd tuotetut jalkelaiset
periva osittain S. commersoniin paremman kylméankestavyyden ja kyvyn kylmékaraistua (Seppénen ym.
1998). Tutkittaessa hybridin jalkeléistod havaittiin, etté linjojen parantunutta kyl méankestévyytta selitti niiden
korkeampi antioksidatiivinen puolustuskapasiteetti ja kylméaohjailtujen geenien aktivoituminen karai stumisen
aikana (Seppénen ym. 1998, Seppédnen & Fagerstedt 2000, Seppanen & Coleman 2003). Perunan
yhteyttdmistehokkuus aenee herkdsti jo ennen kuin merkkgd kylmévaurioista esiintyy lehdilla
Villiperunoilla korkeamman antioksidatiivisen puolustuskapasiteetin onkin havaittu suojaavan erityisesti
yhteyttémiskoneistoa kylméan aiheuttamilta vaurioilta (Seppanen ym. 1998, Seppanen & Coleman 2003).

Villiperuna-aineistosta saatujen tulosten perustedla lahdettiin perunan kylméankestévyyttéa parantamaan
ylituottamalla viljeltévassa perunassa S commersoniilta perdisin olevaa stressigeenid, glutationi S
transferaasia (GST) (Seppanen ym. 2000). Glutathioni S-transferaasit (GST) ovat lagja perhe entsyymeja,
jotka poistavat soluista niihin kertyneitd haitallisa molekyylejd (Edwards ym. 2000). Osdla GST
entsyymeistéd on lisdksi peroksidaasi-aktiivisuutta ja ne osallistuvat aktiivisesti solukalvojen hajoamisessa
syntyneiden reaktiivisten molekyylien sieppaukseen ja hillitsevét siten solukalvojen hajoamisen
ketjureaktiota (Roxas ym. 2000).

MyGs varastoinnin aikana perunan mukulaan voi kertya haitallisia yhdisteitd kuten solukalvojen
rasvahappojen hajoamistuotteita, joka voi johtaa nopeutuneeseen vanhenemiseen ja laatuominaisuuksien
aenemiseen (Kumar & Knowles 1993, 1996). Térkkdysjyvasten ympérilla olevien solukalvojen
rikkoutumisen jékeen varastointilampétilassa aktivoituneet amylaasi-entsyymit pédsevédt esteettomasti
hajottamaan tarkkelysta. Solukalvojen hajoaminen siten nopeuttaa mukulan laadun heikkenemistd. Eraiden
glutathioni S-transferaasien tiedet&an sitovan solukal vojen hajoamisessa syntyvié lipidiperoksi-radikaalga ja
hidastavan solukalvojen hapettumiseen johtavaa ketjureaktiota (Edwards ym. 2000, Roxas ym. 2000).

Téassa tutkimuksessa sdlvitettiin voidaanko perunan kasvuston kylmankestavyyttad seka mukuloiden
varastoi ntikestévyytta parantaa ylituottamalla perunassa villiperunalta peréisin olevaa stressigeenia ja miten
stressigeenin ilmeneminen vaikuttaa siemenperunan ominaisuuksiin sekd sadon méaaraan.

Aineisto ja menetelmét

Villiperunan S commersoniin, cDNA kirjastosta eristetty kylméindusoituva glutationi S-transferaasi
(ScGstF1) geeni (GenBank AF002692) kloonattiin pTT294 transformaatiovektoriin sense (S) ja antisense
(AS) orientaatioon konstitutiivisen 35S promoottorin ohjattavaksi ja transformoitiin S. tuberosum (cv.Pito).
Transformaatiokontrollina  kaytettiin  tyhjadla pHTT294 transformoitua linjaa (pHTT294). Kasvien
siirtogeenisyys varmistettiin PCR:n, Northern-hybridisaation sekd GST entsyymiaktiivisuuden perusteella.

Siirtogeenin vaikutusta perunan kylménkestvyyteen tutkittiin vertailemalla transformaatiokontrollia
(PHTT294), viittd sense-linjaa (S) ja kahta antisense-linjaa (AS) keskenédén. Kasvihuoneella 4-6 viikkoa
kasvaneista linjoista keréttiin |ehtikiekkonaytteita, jotka altistettiin alhaiselle lampdtilalle (-1°C) jajatkuvalle
valolle (700 umol m? s 40 tunnin gjan, jonka jalkeen palautumista seurattiin 20 tunnin kuluttua stressin
loppumisesta. Mainittuina ajankohtina mitattiin klorofyllifluoresenssin aenemista (FvFm aleneminen, %),
klorofyllin  hajoamista  (klorofyllin  méé&rds, ug/cm®) seké solukalvojen  hapettumistuotteiden,
mal ondialdehydin mééréda (MDA, nmal/g).

Siirtogeenin vaikutusta siemenperunan elinvoiman ja sadon madrdan tutkittiin kasvihuonekokeissa.
Siemenperunana kaytettyjen mukuloiden itujen sek@ kasvuston varsien lukumaara laskettiin. Kasvuston
vanhenemisesta tehtiin havaintoja ja kasvikohtainen satomaara punnittiin.

Tulokset

Siirtogeenisyys todennettiin PCR:n ja Northern hybridisaation liséksi mittaamalla siirtogeenisten linjojen
glutationi S-transferaasi entsyymin kokonaisaktiivisuutta. Sense-linjoissa (S), joissa Siirtogeenia oli
ylituotettu, mitattiin tilastollisesti merkitsevasti korkeampi (p < 0,05) GST aktiivisuus, 5,56 (absorbanssin
muutos Asgp - 10° min pg* proten™). Sen sijaan GST kokonaisaktiivisuus @ eronnut kontrolli ja
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alituottavien linjojen vaillg, joissa aktiivisuus oli vastaavasti 4,72 ja 4,77 (absorbanssin muutos Az - 103
min pg™ protein’).

Siirtogeenin ylituotto vaikutti positiivisesti perunan palautumiseen kylmastressista etenkin kun
palautumista mitattiin klorofyllin mdaran muutoksena (Taulukko 1). Myds yhteyttdmiskyvyn alenemisesta
saatiin samansuuntaisia viitteitd, jossa havaitut erot eivat tosin olleet tilastollisesti merkittdvid kuten
klorofyllin mé&érassd havaitut erot. Myos solukalvojen hajoamistuotteiden méérd oli siirtogeenisissa
kasveissa alhaisempi kontrollikasveihin verrattuna. Kaikki kylmévaurioiden méérastéa kertovat mitatut
muuttujat; fotosynteesikyvyn aleneminen, klorofyllin mééré ja solukalvon hajoamistuotteiden kertyminen
viittaavat samansuuntaisesti siihen, ettéa siirtogeeniset perunat hyotyivét etenkin stressin palautumisvaiheessa
korkeammasta glutathioni S-transferaasi-entsyymin aktiivisuudesta. Yleisemmin kylmastressin aiheuttamat
vauriot havaitaankin juuri palautumisvaiheessa; stressin aikana etenkin energia-aineenvaihdunta joutuu
poistetaan antioksidanttien avulla ja siten stressin palautumisvaiheessa antioksidanttien mdara on usein
alimmillaan.

Taulukko 1. Siirtogeenisten perunoiden fotosynteesin paautuminen kylméstressistd. Stressigeenia joko ali- (AS) tai
ylituotettiin (S) sirtogeenisissé kasveissa ja stressigeenin aikaansaamia muutoksia verrattiin transformaatiokontralliin
(pHTT). Siirtogeenisten kasvien tulokset on esitetty kahden AS-linjan ja viiden S-linjan keskiarvoina. Keskiarvo. n=5,
p< 0,05.

0t 40t Palautuminen, 20 t

Fv/Fm aleneminen, % pHTT 0 39,7b 50a

AS 0 50,5a 51a

S 0 37,2b 6,0a
Klorofyllin mé&ar 4, pHTT 50,8 b 49,4 a 391b
ug/cm® AS 456¢ 435Db 39,1b

S 58,7a 53,3a 450a
MDA, nmol/g pHTT 288a 359a 39,6a

AS 315a 23,3b 31,8b

S 28,6a 24,40 34,8 ab

Perunoissa, joissa stressigeenin méarda oli alennettu (AS), itdmislepo oli lyhyempi ja siemenperunaan oli
ehtinyt muodostua runsaasti ituja ennen istutusta (Taulukko 2). Runsas itujen lukumdara nékyi myds
suurempana varsien lukumé&drand muodostuneessa kasvustossa. Kontrollin ja stressigeenia ylituottavien
perunoiden siemenperunoiden itujen tai kasvuston varsilukuméérissa e havaittu eroja.

Taulukko 2. Siirtogeenin vaikutus siemenperunan ominaisuuksiin (itujen
ja versojen |km) sek@ sadon médréén (g/kasvi). Stressigeenia joko ali-
(AS) ta vylituotettiin (S) dirtogeenisissd perunoissa ja stressigeenin
aikaansaamia muutoksia verrattiin transformaatiokontrolliin  (pHTT).
Keskiarvo (n=5), p <0,05.

ltujen Ikm Versojen lkm Sato (g)

pHTT 9,2ab 9,2ab 306,1 a
ASL 11,8a 110a 290,8 a
A2 17,8a 13,8a 1758 a
S1 96b 6,0 bc 4835a
2 7,4 ab 50c 3048 a
S3 8,8ab 50c 4973 a
A 8,8ab 6,6 bc 446,8 a
S5 9,6 ab 6,4 bc 397,8a

Kontrollikasvien tai siirtogeenisten linjojen sadoissa & mitattu tilastollisesti merkitsevid eroja, mutta
joidenkin stressigeenia ylituottavien linjojen (S1 ja S3) sato oli selkeasti kontrollikasveja korkeampi
(Taulukko 2). Kasviyksildiden sadoissa olleesta suuresta vaihtelusta johtuen tuloksiin sisdltyva hajonta on
suuri.
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Tulosten tar kastelu

Abioottisen stressin seurauksena kasvin aineenvaihdunta joutuu helposti epédtasapainoon ja toksisia
aineenvaihduntatuotteita alkaa kertya Kun puskurikapasiteetti ylittyy, alkaa muodostua vaurioita, jotka
ensimmaisend havaitaan yhteyttdmiskyvyn alenemisena ja solukalvojen osittaisena rikkoutumisena. Jos
stressiolot jatkuvat tai stressi toistuu useita kertoja, kasvin puolustuskapasiteetti ylittyy, palautumattomia
vaurioita muodostuu ja kasvi kuolee.

Téllaisia aineenvaihdunnan epétasapainon seurauksena muodostuneita stressioireita on onnistuttu
lieventdman ylituottamalla kylménherkissa kasveissa antioksidanttgja (Sung ym. 2003) tai entsyymeja kuten
glutathioni S-transferaasi (Roxas ym. 2000), joka detoksifioi myrkyllisid yhdisteitd kuljettamalla ne
vakuoliin. Perunalla stressinkestéavyyden parantaminen on erityisen haastedllista, silld perunan mukulat
varastoidaan pitkaan, ne ovat varastoinnin aikana metabolisesti hyvin aktiivisia ja siten myds siirtogeeni,
geenin ilmenemisté ohjailevasta sédtel yal ueesta riippuen, voi olla aktiivinen varastoinnin aikana.

TassA tutkimuksessa perunan kylmankestavyytta, léhinnd el-jaadyttvien, alhaisten lampétilojen
kestavyyttd pyrittiin parantamaan ylituottamalla viljetéavassd perunassa villiperunalta perdisin olevaa
kylméohjailtua stressigeenid, glutathioni S-transferaasia.  Stressigeenin  ylituoton hydty  perunan
kylménkestéavyydelle pystyttiin havaitsemaan hieman parantuneena palautumiskykynd kylmastressista.
Luonnossa viiledt ajanjaksot, jotka vaikuttavat haitallisesti perunan energia-aineenvaihduntaan, voivat kestda
pitkigkin ajanjaksoja tai kylméastressi toistuu yo toisensa jalkeen. Téallaisissa tilanteissa parantunut
palautumiskyky voi estéa letaalien vaurioiden kehittymisen perunoissa.

Siirtogeenin ilmeneminen vaikutti myos perunan mukulan ominaisuuksiin. Varastoinnin aikana
perunan mukula hengittdd ja kuluttaa energia- ja antioksidatiivisia varastojaan. Mukulan vanheneminen
ndkyy mm. apikaalimeristeemin dominanssin murtumisena seka solukalvojen hajoamisen lisdantymisena.
Periaatteessa parempi  antioksidatiivinen kapasiteetti voi viivastyttdd vanhenemisen ketjuresktion
etenemisnopeutta (Kumar & Knowles 1993, 1996). Glutationi S-transferaasien geeniperhe on suuri ja osalla
geeniperheen jasenistd on myds antioksidatiivisia ominaisuuksia, kuten glutationi peroksidaasi-aktiivisuutta.
Vaikka villiperunalta giirretty glutationi S-transferaasi @ omaa peroksidaasiaktiivisuutta, havaittiin
siirtogeenisissa perunan mukuloissa eroja niiden vanhenemisnopeudessa. Etenkin verrattaessa siirtogeenisia
perunoita, joissa oli joko yli- tai alituotettu glutationi S-transferaasia, eroja havaittiin siemenperunasta
muodostuneiden itujen ja versojen maarassa seka lopullisessa perunasadossa. Tulosten perusteella voidaan
todeta, etta pienetkin muutokset siirtogeenitekniikan avulla voivat vaikuttaa merkittévasti siemenperunan
ominaisuuksiin.

Johtopaatokset

Villiperunalta perdisin olevan stressigeenin yli- ja alituottaminen siirtogeenisissa perunoissa vaikutti niin
perunakasvustoon kuin siemenperunan ominaisuuksiin. Positiivisia vaikutuksia havaittiin - perunan
palautumisessa kylmastressista seka siemenperunoiden vanhenemisessa ja satopotentiaalin séilymisessi.
Tutkimukset suoritettiin kontrolloiduissa oloissa kasvihuoneessa ja kasvatuskaapissa. Se, miten siirtogeenin
vaikutukset ndkyvét pelto-oloissa, joissa stressiolot kestévat usein pidempéan ja stressin aste vaihtelee
kasvukauden aikana, jaa nahtavéksi. Teoriassa voi sSirtogeenisten kasvien tehostunut haitallisten
molekyylien poisto olla hyddyllistd mit& moninaisimmissa stressiol oissa.
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