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Perunantyvi- ja markamadan epidemiologia,
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YMTT, (Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus), Kasvintuotannon tutkimus, Kasvinsuo-
jelu, 31600 Jokioinen, asko.hannukkala@mtt.fi, marjo.segerstedt@mitt.fi

Tiivistelma

Perunantyvi- ja miarkdmé#din hallintaan liittyy siemenperunantuotannossa yha
ratkaisemattomia ongelmia. Niitd bakteeritauteja aiheuttavat Erwinia caroto-
vora subsp. atroseptica (Eca) (Pectobakterium atrosepticum), E. c. subsp.
carotovora (Ecc) (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum) ja E.
chrysanthemi (Ech) (Pectobacterium chrysanthemi). Suomessa Eca ja Ecc
aiheuttavat mirkdmaitad, mutta tyypillisesti vain Eca-tartunta johtaa tyvien
mitinemiseen. Tyvi- ja mirkimaétdbakteerit levidvat ensisijaisesti piilotartun-
toina siemenperunassa. Kasvukaudella bakteerit voivat levitd monista erilai-
sista ldhiympériston tartuntalédhteistd, esimerkiksi miadédntyneistéd satojétteisti
ja mukuloista istutuksen, noston ja varastoinnin aikana.

Tutkimushankkeessa kehitettiin eri tarkoituksiin soveltuvia PCR-menetelmid,
joilla tunnistetaan E. carotovora, Eca, ja Ecc. Osa menetelmistd on valmiita
sovellettaviksi siemenperunan sertifioinnissa rutiininomaisesti. Menetelmilld
voidaan osoittaa piilevd Eca- ja Ecc-tartunta.

PCR-menetelmid hyodyntéden seurattiin E. carotovora-saastunnan ilmaantu-
mista ja lisddntymistd siemenperunan alkutuotannossa. Mikrolisdysaineistot
olivat puhtaita taudeista. Piilevid Ecc-tartuntoja 16ytyi vdhén jo kasvihuone-
tuotannossa. Eca-tartunnat ja ensimmadiset tyvimitidoireet ilmaantuivat puo-
lestaan toisen avomaalisdysvuoden aikana. Ecc-bakteeria oli yleisesti Tyrné-
vinjoessa, Angeslevinjoessa ja Leppiojassa, mutta Eca-alalajia ei 16ydetty
jokivesistd. Ecc-bakteeria 16ytyi myds tyvimitdisistd varsista, joissa ei havait-
tu Eca-alalajia. Viljelytekniikan vaikutuksia tyvi- ja markdmitiddn ei pystytty
selvittaimddn, koska tauteja esiintyi liian vdhdn. Mukulat kuitenkin olivat
vihemmin alttiita mitdnemiselle, kun niiden kalsiumpitoisuutta lisittiin lan-
noitteilla.

Tyvi- ja miarkdmédén torjuntastrategioiden kehittdminen siemenperunantuo-
tannossa nykyistd paremmiksi edellyttdd, ettd myos Ecc-bakteerin rooli tau-
dinaiheuttajana selvitetdin. Siemenperunan tuotantoketjussa tarvitaan monia
muutoksia, jos luonnossa yleinen Ecc osoittautuu merkittiviksi tyvi- ja mér-
kdmadan aiheuttajaksi. Siemenperunan sertifioinnissa olisi tdrkeda osoittaa
ja arvioida luotettavasti sadon piilevin bakteeritartunnan merkitys suhteelli-
sen epdluotettavien kasvustohavaintojen sijaan.

Avainsanat: peruna, kasvinsuojelu, kasvitaudit, bakteeritaudit, tyvimditd,
mdrkdmditd, Erwinia carotovora, epidemiologia, diagnostiikka, viljelykselli-
nen torjunta



mailto:asko.hannukkala@mtt.fi
mailto:marjo.segerstedt@mtt.fi

Epidemiology, diagnostics and control of
blackleg and soft rot on potato

Asko Hannukkala and Marjo Segerstedt (eds.)"

YMTT, Agrifood Research Finland, Plant Production Research, Plant Protection, Fin-31600
Jokioinen, Finland, asko.hannukkala@mtt.fi, marjo.segerstedt@mitt.fi

Abstract

The management of blackleg and soft rot on potato caused by bacteria
Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca) (Pectobakterium atrosepticum,),
E. c. subsp. carotovora (Ecc) (Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum) and E. chrysanthemi (Ech) (Pectobacterium chrysanthemi) is
an unsolved dilemma in seed potato production. Latent infections in seed
tubers provide the most important source of inoculum for the potato
production. In seed potato production several sources of primary inoculum
can be found in the environment during the growth season. Infested plant
residue and rotting tubers provide the most important source of secondary
inoculum.

Several different PCR-methods to detect latent Eca and Ecc infections in
plant material were developed during the project. The methods were
implemented mainly for research purposes but some of them can be further
developed as tools for routine health inspection in production of certified
seed.

The infestation of potato by Erwinia-bacteria in early phases of seed
production chain was investigated by PCR-diagnostics. In vitro material was
free from Erwinia, while some latent Ecc infections were detected during
seed multiplication in greenhouses. Eca infections exceeding statistical and
DNA detection limit were found after the 2™ year of seed multiplication in
open field.

Ecc was commonly found from river Tyrnédva and its surroundings while no
Eca was detected from potential irrigation water. In a few stems showing
blackleg symptoms only Ecc was found instead of Eca. In studies on the
efficacy of crop management practices to control blackleg and soft rot the
disease level was regularly too low to make conclusions on the effects.
Increase in Ca content in tubers seemed to decrease rotting of the tubers.

Further studies are necessary to solve the relative importance of Eca and Ecc
as causal agents of bacterial rots in potato production and to improve crop
management practices. The seed health inspections during the seed
certification process should be developed to detect latent Eca and Ecc
infections in tubers instead of surveying visible symptoms in crop and during
storage.

Key words: crop protection, plant diseases, potato, black leg, soft rot,
Erwinia carotovora, epidemiology, diagnostics, crop management practices
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Alkusanat

Siemenperunan tirkein laatukriteeri on terveys. Viime vuosina tyvimitdd on
I6ytynyt yksittdisten siemenerien jilkeldistostd ylldtyksellisen paljon. Kasvu-
kausi 2000 oli erityisen vaikea, mutta kesilld 2003 tyviméitdé oli hyvin vihidn
siementuotantoalueilla. Nyt pédttyvissd tutkimushankkeessa ’Sertifioidun
siemenperunan markkinoiden kasvattaminen tyvimitdriski hallitsemalla’
pyrittiin kehittdmiddn PCR-pohjaista piilotartunnan diagnostiikkaa, selvitti-
miin siemenperunan alkutuotannon terveydentila ja 16ytdmédn viljelytekni-
sid keinoja tyvimaétériskin vahentdmiseksi perunantuotannossa.

Hanke toteutettiin vuosina 2001-2003 Maa- ja metsitalousministerion myon-
tamin yhteistutkimusméirdarahan turvin. Liséksi osapuolten oma rahoitus-
panos oli merkittivd. Viljelytekniset tutkimukset liittyivit kiintedsti MTT:n
Pohjois-Pohjanmaan tutkimusaseman toteuttamiin kehittimishankkeisiin.
Tutkimusyhteisty6 toteutettiin MTT:n Kasvintuotannon tutkimuksen, MTT:n
Pohjois-Pohjanmaan tutkimusaseman, Perunantutkimuslaitoksen ja Suomen
Siemenperunakeskus Oy:n kanssa. TyOpanoksellaan ja asiantuntemuksellaan
hanketta ovat tukeneet lisiksi Pohjoisen Kantaperuna Oy, Ravintorai-
sio/ruokaperuna ja KTTK:n Siementarkastusosasto.

Tyvimiti osoittautui paljon vaikeammaksi tutkimuskohteeksi, kuin hanketta
kiynnistettdessid osattiin ennakoida. PCR-diagnostiikan kehittdmisessd jou-
duttiin tekemé#n paljon arvioitua enemmén aivan perustyotd, koska mm.
julkaistut alukkeet osoittautuivat liian epéherkiksi tunnistamaan suomalaisia
Erwinia-kantoja. Taudin pieni esiintymistiheys tutkittavissa aineistoissa edel-
Iytti erittdin suurten siemenerd- ja koejdsenkohtaisten mukulaméirien ana-
lysointia. Resurssien puitteissa ei voitu toteuttaa 1dheskddn kaikkia alkuperi-
sen hankesuunnitelman tutkimusaikeita.

Hankkeessa luotiin edellytykset PCR-diagnostiikan siirtdimiseen osaksi sie-
menperunan sertifiointiprosessia, jolloin kasvukausien séd#doloista riippuvai-
nen kasvustotarkastusten tulos voidaan varmentaa mukulasadosta. Siemenpe-
runan alkutuotannossa nykyinen hygieniataso todettiin riittdvaksi tyvimadin
hallinnassa. Mirkdmétdad esiintyi lisdysaineistoissa ja tuotantoympéristossd
ennakoitua enemmén, ja sen merkitys joudutaan arvioimaan uudelleen. Tut-
kimuksessa saatiin lisdndyttod Ca-lannoituksen merkityksestd mallon raken-
teen parantajana ja mukuloiden méatdnemisherkkyyden vihentdjana.

Jokioisissa maaliskuussa 2004

Asko Hannukkala

Tutkimuspiillikko, tutkimushankkeen vastuullinen johtaja
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Tiivistelma

Perunalla tyvi- ja médrkdmétdd aiheuttavat E. carotovora subsp. atroseptica
(Eca), E. carotovora subsp. carotovora (Ecc) ja E. chrysanthemi (Ech). Ty-
viméddksi kutsutaan emomukulasta alkavaa ja siitd perunan varsiin levidvai
mitdnemistd. Mukuloiden miétidnemistd kutsutaan mirkdmidéksi. Kaikki
mainitut bakteerit aiheuttavat markdmaétdd. Tavallisesti vain Eca ja Ech tuot-
tavat tyvioireita. T#ssd katsauksessa selvitetddin, mitd perunan Erwinia-
bakteerien biologiasta, epidemiologiasta ja hallintakeinoista tiedetddn muual-
la tehtyjen tutkimusten perusteella.

Molemmat taudit ovat siemenlevintdisid. Emomukuloista tytdrmukuloihin
levidvéd bakteerilima voi aiheuttaa tartunnan kasvukaudella, samoin bakteeri-
en saastuttama kasteluvesi. Satomukulat voivat saada tartunnan noston tai
lajittelun yhteydesséd joutuessaan kosketuksiin médintyvistd mukuloista ja
varsiston jdtteistd perdisin olevan bakteeriliman kanssa. Mukulan pinnan
kastuminen on edellytys bakteeritartunnan kehittymiselle méarkadmitioireeksi.
Siemenmukulan métineminen on puolestaan edellytys tyvimitioireen kehi-
tykselle.

Tarkeimmit tyvi- ja midrkdmétdd ehkdisevit torjuntatoimenpiteet ovat mah-
dollisimman terve siemenperuna, hygienia tuotannon joka vaiheessa, hyva
pellon kuivatus ja kohtuullinen kastelu, sadon nostaminen kuivissa olosuh-
teissa ja sen nopea kuivatus ennen varastointia, tarpeeksi viiledt varasto-olot,
sekd kondenssiveden muodostumisen estiminen varastoinnin aikana.

Asiasanat: kasvinsuojelu, kasvitaudit, peruna, tyvimdtd, mdrkdmdtd, Erwinia
carotovora, Erwinia chrysanthemi, Erwinia carotovora subsp. carotovora,
Erwinia carotovora subsp. atroseptica, epidemiologia

Johdanto

Péittyvin tutkimushankkeen yhtend tavoitteena oli koota ja ylldpitad kattava
kirjallisuusviitetietokanta tyvi- ja markdmétdé aiheuttavia bakteereita julkais-
tuista tutkimuksista. Viime vuosina perunan Erwinia-bakteereita on tutkittu
melko paljon molekyylibiologisin menetelmin. Bakteerien taudinaiheutta-
miskyvystd on tuotettu perustietoa. Perunan Erwinia-tutkimukseen keskitty-
neitd ryhmii on maailmanlaajuisesti vihin, ldhinnd Hollannissa, Skotlannissa
ja Kanadassa. Suomessa korkeatasoista perustutkimusta tehdddn Helsingin
yliopiston Biokeskuksessa ja Soveltavan biologian laitoksella.
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Tyvi- ja miarkdmédin hallintakeinojen kivijalka on taudinaiheuttajan epide-
miologian hyvd perustuntemus. Se auttaa ymmértdméédn, miksi oireet puh-
keavat niin oikukkaasti ja miksi samakin piilotartuntaa kantava siemeneri voi
toisissa oloissa tuottaa lihes terveen, toisissa hyvin tyvimitdisen kasvuston.
Viime vuosina Erwinia-bakteerien epidemiologiaa selvittdvid tutkimustulok-
sia on julkaistu niukasti. Tadmin pddosin ulkomailla julkaistuihin tutkimustu-
loksiin perustuvan katsauksen tavoitteena on saattaa suomenkielisten lukijoi-
den tietoon, mitd perunan Erwinia-bakteerien epidemiologiasta nyt tiedetiddn
ja tdydentdd edellisessd tyvimétdhankkeessa laaditun raportin (Heith & Karja-
lainen 1999) tiedot ajantasalle.

Erwinia-lajit ja -alalajit taudinaiheuttajina perunalla

Erwinia-suvun bakteereista perunalla tyvi- ja midrkdmétéaa aiheuttavat E. ca-
rotovora subsp. atroseptica (Eca), E. carotovora subsp. carotovora (Ecc) ja
E. chrysanthemi (Ech). Uusimman nimistdjdrjestelmin mukaan bakteerit on
siirretty Pectobacterium-sukuun, jossa Eca on P. atrosepticun, Ecc on P.
carotovorum subsp. carotovorum ja Ech on P. chrysanthemi (Gardan ym.
2003).

Tyvimédiksi kutsutaan emomukulasta alkavaa ja siitd perunan varsiin levii-
vid matdnemistd (Kuva 1), kun taas mukuloiden métdnemistd kutsutaan méir-
kdmadaksi (Kuvat 2 ja 3). Kaikki kolme Erwinia-bakteeria kykenevit aiheut-
tamaan mirkdmitdd, mutta tyvimétdd kirjallisuuden perusteella pystyvit ai-
heuttamaan yleensd vain Eca ja Ech (Pérombelon & Kelman 1987). Téssd
tutkimushankkeessa Ecc:a 10ydettiin kuitenkin my06s tyvimitdisistd varsista,
joissa ei esiintynyt Eca:a (kts. s, 22). Hollannissa paljon suuremmalla aineis-
tolla tehdyissé toistaiseksi julkaisemattomissa vuosina 2002 ja 2003 suorite-
tuissa tutkimuksissa Ecc on usein aiheuttanut lakastumisoireita ja joskus tyy-
pillisid tyvimitdoireita. Tutkimusryhmé arvelee, ettd poikkeuksellisen 14m-
pimit kesdt ovat yhtend syynd Ecc-bakteerin aiheuttamiin tyvimétioireisiin
(Pérombelon & Wolf, henkilokohtainen tiedonvaihto lokakuussa 2003).

Tyvi- ja miarkdméadin lisdksi mekaanisesti vioittuneissa varsien yldosissa ja
lehdissd voi esiintyd Erwinia-bakteerien aiheuttamaa métidnemistd, englan-
niksi “aerial stem rot’(Kuva 4). Bakteerit kulkeutuvat haavaan ilman, kaste-
luveden tai hyonteisten mukana. Yleisin luonnossa esiintyvd Erwinia-
bakteeri, Ecc on tavallisin haavaloinen myds perunalla (Pérombelon 2002).
Téassdkin tutkimushankkeessa mitdnevistd varsien yldosista 10ytyi Ecc-
bakteereita (kts. s. 22). Ecc:n merkitys tyvioireiden aiheuttajana on Suomes-
sa, kuten muuallakin yhé varmistamatta.

Erwinia-bakteereista Eca on pédasiallinen tyvimiddén aiheuttaja alle 25°C:een
lampotiloissa (Pérombelon ym. 1987), mikéd selittdd Eca:n valta-aseman
Suomessa (Harju & Kankila 1993). Korkeammissa lampdétiloissa Ech on
vallitseva tyvimiddidn aiheuttaja. Ech:n merkitys perunan taudinaiheuttajana
Suomessa lienee pieni, koska se kasvaa viiledssd paljon hitaammin kuin Eca



Kuva 1. Tyypillinen tyvimataoire perunan varren tyvella, joka yleensd on
Eca:n aiheuttama. LAmpimassé ilmastossa my6s Ecc ja Ech voivat aiheuttaa
samantyyppisté vioitusta (Kuva: Asko Hannukkala)

Kuva 2. Tyypillinen mukulan tyvipdastd alkava matédneminen, jota yleensa
pidetd&n Eca:n aiheuttamana. (Kuva: Asko Hannukkala).



Kuva 3. Tyypillinen korkkihuokosista alkava métédneminen, jota yleensé pide-
tdan Ecc:n aiheuttamana. (Kuva: Asko Hannukkala)

Kuva 4. Tyvimataoireita perunan varren yldosassa. Niit4 pidetédén yleensa
Ecc:n aiheuttamina. (Kuva: Asko Hannukkala)
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ja Ecc (Pérombelon & Kelman 1980). 1980-luvulla tehdyssé kartoituksessa
Ech:a ei 1oydetty Suomesta (Harju & Kankila 1993). Sen jidlkeen Erwinia-
lajistoamme ei ole tutkittu. Toisaalta Ech on levinnyt viime vuosina huoles-
tuttavan nopeasti Hollannissa, Tanskassa ja mahdollisesti myos Etela-
Ruotsissa (Nielsen, suullinen tiedonanto 2003). Bakteeriin tulisi suhtautua
vakavasti, koska EU-lainsdidddntd velvoittaa tarkastamaan myds Ech-
bakteerin esiintymisen korkeimmissa siemenluokissa (Euroopan Komission
direktiivi 93/17/ETY). Suomessa ei nykyisin tehdd mitddn Ech:iin liittyvid
tarkastuksia, mikd voi tulevaisuudessa aiheuttaa ongelmia siemenperunan
viennille.

Epidemian kulku

Taudin laukaisevat tekijat

Erwinia-bakteereille on tyypillistd, ettd siemenperunoissa voi olla paljon
bakteereita, mutta ne eivit aiheuta nikyvid tyvimitdoireita. Piilotartuntojen
aiheuttamista satotappioista on vihin tutkimustuloksia. Helias ym. (2000a)
havaitsivat, ettd Eca:lla saastutettujen siemenperunoiden tuottama sato oli
selvésti pienempi verrattuna terveiden siemenperunoiden tuottamaan satoon,
vaikka kummassakaan kasvustossa ei ollut nidkyvid tautioireita. Vastaavia
kokeita ei Ecc-bakteerilla ole raportoitu. Nykyinen Suomen siementarkastus-
kdytintd perustuu ldhes pelkistddn kasvustossa nidkyvien tyvimétioireiden
runsauteen. Piilevinékin Eca-tartunnat voivat alentaa sadon méérii ja laatua.

Piilevésti infektoituneiden mukuloiden métineminen riippuu mukulan bak-
teerimidrdsti. Mitineminen kidynnistyy, kun bakteerisoluja on noin 10 kpl
alkavassa mitipesdkkeessd (Pérombelon ym. 1979). Kriittisen bakteerimia-
rdn saavuttaminen on yleensd mahdollista vain, jos mukulat kastuvat riittdvin
pitkdksi aikaa. Hengittdvd mukula kuluttaa kéytettdvissddn olevan hapen
pintasolukostaan muutamassa tunnissa, kun kastunut mukulan pinta hidastaa
hapen liikkumista ilmasta mukulaan (Burton & Wigginton 1970). Samalla
estyy hapesta riippuvien puolustusmekanismien toiminta. Hapettomuus lisda
myds mukulan solukalvojen ldpdisevyytti, jolloin bakteerien kidyttoon vapau-
tuu ravinteita. Vesi sinédnsi edistdd bakteerien kasvua ja vesivirtausten muka-
na bakteerit levidvit kasvissa (Pérombelon 2002).

Siemenmukulan métineminen on edellytys tyviméitdoireen synnylle. Siksi
mukulan métinemistd edistivit tekijit edistdvidt myos tyvimitdoireen kehit-
tymistd. Runsas sade tai kastelu, joka pitdd maan pitkdin mirkénd, aiheuttaa
siemenmukulassa hapettomat olosuhteet edistien mukuloiden métidnemista ja
tyvioireiden puhkeamista. Siksi pellon kuivatuksesta huolehtiminen ja tar-
peesta ldhtevd kohtuullinen kastelu ehkiisevét tyviméddin levidmisti ja il-
maantumista pellolla (Pérombelon 2002).
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Oireiden puhkeaminen kasveissa

Mukulan mitdneminen voi alkaa jo ennen taimettumista. Runsaiden sateiden
ja viileyden vuoksi voimakkaan saastunnan saaneet emomukulat saattavat
jaada taimettumatta tai versot voivat lakastua ja kuolla jo taimivaiheessa
(Pérombelon 1992). Nuorissa kasveissa, joissa varren tyven solukko ei ole
lignifikoitunut puisevaksi, métineminen etenee mukulasta suoraan varren
tyveen. Veden kuljetuksen héiriintyminen varressa bakteeri-infektion vaiku-
tuksesta johtaa poutakausina alku- ja keskikesilld versojen kitukasvuisuu-
teen, kellastumiseen ja lakastumiseen (Pérombelon 2002).

Verson ikddntyesséd varren tyveltd alkava lignifikoituminen tekee varren kes-
taviksi bakteerien hajotustoimintaa vastaan. Tdlldin tyvimiddédn oire ilmaan-
tuukin varren keskikorkeudelle tai jopa yldosaan, jonne bakteerit ovat kulkeu-
tuneet mukulasta johtosolukoita pitkin. Poikkeuksellisen ylhddlld varressa
esiintyneet mitidoireet aiheuttivat hammennystd siemenperunan kasvustotar-
kastuksissa loppukesistd 2002 ja 2003. Oireilevista latvoista 10ytyi vain Ecc
alalajia (kts. s. 22).

Sertifiointitarkastuksissa on tidrked erottaa, onko varren yldosassa esiintyvi
mitioire perdisin siemenmukulasta vai haavoihin kulkeutuneista bakteereista.
Muuten kasvustotarkastus voi johtaa eréin turhaan hylkddmiseen. Jos emomu-
kula on méti, tartunta on ldhtdisin siemenestid. Jos taas emomukula on terve,
tartunta on periisin haavoihin iskeytyneistd bakteereista (Pérombelon 1992).

Taudinaiheuttajan leviaminen ja sailyminen

Tirkein Erwinia-bakteerien levittdjd on saastunut siemenmukula. Siemenmu-
kulan médintyessd bakteerilima tartuttaa maassa virtaavan veden vilitykselld
tytdirmukulat. Kun maa on kuivaa, tartunta on vihdistd tai sitd ei tapahdu
lainkaan. Runsaiden sateiden kastelemassa maassa bakteerit voivat levitad
helposti myos viereisten kasvien mukuloihin (Elphinstone & Pérombelon
1986b). Bakteerit voivat kulkeutua emomukulasta myds ronsyjd pitkin tytér-
mukuloihin (Helias ym. 2000b). Ndiden kahden levifimistien suhteellisesta
merkityksestd tyvimatad tutkivilla ryhmillé on erilaisia nikemyksid (De Boer
2002). Tyvimétidisen varsiston merkitys taudin levittdjand on pieni métine-
viin emomukuloihin verrattuna (Pérombelon 1992).

Terve siemenmukulaeri saa yleensé tartunnan joutuessaan kosketuksiin bak-
teerimétdd sisdltivdan materiaalin kuten mukuloiden, varsiston hivityksen
jaljiltd métdnevén varsistomassan, saastuneen nostokoneen tai kdsittelylinjan
kanssa. Lisdksi Erwinia-bakteerit voivat levitd kasteluveden, hyonteisten ja
sadetuksen tai sateen synnyttdmien aerosolien vilitykselld. Bakteeripitoisia
aerosoleja syntyy my0s tyvimitdisen varsiston mekaanisen hivityksen yhtey-
dessd. Aerosoleissa bakteerit voivat levitd satoja metrejd (Pérombelon 1992).

Mukuloiden kisittelysséd noston ja varastoinnin aikana Erwinia-bakteerit voi-
vat levitd erittdin tehokkaasti. Erityisesti mukuloiden pinnan vioittuminen
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kisittelyn aikana lisdéd suuresti tartunnan riskid (Elphinstone & Pérombelon
1986a).

Eca-alalaji ei sdily maassa pitkdin ilman sopivaa ravintoa. Skotlannin olosuh-
teissa on osoitettu, ettei Eca sdily maassa seuraavaan kasvukauteen (Pérom-
belon & Hyman 1989). Eca:n sdilymisesté talven yli maahan jddneissd muku-
loissa ei ole julkaistu tutkimustuloksia. Ecc sitd vastoin on yleinen kasvien
juuristossa ja luonnonvesissd esiintyvid bakteeri. Suomessakin Ecc:a 16ytyi
vesindytteistd, joita tutkittiin Tyrndvén seudun jokivesistd vuosina 2001-2003
(ks s. 42). Ecc levidi herkisti kasteluveden ja aerosolien mukana peltolohkol-
le, joten maasta tai ilmasta tapahtuva tartunta on mahdollista kasvukaudella
ja noston yhteydessd (Pérombelon 1992). Erityisen haitallisia taudin ldhteitd
ovat vesistdjen adarelld sijaitsevat jateperunakasat, jos vesiston vettd kiytetdin
perunan kasteluun (Pérombelon & Hyman 1987).

Tyvi- ja markamadan hallintakeinot

Perunan tyvi- ja mirkdmaétd ovat ensisijaisesti siemenlevintiisid tauteja. Siksi
niiden torjunnan perusta on terveen siemenperunan kéyttd ja tautivapaan
siemenperunan saastunnan ennaltachkdiseminen. Lisdksi bakteeritartuntaa ja
oireiden puhkeamista voidaan vihentdi viljelyteknisin keinoin.

Euroopan Komission direktiivi (93/17/ETY), laki kasvinterveyden suojelemi-
sesta (MMML 18.7.2003), siemenkauppalaki (MMML 4.8,2000) ja Maa- ja
metsidtalousministerion asetus siemenperunan kaupasta (MMMA 24.11.2000)
asettavat rajat Erwinia-bakteerien esiintymiselle siemenperunassa. Kasvin-
tuotannon tarkastuskeskuksen Siementarkastusosaston ohjeen (KTTK
29.3.2001) mukaan sertifioitavassa siemenperunassa saa esiintyd kasvukau-
della A-luokassa enintddn 1 % ja B-luokassa enintddn 2 % tyvimétiisid yksi-
loitd. Perussiemenesséd E1-luokassa kasvustossa ei saa esiintyd tyvimitid, E2-
ja E3-luokissa sallitaan tautia enintdin 0,5 %. Varastotarkastuksissa ndkyvaa
mirkdmatdd sallitaan enintddn 0,2 %. Piilevin tyvi- ja midrkdmadin esiinty-
miselle siemenperunassa ei ole asetettu raja-arvoja.

Siemenperunaerien saastumista voidaan ehkdisti monin keinoin seki kasvu-
kaudella ettd varastossa. Tarkeimmét keinot ovat mukuloiden méitinemisen
ehkiiseminen ja korkea hygienia tuotannon joka vaiheessa. Mukuloiden ma-
tdnemisen kdynnistdd useimmiten perunan pinnalle muodostuva vesikalvo,
joka jo muutamassa tunnissa johtaa perunan kdytossd olevan hapen loppumi-
seen ja aktivoi tyvimitidbakteerien toiminnan. Siksi perunapellon ojituksen on
oltava kunnossa, sadetuksessa on noudatettava kohtuullisuutta, sato pyrittiva
nostamaan hyvissid olosuhteissa ja kuivattamaan heti noston jilkeen ennen
varastoon siirtoa. Heti noston jilkeen tehdyn kuivatuksen on todettu vihenti-
vin huomattavasti tyvimétdsaastuntaa, kuten useimpia muitakin mukulaa
vioittavia tauteja (Bartz & Kelman 1985, Vuurde & Vries 1994).

Hygienian avulla pyritdin estimddn midadntyvistdi mukuloista ja versoista
syntyvin bakteeriliman levidminen terveisiin mukuloihin. Tyvimitdisten
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kasvien perkaaminen tytirmukuloineen pois pellosta vidhentdd siemenerdn
saastunnan tasoa. Edellytykseni on, ettei perkauksen yhteydessi levitetd bak-
teerilimaa terveisiin kasveihin. Hygieniaan sisiltyy muiden taudinaiheuttajien
ja stressien ehkdiseminen, jotta ne eivit altistaisi mukuloita mitinemiselle.

Perunannoston aikana syntyvét haavat helpottavat bakteerin pididsemistd mu-
kulan sisdén, minkd vuoksi kuoren rikkoutumista ja kolhiutumista tulee vélt-
tad. Kasvuston tuleentuminen véhentdd mukuloiden herkkyyttd haavojen
muodostumiselle. Varastossa sadonkdésittelylinjojen desinfiointi mérkdmétai-
sen erin jdljiltd ehkdisee muiden siemenerien saastumista. Skotlannissa teh-
dyssd kokeessa yksi tyvimitdinen peruna lajittelulinjalla lajitteluprosessin
alussa pystyi saastuttamaan 17 % sitd seuranneesta 600 kg:n perunaeristd
lajittelijassa (Elphinstone & Pérombelon 1986a). Siemenerédn nopea jadhdyt-
tdminen varastoinnin alussa ja tarpeeksi matala varastointilampétila vihenta-
vit tyvimiddan puhkeamisriskid. Varastossa on lisdksi estettivd kondenssive-
den muodostuminen mukuloiden pinnalle.

Johtopaatelmat

Perunan tyvi- ja miarkdmétdda Suomessa aiheuttava Erwinia-lajisto tunnetaan
huonosti, puhumattakaan bakteerikantojen muuntelusta periméssi ja taudin-
aiheuttamiskyvyssd. Myos viitteet Ecc:n mahdollisesta osuudesta tyvimétidoi-
reiden aiheuttajana vaativat lisdtutkimusta. Tutkimustieto eri Erwinia-
bakteerien keskindisestd merkityksestd ratkaisee, millaisin keinoin tautia
vastaan voidaan kamppailla tulevaisuudessa.

Tyviméadidn epidemiologian perusteet on pidpiirtein selvitetty jo 1970-80
luvuilla. Kuitenkin syyt ja olosuhteet, jotka saavat piilevdni levidvin tyvimi-
tdbakteerin lopulta puhkeamaan taudiksi, tunnetaan puutteellisesti. Tieto olisi
hyodyllistd, jotta piilevisti tyvimétidisen siemenperunan riski tuottaa tyvima-
tdinen kasvusto, voitaisiin nykyistd paremmin ennakoida.

Tyvimidistd puhdas siemenperuna on ainoa pysyvé ratkaisu ongelman hallit-
semiseksi. Kasvustohavainnointeihin perustuvan sertifioinnin ongelmana on,
ettd ennen kasvukautta tapahtunut voimakaskin saastunta jaa paljastumatta,
jos olosuhteet tyviméitdoireen kehittymiselle eivét ole olleet suotuisat sie-
menperunakasvustossa. Samoin kasvukauden aikana tapahtunut bakteerin
levidminen satomukuloihin jdd huomaamatta. Siksi sertifioinnin ldpdisseilld
siemenerilld perustetuissa kasvustoissa on toisinaan esiintynyt runsaastikin
tyvimitdd. Oikeampi kuva siemenerdn tyviméitdsaastunnan laajuudesta saa-
taisiin mukulakohtaisen bakteerimédrdn maédrittimiseen perustuvalla sertifi-
oinnilla. T#ll6in ongelmaksi muodostuvat korkeat analyysikustannukset, ellei
analyysimenetelmien hintaa pystyti oleellisesti alentamaan.
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Tiivistelma

Tutkimuksessa kehitettiin kvantitatiivinen PCR-menetelmi perunan tyvi- ja
mirkdmitdd aiheuttavan bakteerin Erwinia carotovora subsp. atroseptica:n
(Eca) piilevin tartunnan toteamiseen. Koska kvantitatiivinen PCR-menetelmi
on kallis, kehitettiin ndyteaineiston rajaamiseen BioPCR:ksi nimetty mene-
telmé. Se tunnistaa Erwinia-bakteerien kaksi alalajia, Eca:n ja Erwinia caro-
tovora subsp. carotovora:n (Ecc). Tutkimuksen edetessd havaittiin Ecc-
bakteerien yleisyys perunanidytteissi, ja kehitettiin molemmat Erwinia-
alalajit samanaikaisesti tunnistava reaaliaikainen PCR-menetelmd. PCR-
menetelmien kehittdmiseen liittyi myos erilaisten ndytteiden esikésittelyme-
netelmien testaaminen ja vertailu.

Menetelmit ovat osoittautuneet toimiviksi perunan tyvimétdtutkimuksen
tyOkaluiksi. Ne voivat tulevaisuudessa helpottaa tyvimitiongelman ratkaise-
mista, jos niitd sovelletaan rutiinimenetelmini siemenperunan sertifiointitar-
kastuksissa.

Asiasanat: kasvinsuojelu, kasvitaudit, peruna, Erwinia carotovora subsp.
atroseptica, Erwinia carotovora subsp. carotovora, tyvimdtd, mdrkdmditd,
diagnostiikka, PCR-tekniikka

Johdanto

Sertifioitua siemenperunaa koskevien sdadosten mukaan A-luokan siemenelld
perustetusta kasbustosta saa 10ytyd tyvimitdisid kasveja korkeintaan 1%.
Siemenperunoiden luokitus ratkaistaan kasvukaudella tehtavin viljelystarkas-
tuksen ja kevittalvella tehtdvin varastotarkastuksen perusteella (MMMA
24.11.2000, KTTK 29.3.2001). Siemenperunaerén riskistd sairastua tyvimé-
tddn ei kuitenkaan voida tehdd tarkkaa arviota pelkistddn silmdmédrdiseen
tarkasteluun perustuen, silld piilevin tartunnan puhkeamiseen nédkyviksi tau-
diksi vaikuttavat monet tekijédt (Palohuhta 2001, Pérombelon 2002).

Tyviméddin nédkyvit oireet puhkeavat vasta, kun bakteerisoluja on riittdvésti
aloittamaan kasvin soluseinid hajottavien entsyymien tuottamisen. Kun sie-
menmukuloiden bakteerimiird on alun perin 10°-10° bakteerisolua millilit-
rassa siemenperunasta puristettua kuorimehua, on mahdollista ettd bakteeri-
miiri ylittdd kasvukauden aikana kynnysarvon 107, jolloin mitineminen voi
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alkaa. Tidtd pienempi bakteerimddrien ldhtotaso ei taudille suotuisissakaan
oloissa saa aikaan nikyvii oireita (Bain ym. 1990).

Piilevin Eca-bakteeritartunnan osoittamiseen parhaiksi menetelmiksi Suo-
messa on todettu polymeraasiketjureaktio- eli PCR-menetelmiit, joiden avulla
monistetaan osa bakteerin perimistid. Eca-bakteerien seroryhméjakauma on
Suomessa erilainen kuin monessa muussa maassa ja tistd syystd seroryhmi
I:n antiseerumiin perustuvat ELISA-tunnistusmenetelmét eivit meilld sovellu
luotettavaan kéyttoon (Harju & Kankila 1993).

PCR-menetelmilld pystytdin oikein suunniteltuina toteamaan bakteerin eri
kannat ja seroryhmit. Eca:n osoittamiseen kehitettyjen PCR-menetelmien
ongelmana on usein ollut epdherkkyys. Tutkimuksissa on kuitenkin huomat-
tu, ettd herkkyyttd pystytddn parantamaan sekd polymeraasiketjureaktiota
edeltivilld selektiiviselld CVP-maljaviljelylld ettd DNA-eristykselld (Smid
ym. 1995, Hyman ym. 1997).

Perinteiselld PCR-menetelmalld pystytddn ldhinnd osoittamaan onko nidyt-
teessd bakteeria vai ei. Tyviméddn tapauksessa tdmi tulos ei kuitenkaan riité,
silldi siemenmukuloissa sallitaan luokituksen mukaan aina hieman tautia.
Tyvimétdbakteerien médrdn selvittdmistd varten on kehitetty perinteiseen
PCR:édén sovellus, jolla nditd midrid pystytddn karkeasti arvioimaan (Hyman
ym. 2000). Tagman-kemiaan perustuvassa kvantitatiivisessa PCR-
menetelmissd mitataan fluoresenssisignaalia, joka on perdisin mallijuosteen
spesifisen oligonukleotidikoettimen reportterileimasta. Signaali syntyy, kun
reportterileima irtoaa koettimesta uuden DNA-juosteen monistuessa malli-
juosteen rinnalle. Signaali voimistuu samassa suhteessa kuin PCR-tuotteen
madrd reaktiossa kasvaa. Kvantitatiivinen tulos saadaan standardisuoran pe-
rusteella (Heid ym. 1996).

Tutkimuksen tarkoituksena oli kehittdd Eca-bakteerin tunnistava ja miirin
selvittdvid tehokas kvantitatiivinen PCR-menetelma tyokaluksi siemenperuna-
tuotannon ja viljelytekniikan tutkimuksiin. Projektin kuluessa kiinnostuttiin
tutkimaan tarkemmin my6s Erwinia-bakteerien toista alalajia Ecc:td, jota
esiintyi ndytteissd. Sitd ei ole pidetty merkittdviand tyviméddédn aiheuttajana.
Real-time PCR-laitteella pystytddn toteamaan samasta ndytteestd kaksi eri
bakteeria samanaikaisesti, kun molemmille bakteereille on suunniteltu omat
spesifiset alukkeet ja erilaiset fluoresenssileimat sisiltavit koettimet. Toinen
kvantitatiivinen PCR-menetelmé kehitettiin, jotta Eca- ja Ecc-bakteerit voi-
taisiin osoittaa samanaikaisesta samasta niytteesti.

Aineisto ja menetelmat

PCR-menetelmien kehittdamiseen kéytetty nidyteaineisto oli perdisin erilaisista
yhteistyohankkeista Siemenperunakeskuksen, MTT:n Pohjois-Pohjanmaan
tutkimusaseman ja Kasvintuotannon tarkastuskeskuksen kanssa. Niissd yh-
teistyohankkeissa on tutkittu muun muassa tyvimidén ilmaantumista siemen-
perunan tuotantoketjuun seki viljelytekniikan vaikutuksia tyvimdddn puh-
keamiseen. Eca:n ja Ecc:n DNA-sekvenssien selvityksessid sekd menetelmin
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kehityksessd kiytettiin Jyri Kankilan eristimiéd ja maérittamid Eca- ja Ecc-
kantoja, jotka saatiin Helsingin yliopiston soveltavan biologian laitoksen
kokoelmista. Menetelmien luotettavuuden varmentamiseksi tutkittiin ~ oirei-
den perusteella tyvimitiisiksi epdiltyjd kasveja, joista eristettiin myos Erwi-
nia-bakteereita puhdasviljelmiksi.

PCR-menetelmien kehitys aloitettiin  sekvensoimalla osa Erwinia-
bakteereiden perimdid. Sekvenssitiedon pohjalta suunniteltiin Eca-bakteerille
alukkeet ja spesifinen koetin Tagman-kemiaan perustuvaa TY VIl kvantita-
tiivista PCR-menetelméi varten. Reaktio ja analysointi toteutettiin tutkimuk-
sen alussa ABI PRISM Sequence Detector 7700-laitteella, ja tutkimuksen
lopussa ABI PRISM Sequence Detector 7000-laitteella (PE Biosystems).
Reagenssien pitoisuudet optimoitiin ja menetelmén toimivuus testattiin Jyri
Kankilan Eca ja Ecc-kannoilla. Menetelmén kvantitointia varten valmistettiin
standardiliuokset, joiden bakteerimiirit tunnettiin.

Eca- ja Ecc-bakteerien samanaikaiseen osoittamiseen kehitettyd Multiplex
PCR-menetelméé varten suunniteltiin molemmille alalajeille omat alukkeen-
sa ja koettimensa. Reagenssipitoisuuksien optimoinnit tehtiin kummallekin
reagenssiryhmélle erikseen ennen analyysien yhdistdmistd. Menetelmén toi-
mivuutta testattiin Jyri Kankilan Erwinia-bakteerikannoilla sekéd vertaamalla
tuloksia aikaisemman kvantitatiiviseen TY VI1-menetelmén antamiin tulok-
siin.

Kvantitatiivinen PCR-menetelmd on kéyttokustannuksiltaan suhteellisen
kallis, koska se vaatii DNA-eristyksen ennen DNA-pitoisuuden mééritysta.
Liséksi seké reagenssit ettd laite ovat hintavia perinteiseen PCR-menetelméin
verrattuna. Tastd syystd ottettiin kdyttoon sekd Eca- ettd Ecc-bakteerit tunnis-
tava perinteinen PCR-menetelmd TYVI3, jonka avulla seulottiin Erwinia-
positiiviset ndytteet kvantitatiivista mééritystd varten. Alukkeet TY VI3 PCR-
menetelmidn suunniteltiin ennestdidn tunnetun sekvenssin perusteella ja rea-
genssipitoisuudet sekd reaktio-olosuhteet optimoitiin. Menetelmén toimivuus
varmistettiin Jyri Kankilan Eca- ja Ecc-bakteerikannoilla sekd yhteistyo-
hankkeista saaduilla perunanéytteilld.

Menetelmissd perunamehuniytteissd eldva bakteeri rikastetaan selektiiviselld
CVP-alustalla. Tamin jdlkeen kasvusto pestdédn ja laimennetaan analysointia
varten. DNA-eristysti ei menetelméssd tehdd (Hyman ym. 1997). Menetelmi
nimettiin TYVI3 BioPCR-menetelmiksi. Tutkimuksen aikana suunniteltujen
Erwinia-spesifisten alukkeiden lisdksi kdytettiin vain Eca-bakteerin tunnista-
via ECAI1f ja ECA2r seki ERWFOR ja ATROREV alukeyhdistelmid (De
Boer & Ward 1995, Smid ym. 1995). Niilld menetelmilléd positiivisiksi osoit-
tautuneet niytteet tutkittiin edelleen kvantitatiivisilla PCR-menetelmilla.

Erilaisia kasvindytteiden esikisittelymenetelmié verrattiin toisiinsa tavoittee-
na kehittdd tarpeeksi luotettava menetelmi bakteeripitoisuuksien méadrittimi-
seen perunasta. Perunamehunéyte valmistettiin joko puristamalla mehu muo-
vipussissa mukulan napapddsté leikatusta palasta tai itupuristimella mukulan
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kuorisuikaleesta. PCR-menetelmidn herkkyyden parantamiseksi kokeiltiin
erilaisia DNA:n eristystapoja valmiilla kaupallisilla kiteilld sekd peruskemi-
kaaleilla (Taulukko 1). Lisédksi tutkittiin eri maljakasvatusolosuhteita seki
yksittdisten bakteeripesikkeiden kasvatusta PCR-analyysia varten (Pérombe-
lon & Wolf 1998).

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Projektin aikana kehitetty Eca-bakteerin tunnistava kvantitatiivinen TY VI1
PCR-menetelmaé osoittautui hyvin toimivaksi ja herkiksi. Sen detektioraja oli
noin 15 bakteeria millilitrassa perunamehua ABI PRISM 7700 Sequence
Detector-laitteella ja hiukan korkeampi ABI PRISM Sequence Detector
7000-1aitteella. Kummankin laitteen detektioraja todettiin riittdvéksi, koska
raja-arvoksi tavoiteltiin 100-1000 bakteeria millilitrassa perunamehua. Taltd
bakteeripitoisuuden alkutasolta bakteeri pystyy lisddntyméédn tasolle, joka
johtaa taudin puhkeamiseen (Bain ym. 1990).

Eca- ja Ecc-bakteerien samanaikaiseen toteamiseen kehitetyn multiplex PCR-
menetelmin kéyttod kvantitoinnissa ei saatu projektin aikana toimimaan viela
parhaalla mahdollisella tavalla, vaan se jdi Ecc-bakteerin osalta liian epéher-
kiksi. Kahden koettimen samanaikainen toiminta optimaalisesti samassa
reaktiossa vaatii huomattavasti enemmin panostusta PCR-olosuhteiden opti-
mointiin kuin mihin kiytettivissi oleva aika riitti. Menetelmid pystytdin
kuitenkin jo nyt kidyttim#ddn kvantitatiivisen TY VIl-menetelmén rinnalla
menetelmind, jolla pystytddn selvittimddn niytteiden Eca- ja Ecc-
bakteeripitoisuuksien suhteita toisiinsa ja standardeihin.

BioPCR:sséd kiytetyistd menetelmistd TY VI3 BioPCR-menetelmi toimi hy-
vin Erwinia-positiivisten ndytteiden seulonnassa tarkempiin tutkimuksiin.
Kahdesta julkaistuista Eca-spesifisistd alukepareista ECA1f ja ECA2r todet-
tiin luotettavammaksi kuin ERWFOR ja ATROREV alukepari ja pelkistidin
sitd kdytettiin ensimméisten koesarjojen jilkeen. Niilld menetelmilld tutkit-
tiin, missd siemenperunan tuotantoketjun vaiheessa Eca ja Ecc ilmaantuvat
perunaan ja miten viljelytekniikalla voitaisiin vaikuttaa bakteerien esiintymi-
seen.

Erilaisilla perunanéytteiden esikésittelytavoilla sekd eri PCR-menetelmilld oli
suuri merkitys analyysituloksen kannalta. Neljalld oireellisella mukulalla
tehdyssd vertailussa olivat mukana DNeasy Plant DNA extraction-kitti ja
DNA-eristys perusreagensseilla (De Boer & Ward 1995), CVP-maljakasvatus
27°C:ssa kahden vuorokauden ajan ja CVP-maljakasvatus 15°C:ssa kolmen
vuorokauden ajan, perunamehun puristus mukulan napapiin palasta muovi-
pussissa ja perunamehun puristus itupuristimella mukulan kuoriviipaleesta
(Taulukko 1).
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Taulukko 1. Naytteenottokohdan, puristenesteen esikasittelyn- ja PCR-
menetelmien sekd alukkeiden spesifisyyden vaikutus neljasta eri mukulasta
saatuun analyysitulokseen (+ = positiivinen tulos, -= negatiivinen tulos).

PCR-menetelm&/ naytteeottokohta/ Alukkeiden Mukula Mukula Mukula Mukula

DNA-eristys tai bakteeriviljely spesifisyys 1 2 3 4
TYVI3, kuori, kitti DNA-eristys Erwinia + + + -
TYVI3, napapad, kitti DNA-eristys Erwinia + + + +
TYVIS, kuori, Boer DNA-eristys Erwinia - - + +
TYVI3,napapad, Boer DNA-eristys  Erwinia - - + -
TYVI3, kuori, 27° kasvatus Erwinia + + + +
TYVI3, napapaa, 27° kasvatus Erwinia + + + +
TYVI3, kuori, 15° kasvatus Erwinia + + + +
TYVI3, napapaa, 15° kasvatus Erwinia + + + +
ECA", kuori, kitti DNA-eristys atroseptica + + + +
ECA, napapéé, kitti DNA-eristys atroseptica + + + +
ECA, kuori, Boer DNA-eristys atroseptica - - - +
ECA, napapaa, Boer DNA-eristys atroseptica - - +
multiplex, kuori, kitti DNA-eristys atroseptica + + +
multiplex, napapéaé ,kitti DNA-eristys atroseptica + + +
multiplex, kuori, Boer DNAeristys atroseptica - + +

N L b

multiplex, napapéé,Boer DNAeristys atroseptica +

ECA, kuori, 27° kasvatus atroseptica + - +
ECA, napapaa, 27° kasvatus atroseptica + - +
ECA, kuori, 15° kasvatus atroseptica - - +
ECA, napapaa, 15° kasvatus atroseptica - - - +
multiplex, kuori, kitti DNA-eristys carotovora - - - -
multiplex, napapaa, kitti DNA-eristys carotovora - - - -
multiplex, kuori,Boer DNA-eristys carotovora - - - +
multiplex, napap. ,Boer DNA-eristys carotovora - - - +

ECA": PCR -menetelma, De Boer & Ward 1995

Néiden kokeilujen perusteella pdddyttiin kdyttiméddn kasvatusolosuhteina
27°C:een lampdétilaa kahden vuorokauden ajan ennen BioPCR-menetelmid,
silld nidin saatiin parhaiten positiiviset ndytteet esille. Niytteistd saadut tulok-
set olivat lisdksi helpoimmin luettavissa agaroosigeeliltd. Kokeilujen perus-
teella paddyttiin myos kdyttimdin DNA:n eristyksessd DNeasy Plant DNA
extraction-kittid ennen kvantitatiivista PCR:d4. Niin positiiviset néytteet
saatiin parhaiten esiin ja menetelma on mahdollisimman herkka.

Multiplex PCR-menetelmi osoittautui toimivan hyvin Eca:n tunnistamisessa.
Sen sijaan mukula 4:n (Taulukko 1) perunamehusta Ecc:n tunnistus onnistui
ylldttden paremmin De Boerin ja Wardin (1995) artikkelissaan kuvaaman
DNA-eristyksen, kuin kitilld tehdyn DNA-eristyksen jidlkeen. Tutkittu muku-
la oli sekd Eca:n ettd Ecc:n saastuttama. Multiplex PCR soveltuu analyysi-
menetelmiksi, kun huomioidaan sen epiherkkyys Ecc-bakteerin toteamises-
sa. Kokeilun perusteella analyysituloksissa ei ollut eroa silld, puristettiinko
mehunédyte mukulan kuoresta vai napapiisti. Molempia menetelmid onkin
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kiytetty eri tutkimusten yhteydessd. Kuitenkin De Boerin tutkimuksessa
(2002) osa tutkimuksen mukuloista todettiin positiivisiksi ainoastaan napa-
paidstd tehdyistd niytteistd kuorindytteen antaessa negatiivisen tuloksen ja
pdinvastoin. Tdmi on syytd ottaa huomioon virheldhteeni tuloksia tulkittaes-
sa.

Kesilld 2002 tutkittiin oireiden perusteella selvésti tyvimétiisiksi luokiteltuja
ja perunaseitin vioittamiksi epdiltyjd varsia. Lisédksi tutkittiin varsia, joissa
oireet olivat kuivan kesin takia vaikeasti tunnistettavia. Varsindytteistd kuu-
dessa TYVI3 BioPCR-menetelmi antoi positiivisen ja Eca-spesifinen mene-
telmi (De Boer & Ward 1995) negatiivisen tuloksen. Tdmén perusteella on
todennikdistd, ettd vioituksissa oli vain Ecc-alalajia, jota ei normaalisti pidetd
tyvioireiden aiheuttajana. Bakteerieristyksen jdlkeen tehdyn Eca-spesifisen
(De Boer & Ward 1995) PCR-analyysin mukaan myds perunaseitin vioitta-
maksi epdillyissé néytteissi oli Eca-alalajia (Pérombelon & Wolf 1998) (Tau-
lukko 2).

Taulukko 2. Erwinia-bakteerien esiintyminen silmévaraisesti tyvimadan tai
perunaseitin vioittamiksi mééritetyissé kasveissa osoitettuna E. carotovora- ja
Eca-spesifisilla alukkeilla (+ = positiivinen, - = negatiivinen analyysitulos).

Tyvimadaksi Tulos Tulos ECA1f ja| Perunaseitiksi Tulos ECA1f ja
epdilty ndyte TYVI3 ECAZ2r alukkeilla | epdilty ndyte ECA2r alukkeilla
Asl a, varsi + - Asll a, varsi +

Asll a, varsi + - AslV a, varsi -

Rjl a, varsi + - AsV a, varsi +

Rjll a, varsi + - AsVI a, varsi +

Rjlll a, varsi + -

Rjl IV a, varsi - -

Tutkimuksen aikana kehitetyt kvantitatiiviset PCR-menetelmaét, sekd TYVI3
BioPCR-menetelmi kahden E. carotovora-alalajin osoittamiseen ovat olleet
toimivia ja kiyttokelpoisia perunan tyvimadin tutkimuksessa. Tulevaisuu-
dessa nimd menetelmit saattavat mahdollistaa siemenperunoiden riski-
indeksin kdyttéonoton siemenperunan kayttokelpoisuuden arvioinnissa. Tes-
tin lopullisen luotettavuuden toteamiseksi vaadittaisiin vield lisdtutkimuksia
suuremmilla ndytemaiirilld ja laajemmalla bakteeripopulaatiolla.
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Tiivistelméa

Tutkimuksen aikana seurattiin E. carotovora-bakteerin alalajien atroseptica
(Eca) ja carotovora (Ecc) ilmaantumista ja lisdintymistd siemenperunaan
Suomen siemenperunakeskuksen (SPK) lisdysaineistossa. Seuranta aloitettiin
SPK:n mikrolisdtyistd taimista. Tamin jidlkeen analysoitiin kasvihuoneissa
tuotettuja kasvustoja ja mukulasatoja sekd ensimmdiisen ja toisen vuoden
avomaalisdyksen mukulasadot. Analyysit tehtiin useilla erilaisilla DNA-
monistumiseen perustuvilla PCR-tekniikoilla, koska PCR-menetelmié kehi-
tettiin samanaikaisesti entistd herkemmiksi ja luotettavimmiksi.

Mikrolisityistd kasveista ei 1oydetty E. carotovora-bakteereita lainkaan. Sen
sijaan kasvihuoneessa kasvaneiden perunoiden lehdistd ja mukuloista 16ydet-
tiin Ecc-bakteereja. Ensimmaiisen avomaalisdyksen mukuloista ei 16ydetty
Eca:a ja 90 %:n todennikdisyydelld infektoituneiden mukuloiden osuus oli
alle 0,34 %. Sen sijaan Ecc:a esiintyi 4,2 %:ssa mukuloista. Mukuloista 16y-
dettiin ensimmadisen kerran Eca:a toisen avomaalisdyksen sadosta. Eca:a
esiintyi 0,6 %:ssa ja Ecc:a 2,8 %:ssa tutkituista mukuloista. Pellosta 16ydet-
tiin myds muutama tyvimitidinen kasvi.

Tutkimuksessa todettiin, ettei SPK:n mikrolisdys- ja kasvihuoneaineistoissa
ole Eca:aa. Toisen avomaanlisdyksen satomukuloista mukulasadosta keski-
miérin 0,6 % kantoi piilevdd Eca-tartuntaa. Seuraavana kesind niilld muku-
loilla tuotetussa kasvustossa oli keskiméirin 0,03 % tyvimaétéoireisia kasveja.
Sen sijaan yllitys oli Ecc:n runsaus kasvihuonelisityissd mukuloissa ja en-
simmadisen avomaalisdyksen sadossa. Ecc-bakteerin todellinen merkitys tulisi
selvittdd ja arvioida, onko siemenperunan tuotantoketjua tarvetta muuttaa
Ecc-riskin minimoimiseksi. Eca-bakteerien hallintaan nykyinen tuotantoket-
jun hygienia riittaa.

Asiasanat: kasvinsuojelu, kasvitaudit, peruna, siemenperuna, tyvimdtd, mdr-
kamditd, Erwinia carotovora, PCR-tekniikka, diagnostiikka, viljelyksellinen
kasvinsuojelu
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Johdanto

Terve siemenperuna on laadukkaan perunantuotannon edellytys. Maéritietoi-
sella tyolld suuri joukko kasvitauteja, kuten useimmat virustaudit ja rengas-
mididt on saatu kitkettyd ldhes kokonaan perunan siementuotannosta. Sen
sijaan Erwinia carotovora-bakteerin alalajien atroseptican (Eca) ja carotovo-
ran (Ecc) aiheuttaman tyvi- ja mirkiméadin runsas esiintyminen on edelleen
ongelma yksittdisissd siemenerissd. Erwinia chrysanthemi-bakteeria (Ech),
joka my0s aiheuttaa tyvi- ja mirkdmaitédd, ei ole Suomesta todettu (Harju &
Kankila 1993), mutta sen esiintymisté ei viime vuosina ole liioin kartoitettu.

Erwinia-bakteerit ovat ongelmallisia, koska ne voivat levitd siemenperunassa
oireettomina. Kasvustossa havaittavan tyviméddin runsaus ei aina anna luotet-
tavaa kuvaa piilotartunnan miéréastd satomukuloissa, koska episuotuisissa
olosuhteissa oireettomista kasvustoista korjatut sadot voivat olla pahoin saas-
tuneita (Pérombelon & Kelman 1980).

Piilotartuntojen osoittamisessa siemenperunan alkutuotannossa on vaikeutena
tartunnan saaneiden mukuloiden pieni esiintymistiheys. Mukuloita on testat-
tava valtava mair4, kun halutaan luotettava arvio siemenerin tartuntatasosta.
Jos esimerkiksi halutaan osoittaa, etti alle 0,2 % mukuloista on tyvimétiisid
90 % todennikoisyydelld, binomijakaumaan perustuvan otantamallin mukaan
on tutkittava 1054 yksittdisti mukulaa. Tilastomatematiikka mahdollistaa
erilaiset ryvésotannat, joilla tutkittavia analyysimiérid voidaan oleellisesti
pienentdd (Hughes ym. 1996).

Sertifioidun siemenperunan tuotannon terveyttd valvovat KTTK:n valtuutta-
mat kasvintarkastajat. Erwinia-bakteereihin liittyen viljelytarkastuksissa ha-
vainnoidaan tyvimétdisten kasvien madrd kasvustossa ja mirkdmaétéisten
mukuloiden médrd varastossa. Siemenmukuloissa piilevina esiintyvid Erwi-
nia-bakteereita ei toistaiseksi kédytetd siemenperunan laatukriteerind, koska
massatestaukseen sopivia médritysmenetelmid ei ole kustannussyistd voitu
ottaa kiyttoon (MMMA 24.11. 2000, KTTK 29.3.2001).

SPK:n ydinkasvi- ja klooniaineisto on aikaisemmissa tutkimuksissa todettu
vapaaksi Erwinia-bakteereista bakteeriviljelymenetelmalld. Harjun ja Kanki-
lan (1993) tutkimuksissa SPK:n kasvihuonelisdysaineistosta 10ytyi yhdestd
tutkitusta satomukulasta Ecc-bakteeria. Ensimmaiisen vuoden avomaalisdyk-
sessi bakteereita ei kdytetylld otannalla 16ytynyt. Toisen vuoden avomaalisi-
yksen jidlkeen satomukuloista 16ytyi jo kumpaakin alalajia. Ensimmadiset ty-
vimitdoireiset kasvit 16ydettiin kolmannen vuoden avomaalisdyksestd. SPK:n
tuotantokdytdntojd on noista ajoista muutettu ja Erwinia-diagnostiikka on
valtavasti parantunut PCR-menetelmien kehittimisen myd&td (Pérombelon
2000).

Koko tutkimushankkeen yhtend péitavoitteena oli viahentdd tyviméadan aihe-
uttamia ongelmia siemenperunantuotannossa. Tdmén péddasiassa Siemenpe-
runakeskuksen (nykyisin Suomen Siemenperunakeskus Oy) kanssa toteutetun
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osatutkimuksen tavoitteena oli varmistaa siemenen alkutuotannon terveyden-
tila E. carotovora-bakteerin osalta, seki selvittdd ja tarpeen mukaan vihentéda
tyvi- ja médrkdmadin levidmisriskid siemenperunan tuotantoketjussa.

Aineisto ja menetelmat

Mikrolisaysaineisto

SPK:n perunakloonien ensimmaéinen lisdys tehdddn mikrolisddméalld koeput-
kissa kasvatettuja taimia. SPK:n mikrolisdysaineistosta valittiin Eca- ja Ecc-
puhtausmaéirityksiin 9 lajiketta, joiden tautiriski oli edellisten vuosien koke-
musten perusteella suurin: Asterix, Bintje, Fambo, Gloria, Idole, Nicola, Sa-
turna, Suvi ja Van Gogh. Erwinia-bakteerien mahdollinen esiintyminen ana-
lysoitiin kahdesta yksilostd 5-6 kloonista jokaisesta lajikkeesta.

Mikrolisdtyt taimet poistettiin koeputkista juurineen, sekd puhdistettiin kas-
vualustan jadnteistd ennen kasvien puristamista mehuksi itupuristimella.
CVP-maljoille levitettiin ndytemehusta 98 ul, johon oli lisdtty 2,5 ul DTT
reagenssia. Maljoja kasvatettiin 27°C:een ldmpdétilassa vuorokauden ajan,
jonka jdlkeen bakteerikasvusto kerittiin maljalta ndytteeksi ja siitd tehtiin
BioPCR E. carotovora-spesifisilld alukkeilla.

Kasvihuoneaineisto

Koeputkikasvit siirretddn juurrutuksen jilkeen kasvihuoneeseen, jossa niistd
tuotetaan ensimméiinen mukulasato. Kasvatus tapahtuu yhdessi tai kahdessa
lasisessa kasvihuoneessa, kevytrakenteisemmissa muovihuoneissa seké pie-
nessd mittakaavassa myds avomaalle rakennetuissa ulkoaltaissa. Lasihuo-
neessa tuotetaan yleensd kaksi satoa, joista ensimméiisen sato nostetaan kes-
kikeséll4 ja toinen syksylld avomaan sadonkorjuun jilkeen. Tadssd tutkimuk-
sessa madritettiin E. carotovora-saastunnan taso kaikissa koeputkitaimista
lisdtyissd kasvustoissa vuonna 2002 lukuun ottamatta ensimmdistd lasihuo-
neessa tuotettua kasvustoa.

Kasvihuoneesta kerittiin 8. elokuuta 2001 systemaattisesti 20 lehden yhdis-
telménidytteet, joista mdidritettiin E. carotovoran esiintyminen TYVI3
BioPCR-menetelmilld. Kaikista positiivisista ndytteistd tehtiin Eca-
spesifinen kvantitatiivinen TY VI1 PCR-mééritys (kts. s. 20-22).

Sadonkorjuun yhteydessi jokaisesta kasvatusaltaasta kerittiin yhdeksdn mu-
kulan yhdistelminéyte (ulkoallas: 8.-9.8., muovihuone I: 26.9.-1.10., muovi-
huone II: 20.-24.9, lasikasvihuone: 2.-3.10.). Ulkoaltaasta ja kahdesta muo-
vikasvihuoneesta kerdtyt ndytteet analysoitiin Eca-spesifiselli BioPCR-
menetelmilli ERWFOR ja ATROREV alukkeilla (Smid ym. 1995, kts. s. 20-
22). Lasikasvihuoneesta kerityt niytteet puolestaan analysoitiin E. carotovo-
ra-spesifiselld TYVI3 BioPCR-menetelmilld (kts. s. 20-22). Positiivisiksi
osoittautuneita niytteitd analysoitiin Eca-spesifiselld kvantitatiivisella TY VI1
PCR-menetelmailld (kts. s. 20-22), sekd Eca-spesifisilli ECA1f ja ECA2r
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alukkeilla (De Boer & Ward 1995). Analysoinneissa kéytettiin ndin monia
erilaisia PCR-menetelmid, koska MTT:n omien PCR-menetelmien kehitti-
minen oli vield osittain kesken.

Ensimmaisen vuoden avomaalisdys

Néytteet kerittiin ositettua satunnaisotantaa noudattaen, jossa ositteena oli
lajike. Jokaisen lajikkeen mukulaniytteen koko médritettiin sen perusteella,
miké oli lajikkeen viljelypinta-ala suhteessa 1. vuoden avomaalisdyksen ko-
konaispinta-alaan. Yhteenséd analysoitiin 671 mukulaa 79 yhdistelméniyttee-
ni. Yhdessd yhdistelménéytteessi oli aina 4-12 mukulaa, ja yhdistelméniyt-
teen keskimaariinen koko oli koko aineistossa 8,5 mukulaa.

Yhdistelminéytteet analysoitiin E. carotovora-spesifiselld TY VI3 BioPCR-
menetelmalld (kts. s. 20-22). Positiiviset tulokset antaneet yhdistelménéytteet
analysoitiin Eca-spesifisilli ECA1f- ja ECA2r-alukkeilla (De Boer & Ward
1995).

Yhdistelménidytteiden antama tulos muunnettiin saastuneiden mukuloiden
esiintymisfrekvenssiksi olettamalla, ettd mukulan E. carotovora-tartunta ei
riipu minkdin muun ndytteeseen tulevan mukulan terveydestad. Télld oletuk-
sella terveiden ja infektoituneiden mukuloiden osuus aineistossa noudattaa
binomijakaumaa. Laskuissa yhdistelméniytteessd oletettiin olleen 8,5 muku-
laa.

Toisen vuoden avomaalisays

Toisen vuoden avomaalisdyksessd SPK:n tuottaman sadon méird nousi niin
suureksi, ettd kaikkien lajikkeiden terveydentilan tutkiminen ei enédid ollut
mahdollista. Sen vuoksi tutkittaviksi valittiin 5 lajiketta; Asterix, Bellona,
Bintje, Lady Claire ja Venla. Jokaisesta lajikkeesta otettiin 450 mukulan ndy-
te, josta analysoitiin 400 mukulaa. Mukulat analysoitiin 10 mukulan yhdis-
telméniytteina.

PCR-analyyseihin niyte otettiin leikkaamalla jokaisen mukulan napapéisté n.
0,5 gramman kokoinen pala. Kymmenen mukulan napapéit kerittiin samaan
muovipussiin yhdistelménéytteeksi. Pussiin lisdttiin 5 ml:aa steriilid vettd,
napapdidt murskattiin kumivasaralla ja niytteitd seisotettiin n. 5 minuuttia,
jonka jdlkeen vapautunut puristemehu kéytettiin bakteerien rikastamiseen.

Puristemehuun liséttiin 2,5u] 1M DTT-reagenssia, ja se pipetoitiin CVP-S2-
maljoille, joita inkuboitiin kahden vuorokauden ajan 27°C limpdétilassa (Hy-
man ym. 2001). Inkuboinnin aikana tuotettu bakteerimassa laimennettiin
suhteissa 1:10 ja 1:100. Laimennetut bakteerisuspensiot analysoitiin E. caro-
tovora-spesifiselld TYVI3 BioPCR-menetelmilld. E. carotovora-positiivisen
tuloksen antaneiden niytteiden puristemehusta kdytettiin 50 ul DNA-
eristykseen Dneasy Plant-kitilld (Qiagen, Germany), jonka jidlkeen DNA-
nidytteet analysoitiin reaaliaikaisella multiplex PCR-menetelmilld E. caroto-
vora-alalajien midrittdmiseksi (kts. s. 20-22).
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Tulokset

Yhdestikéddn koeputkikasvista ei 10ydetty E. carotovora-bakteereita. Siemen-
perunan kasvihuonelisdyksestd tutkituista lehtindytteistd vain yhdestd yhdis-
telmindytteestd 10ytyi varmuudella Ecc:a. Laskennallisesti noin 0,1 % lehdis-
td kantoi piilevdd Ecc-tartuntaa. Sen sijaan keskiméirin 3,9 % kasvihuonees-
sa tuotetuista mukuloista oli Ecc:n saastuttamia. Vastoin oletuksia Ecc:a
esiintyi eniten hygieniantasoltaan parhaaksi oletetussa lasihuoneessa tuote-
tussa sadossa, jossa 7,6 % mukuloista oli piilevin bakteeritartunnan kantajia.

Ensimmiisen vuoden avomaalisdyksessd ei esiintynyt niin paljon piilevid
tyvimétdd, ettd se olisi voitu osoittaa kiytetylli otantamenetelmélld. Jos
Eca:n saastuttamia mukuloita oli, niiden osuus 90 % todennékdisyydelld oli
alle 0,34 %. Sitd vastoin ensimmdiisen vuoden avomaalisdyksen 79 yhdistel-
mindytteestd 24 oli piilevdsti Ecc:n saastuttamia (Taulukko 1). Toisessa
avomaanlisdyksessd tyvimétdoireita 10ytyi 14 kasviyksilostd 22,7 ha:n loh-
kolla. Laskennallisesti 1,2*10’5 % kasveista oli oireilevia. Toisen avomaalisi-
yksen sadossa havaittiin myos Eca:n saastuttamia mukuloita (Taulukko 1).

Taulukko 1. Piillevan Erwinia-tartunnan saaneiden mukuloiden osuus sadossa
siementuotantoketjun eri vaiheissa 2001-02 ja tyvimatoireiden puhkeamisti-
heys néilla siemenerilld tuotetuissa kasvustoissa kesélla 2003.

Tyviméatéoireita
Infektoituneita mukuloita % kasvustossa

Lisdysvaihe Lajike E. carotovora Ecc Eca %o
Mikrolisétyt taimet Useita ' 0 0 0 0
Kasvihuonelisédys Lehdet 0,1 0,1 0 0
Mukulat 3,9 3,9 0 0
1. avomaalisdys Useita 4,2 4.2 <0,34 0
2. avomaalisdys Asterix 8,2 0,3 0,5 0,074
Bellona 1 0 0 0
Bintje 0 0 0 0,016
Lady Claire 2,8 0,3 1,3 0,012
Venla 3,9 1 1,3 0,051
2. avomaalisdys Keskiarvo 2,8 0,3 0,6 0,031

) Mikrolisatyisté taimista analysoitiin vain tyvimadan suhteen ongelmallisiksi
osoittautuneet lajikkeet; Asterix, Bintje, Fambo, Gloria, Idole, Nicola, Saturna, Suvi ja
Van Gogh.

24, avomaalisdyksesta analysoitiin kaikki lisdyksessa olleet lajikkeet (35 kpl)
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Tulosten tarkastelu

Tutkimuksissa seurattujen siemenperunaerien havaittiin saavan Eca-tartunnan
yleensi toisena avomaalisdysvuonna. Tdma on havaittu my0s aikaisemmissa
tutkimuksissa (Harju & Kankila 1993, Pérombelon ym. 1980).

Mikrolisdysaineisto todettiin puhtaaksi E. carotovora-bakteereista, kuten
aikaisemmissakin tutkimuksissa (Harju & Kankila 1993). Kuitenkin jo kasvi-
huonelisdyksissd sekd lehdistd ettd mukuloista 16ydettiin Ecc-alalajia. En-
simmadinen lasihuoneessa tehtdvi lisdys jatettiin tutkimatta. Sen saastumisris-
ki oletettiin pieneksi, koska saastuntaldhteitd kasvukauden alussa on hyvin
vihan. Siksi kasvihuonelisiyksen todellinen saastuntataso lienee havaittua
matalampi.

Aineiston perusteella on mahdoton tietdd, mistd kasvihuonelisdysten bakteeri-
tartunta on ldhtoisin. Eniten Ecc:a 10ytyi lasikasvihuoneesta. Todennédkoi-
simmin tartunta on tapahtunut aerosolien vilitykselld sadonkorjuun yhteydes-
sd tai ilmastoinnin kautta. Skotlannissa tehtyjen tutkimusten perusteella tiede-
tadn, ettd E. carotovora-bakteerin midrd pelloilla lisddntyy kasvukauden
loppua kohti (Pérombelon & Kelman 1980). Ulkoaltaaseen istutettujen mik-
roliséttyjen kasvien sato oli suhteessa vihemmin saastunut kuin lasihuoneen
sato, joka nostettiin ldhes kaksi kuukautta my6hemmin. Lasikasvihuoneessa
tuotettu sato saattoi siten altistua odotettua pahemmin ilman kautta mahdolli-
sesti levinneille E. carotovora-bakteereille. Hyonteiset tuskin ovat péddsseet
bakteeria levittimiin, koska niiden pidédsy kasvihuoneeseen on pyritty esti-
miin tuuletusaukoissa olevien hyonteisverkkojen avulla.

Ensimmiisen kerran Eca:a havaittiin siementuotannossa 2. avomaalisdyksen
varsissa esiintyvédni tyvimitind. Tartunnan mééré oli niin pieni, ettd sen ha-
vaitseminen tutkitun mukulaméérin perusteella oli erittdin epitodennékdoisti.
Eca-tartunta oli tapahtunut edelliselld kasvukaudella tai viimeistddn ennen
istutusta, koska tyvimétédoire voi kehittyd vain, jos maahan istutettu emomu-
kula on infektoitunut. Tutkimuksessa saatiin tosin viitteita siitd, ettd Ecc saat-
taa myos pystyi aiheuttamaan tyvimétioireita (kts. s. 22).

Tyvimitia esiintyi erittdin vihin 3. vuoden avomaalisdyksessd kesilld 2003,
jolloin sddolot eivit olleet otolliset tyvimitidoireen ilmaantumiselle. Siemen-
mukuloista piilevésti saastuneita oli n. 20—100-kertainen lukumiiréd pellolla
oireiksi puhjenneen tyvimiddn méédrdin verrattuna.

Havaittuja tyvimiti- ja Eca-mé#idrid erdkohtaisesti vertailtaessa, voidaan sel-
visti ndhd4, ettd PCR on riittdvin herkké paljastamaan tartunnan. Sen sijaan
PCR-tuloksen avulla ei voida ennustaa, kuinka paljon tyvimitidd seuraavan
vuoden kasvustossa esiintyy, koska tyvimidddn ilmenemiseen vaikuttavat
kasvukauden sii- ja muut olosuhteet erittdin paljon (Pérombelon & Kelman
1987).

Ensimmiisen vuoden avomaalisdyksen sadossa ei todettu Eca-alajia. Sitd
vastoin Ecc:n esiintymistiheys mukulasadossa oli edelleen korkea. Toisen
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vuoden avomaalisdyksessd esiintyi kuitenkin muutamia tyvimétioireisia kas-
veja, joten tartunnan on tdytynyt tapahtua jo ensimmaéisen lisdysvuoden aika-
na. Tartunnan m#éri oli niin pieni, ettei sitd otannan reunaehtojen puitteissa
olisi voitu osoittaa ensimmadisen vuoden mukulanaytteistd. Tyvimiaddn il-
maantuminen kasvustoon toisena lisdysvuotena osoittaa hyvin, ettd tdysin
aukotonta tyvimidédn osoittamisjirjestelmédd on mahdoton luoda.

Eca-tartunnan alkuperii ei tdsséd tutkimuksessa pystytty selvittiméén. Tartun-
ta ei ollut peridisin kasteluvedesti, koska kasvihuonelisdyksen ja ensimmaéisen
avomaalisdyksen tihkukastelussa kéytettiin vesijohtovettd. Toisen vuoden
avomaalisdystd ei kasteltu. Tartunta on tapahtunut ilman kautta lohkolle le-
vinneiden bakteerien vilitykselld kasvukaudella, sadonkorjuun yhteydessa,
satoa varastossa késiteltdessi tai istutuksen yhteydessa.

Tyvimitdd aiheuttavan Eca-bakteerin osalta siemenperunan alkutuotannon
hygienian taso on moitteeton. Koska Ecc-alalajia 16ytyi melko yleisesti jo
tuotannon alkuvaiheissa, olisi valttiméatonti selvittdd, onko Ecc:lla todellista
merkitystd siemenperunantuotannossa ja onko mitddn kiytdinnén mahdolli-
suuksia pitdd kasvustot puhtaana luonnossa yleisestéd bakteerista.
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Tiivistelma

Tyvimiddidn esiintyminen perunakasvustoissa ja mukulasadoissa vaihtelee
kasvukausittain. Perunantutkimuslaitoksella ja MTT:n Pohjois-Pohjanmaan
tutkimusasemalla koottiin perunan kenttikokeista vuosien 1997-2003 kas-
vustohavainnoista ja mukuloiden ulkoisen laadun maédritystuloksista tyvima-
din esiintymistiheys. Tavoitteena oli selvittdd tyvi- ja mérkdmitdoireiden
ilmenemisen riippuvuutta kasvukausien séddoloista.

Kasvuston tyvimétdisyys vaihteli vuosikeskiarvona 0,4 — 1,4 % ja sadon bak-
teerimitdisyys 0,2 — 1,9 %. Keskikesin sateisuus ja edeltidvin siemenviljely-
vuoden mérkyys ndyttivit lisddvin tyvimddian puhkeamisriskid kasvustossa.
Kasvuston tyvimitdisyys oli selvid riski mérkdmiddéan puhkeamiselle satomu-
kuloissa. Mukuloissa bakteerimétdd esiintyi yleisimmin sateisten kesien jil-
keen.

Asiasanat: kasvinsuojelu, kasvitaudit, peruna, tyvimdtd, mdrkdmdtd, Erwinia
carotovora, sadanta, sadon laatu

Johdanto

Erwinia-bakteerien aiheuttama tyvi- ja mirkdmétd on osoittautunut yllityk-
selliseksi ja vaikeasti hallittavaksi taudiksi. Sen esiintyminen vaihtelee vuo-
sittain ja oireiden puhkeamista on vaikea ennustaa, koska monet tekijét vai-
kuttavat taudin kehittymiseen. Esimerkiksi viljelyolot, viljeltivd lajike ja
satokauden sdd vaikuttavat merkittdvasti tyvimidén esiintymiseen (Pérombe-
lon 2002).

Kasvukauden pituus vaihtelee Suomessa 120-200 vuorokauteen, ja vaihtelut
tehoisan lampotilan summan kertymissd saattavat olla Eteld- ja Pohjois-
Suomen vililld suuria. Kasvuoloilla on merkittavi vaikutus kasvitauteja esté-
vind tai edistivind tekijoind (Pérombelon 2002). Tamin tutkimuksen tavoit-
teena oli selvittdd, miten perunantyvi- ja miarkdmédin runsaus on vaihdellut
Perunantutkimuslaitoksen ja MTT:n Pohjois-Pohjanmaan tutkimusaseman
kenttikokeissa, ja miten paljon séddoloilla voidaan selittdd taudin vuotuista
vaihtelua.
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Aineisto ja menetelmat

Tyvimitikartoitukseen kiytettiin Perunantutkimuslaitoksen kenttikokeista
vuosina 1998-2003 ja MTT Pohjois-Pohjanmaan tutkimusasemalla ruokape-
runan virallisissa lajikekokeissa 1997 — 2003 tehtyjd kasvuston tyvimitdha-
vaintoja ja sadon ulkoisen laadun maérityksessd punnittuja miarkdmatépitoi-
suuksia.

Aineistoon sisdllytettiin Perunantutkimuslaitoksen toteuttamia lajikekokeita
ja soveltuvin osin my0s viljelyteknisii kokeita, joista oli saatavissa kasvuston
tyvimidtihavainnot sekd sadon laatutiedot. MTT Pohjois-Pohjanmaan tutki-
musasemalla kartoitus rajattiin kdasittdméain virallisten lajikekokeiden nor-
maalityppitason ruutujen kasvustohavaintojen ja sadon ulkoisen laadun mii-
ritysten tulokset vuosilta 1997-2003.

Perunantutkimuslaitoksen aineisto koostui noin tuhannesta koejdsentason
havainnosta pddosin Lammilta ja MTT Pohjois-Pohjanmaan tutkimusaseman
lajikekoeaineisto 69 koejdsenen havainnosta. Yksi koejédsen sisélsi noin 200
perunayksilod. Lajikekokeiden sekd soveltuvin osin myds muiden kokeiden
viljelyssd, havainnoinnissa ja maddrityksissd noudatettiin virallista lajike-
koeohjetta (Mékeld 2002).

Perunantutkimuslaitoksen aineiston jatkokisittelyyn sisillytettiin kokeet,
joiden tyviméitidhavainnot oli tehty heindkuun lopussa tai elokuun alkupuolel-
la. Ruukissa tyvimitdisten kasvien esiintyminen havainnoitiin vuosittain vii-
koilla 31.-32. Tyvimitdoireiset yksilot laskettiin kasvustosta ja suhteutettiin
ruudun yksilomédrddn. Ruukissa sadon ulkoinen laatu méiritettiin vilitto-
misti ja Lammilla noin kuukausi sadonkorjuun jédlkeen. Ulkoisen laadun
madrityksessd bakteerimitiisten mukuloiden osuus punnittiin painoprosent-
teina.

MTT:n Pohjois-Pohjanmaan tutkimusasemalla koottiin vuosilta 1997-2003
kasvukausien sademiirdt (mm), keskildmpdétilat (°C) ja ldmpSsummakerty-
mit (°C) tutkimusasemalla sijaitsevan Ilmatieteen laitoksen sddhavaintoase-
man mittaustiedoista. Perunantutkimuslaitoksella Lammilla kéytettiin laitok-
sen oman siddaseman vastaavia tietoja.

Ruukin tyvimititarkastelussa kiytetyt sddhavaintoarvot laskettiin kasvusto-
havaintojen osalta istutuspdivistd havaintojen tekopdivdid edeltdneeseen pii-
vddn ja satotietojen osalta istutuksesta nostoon. Perunantutkimuslaitoksen
aineistoon sisiltyi vuosittain useita eri aikaan istutettuja ja nostettuja kokeita,
minkd vuoksi sddhavaintoarvojen laskentajaksot sovitettiin keskimiirin ha-
vainnointi- ja nostoaikoihin sopiviksi.

Kokeissa kiytetty siemenperuna oli Perunantutkimuslaitoksen viljelemii tai
muualta hankittua virallisesti tarkastettua siemenperunaa.
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Tulokset ja tulosten tarkastelu

Vuosina 1997-2003 sateisin ja keskildmpdotilaltaan alhaisin kesd oli 1998.
Lisidksi vuosina 2000 ja 2001 kesa- ja heindkuu olivat normaalia sateisempia.
Suurimmat limpdsummakertymat olivat vuosina 2002 ja 2003.

Vuosina 1999 ja 2003 kenttikokeiden kasvustot olivat ldhes kauttaaltaan
terveitd. Eniten tyvimaétdisid perunayksil6itd esiintyi vuonna 2001. Silloinkin
kaksi kolmasosaa havainnoitujen koejdsenien kasvustoista oli terveitd. Lo-
puissa kolmasosassa tyvimitdisyys vaihteli alle prosentista jopa yli 10 pro-
senttiin yksiloistd (Kuva 1). Mukulasadon bakteerimétédisyyden jakauma oli
samantyyppinen.

1998

1999 £ 0-0,5 %

2000 DI (BOo515%
01,5-5%

2001 | 1 m5-10 %

2002 HM]] H>10%

2003

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 ./°.

havainnoista

Kuva 1. Tyvimadéan vioitusten ankaruus Perunantutkimuslaitoksen kenttdko-
keissa vuosina 1998-2003.

Ruukissa 1997-2003 tyvimédin esiintyminen ruokaperunan virallisten laji-
kekokeiden kasvustoissa oli védhiistd vaihdellen yli vuosien tarkastelussa 0 —
1,9 % (kuva 2). Mukulasadon bakteerimétiisyys vaihteli vuosikeskiarvoina
koko aineistossa 0,2 — 1,9 % (kuva 3.) ja Ruukissa 0 — 0,9 % (Kuva 2.). Koko
aineistossa perunanvarsiston tyvimétéisyys vaihteli vuosikeskiarvoina 0,04 —
1,4 % vuosina 1998 — 2003 (kuva 3.).
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Kuva 2. Tyvimédan esiintyminen kasvustoissa ja sadoissa Ruukin ruokape-
runan virallisissa lajikekokeissa 1997-2003.
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Kuva 3. Kasvuston tyvi- ja mukulasadon markédmatéisyys koko aineistossa.

Vettd pidetddn Pérombelonin (2002) mukaan minimitekijind tyvimadin la-
tenssivaiheen kehitykselle nékyviksi tautioireisiksi. Kun mukulat joutuvat
hapettomaan tilaan penkissd, hapesta riippuvaisten puolustusmekanismien
toiminta estyy ja tyvimitibakteeri fakultatiivisena anaerobina tunkeutuu sy-
vemmille solukkoon, lisdédntyy ja tuottaa lopulta soluseiniéd tuhoavia entsyy-
meji (Pérombelon 2002).

Tistd lienee pditeltivissd esimerkiksi voimakkaiden kuurosateiden vaikutus
tyvimidddn esiintymiseen perunantuotantolohkoilla hyvinkin paikallisesti.
Kasvukauden aikana suhteellisen tasaisesti kertyneet sademiirét eivét perus-
kunnoltaan hyvilld tuotantolohkoilla aiheuta perunapenkkiin veden kertymi-
sen seurauksena hapetonta tilaa.

Tissd kartoituksessa tyvimddédn suhteellisen védhidinen esiintyminen vaikeutti
tyvimédén ja sdidtekijoiden riippuvuustarkastelua. Muutamia selvid yhteyksid
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Kuva 4. Vuosien 1997-2003 sade ja keskilampétila MTT Pohjois-Pohjanmaan
tutkimusasemalla Ruukissa.

aineistosta onnistuttiin kuitenkin seulomaan esiin. Muun muassa kesi-
heindkuun sateisuus viljelyvuonna sekd edeltivdn siementuotantovuoden
mirkyys néyttivit lisddvin tyvimiddan puhkeamisriskid kasvustossa.

Kesd 1998 oli elokuun lopulle saakka hyvin sateinen, ja lajikekokeiden sie-
menviljelys kirsi silloin mérkyydestd. Lajikekoevuonna 1999 kuiva kesd
ilmeisesti esti pddosin tyvimidddn puhkeamisen, silld kasvustot olivat varsin
terveet (kuvat 4 ja 5).

Lammilla sekd Ruukissa vuonna 2001 lajikekokeiden kasvustoissa oli tyvi-
mitidd selvésti enemmaidn kuin muina vuosina. Edeltidvinad syksynid lajikeko-
keisiin kéytetty siemenperuna jouduttiin nostamaan hyvin mérissa oloissa, ja
siemensadossa esiintyi médrkdmétié jo nostovaiheessa (Kuva 6)
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Kuva 5. Kuukausittaiset sadepoikkeamat prosentteina normaaliarvosta Lam-
milla.
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Kuva 6. Kasvuston tyvi- ja mukulasadon méarkaméataisyys Perunantutkimus-
laitoksen ja MTT:n Pohjois-Pohjanmaan tutkimusaseman toteuttamissa viral-
lisissa lajikekokeissa

Lajikekoevuonna 2001 kesdkuun sademdird oli kaksinkertainen normaaliin
nihden ja heindkuunkin sademéérd yli normaalin, joten kosteusolot piilevin
tartunnan puhkeamiselle olivat suotuisat (Kuvat 4 ja 5).

Kesd 2003 oli toinen perikkiinen kosteusoloiltaan normaali kesd, ja silloin
tyvimitii esiintyi kasvustoissa kaikkein véhiten.

Kasvuston tyvimitiisyys oli selvi riski (* = 0,20; p = 0,01) taudin puhkeami-
selle mukuloissa. Mirkyys edistdd emomukuloiden métidnemisti ja bakteerien
levidmistd tytdrmukuloihin (Elphinstone & Perombelon 1986).

Tidssédkin aineistossa sateisten kesien 2000 ja 2001 jilkeen mukulasadossa
esiintyi bakteerimétid enemmin kuin kuivina vuosina. Vuosi 2002 oli kos-
teusoloiltaan normaali, mutta ndhtivésti edellisen mérin siementuotantovuo-
den olot heijastuivat vield vuoden 2002 satoon. Vuonna 1988 sateisesta ke-
sastd huolimatta miarkamitdisyys oli keskimédriista tasoa.

Lajikkeista erottui muutamia, joissa tyvi- ja mirkdmitdaa oli keskiméaardista
runsaammin. Bintjessé, Bellonassa, Fambossa ja Belitassa esiintyi kasvustos-
sa keskimidrdistd useammin tyviméitdd sekd mukuloissa mirkdmatad. Myos
Blue Conngon sadossa esiintyi midrkdmatad keskiméariistd enemman.

Oikukkaana kasvitautina tyvimatéd on usein tulkittu lajikeheikkoudeksi. Bartz
ja Kelman (1986) pitdvit tyvimétialttiuteen vaikuttavina tekijoind muun mu-
assa Eca-bakteerien midrdd mukulassa, lajikkeen geneettisid ominaisuuksia
ja mukulan solukon vesipotentiaalia. Cotherin ja Cullisin (1992) mukaan erot
sadon tyvimitiherkkyydessi saattavat vaihdella jopa saman kasvin tuottami-
en mukuloiden vililld. Taudinkestdvyys on lajikejalostuksessa Bradshaw'n
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(1998) mukaan yksi tirkeimmistd tavoitteista ja geneettiset taudinkesti-
vyysominaisuudet testataan lopulta viljely-ympéristdssi.

Tutkitussa aineistossa ilmeni yhteys tyvi- ja mdrkdmédén oireiden ja sédédolo-
jen vililld. My®os lajikkeiden vililld ilmeni eroja, ja viitteitd saatiin kdytetyn
siemenen terveyden merkityksestd. Ndma tiedot eivit silti riittdneet selitta-
midn sitd, miksi tyvimitd puhkesi juuri tietyissi erissi ja toisissa ei. Hanka-
luutensa tyvimédén hallintaan tuo sen mahdollinen levidminen tai esiintymi-
nen ilman oireita (Stead 1999). Tassdkéddn kartoituksessa ei ollut tiedossa
kdytetyn siemenperunan mahdollinen piilevd Erwinia-saastunta. Sama ylli-
tyksid tuottava pulma koskee my0s perunanviljelyi kdytdnnossa.
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Tiivistelma

Tyvi- ja miarkamitd, Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca) ja -subsp.
carotovora (Ecc) ovat ensisijaisesti siemenperunassa levidvii bakteeritauteja.
Kuitenkin siemenperunan alkutuotannossa, jossa emomukulat ovat puhtaita
tai ldhes puhtaita Erwinia-bakteereista, tartuntaldhteind voivat toimia mm.
saastuneet koneet ja kasteluvesi. Skotlannissa, USA:ssa ja Ruotsissa Eca- ja
Ecc-bakteereita on loydetty yleisesti perunan kasteluun kiytetyistd vesisti.
Tutkimuksessa kartoitettiin, esiintyykd Tyrndvén seudulla virtaavien jokien
vesissd Eca- ja Ecc-bakteereita. Bakteerien esiintyminen tutkittiin tarkoituk-
seen kehitetyllda PCR-menetelmilld noin 5 litran vesindytteistd, joita keréttiin
vuosina 2002-2003 kesdkuun puolivilistd elokuun loppuun noin 2-3 viikon
vilein 11 ndytteenottopisteesta.

Yhdestdkddn tutkitusta vesindytteestd ei 10ytynyt Eca-bakteeria. Vuonna
2002 Ecc-bakteeria 16ytyi useimmilta nédytteenottopaikoilta koko kesédn ajan.
Vuonna 2003 Ecc-bakteeria 10ytyi vain muutamasta néytteestd. Tutkimukses-
sa ei selvitetty tarkemmin, mistd vesistoon kulkeutunut Ecc oli perdisin.
Vuonna 2002 bakteeria 10ytyi yleisesti Tyrndvédnjoen yldjuoksulta, missi
perunaa ei ainakaan laajamittaisesti viljelld.

Ecc-bakteerin yleisyys jokivesissi tulisi ottaa huomioon yhteni riskitekijani
siemenperunan tuotannossa.

Asiasanat: kasvinsuojelu, kasvitaudit, peruna, tyvimdtd, mdrkdmdtd, Erwinia
carotovora, Erwinia carotovora subsp. carotovora, Erwinia carotovora
subsp. atroseptica, epidemiologia, kasvitautien levidminen, kastelu, kastelu-
menetelmdt

Johdanto

Erwinia carotovora subsp. atroseptica-bakteeri (Eca) aiheuttaa perunalla
tyvimétid, joka ndkyy tyypillisesti varren tyviosassa limaisena métdoireena.
Tyvimidin lisdksi Eca yhdessi E. c. subsp. carotovoran (Ecc) kanssa madét-
td4 perunan mukuloita, jolloin tautia sanotaan mérkdméadiksi. Perunantuotan-
nossa E. carotovora levidi pddasiassa siemenperunan vélitykselld. Tartuntaa
kantaneiden emomukuloiden métinemisen seurauksena syntyvi bakteerilima
saastuttaa tytdrmukulat. Bakteerivapaa siemen on tehokkain taudin ehkiisy-
keino (Pérombelon 1992).
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Siemenperunan alkutuotannossa pyritddn tuotettava sato pitdmiin puhtaana
E. carotovora-bakteereista mahdollisimman pitkddn. E. carotovora-
bakteereita 10ytyy jo ensimméiisind siemenperunan avomaalisdysvuosina,
jolloin ne eivit ole perdisin emomukulasta vaan muista saastuntaldhteisti
(kts. s. 12-14). Nditd voivat olla saastuneet sadonkisittelykoneet ja -laitteet,
sekd kasteluvesi (Pérombelon 1992). Bakteeri voi leviti useita satoja metreji
my0Os aerosoleissa, joita muodostuu rankkasateiden aikana ja tyvimétdistd
varsistoa mekaanisesti hivitettdessd (Pérombelon & Kelman 1980).

Muiden muassa Cappaert ym. (1988), Pérombelon ja Hyman (1987) ja Pers-
son (1988) ovat selvittineet E. carotovora-bakteerien esiintymistd vesistoisti.
Yleensd vesitoistd on 10ydetty Ecc-alalajia, mutta Eca-alalajia on 16ydetty 2-
20 %:sta tutkituista vesindytteistd. Kaikkia tartuntalédhteitd, joista E. caroto-
vora-bakteeri voi pdityd vesistoihin, ei tunneta hyvin. Tdrkeimpind jokivesi-
en saastumisldhteind pidetddn perunapellolla métinevid emomukuloita ja
jokien ldheisyyteen ajettua perunan lajittelujitettd (Pérombelon & Hyman
1987). Bakteereja on 1oydetty myds vesistdjen yldjuoksuilta, joilla ei harjoite-
ta maataloustuotantoa. Ilmeisesti Ecc-alalaji voikin sdilyi ja lisddntyd luon-
nossa muuallakin kuin maatalousympéristossd (McCarter-Zorner ym. 1984).

E. carotovora-bakteerien esiintymistd luonnossa ei ole aikaisemmin tutkittu
Pohjois-Pohjanmaan korkeudella, jonne korkeimpien siemenluokkien tuotan-
to Suomessa on keskittynyt. Tamin tutkimuksen tarkoituksena oli selvittia,
esiintyyko Eca- ja Ecc-bakteereita Tyrnédvin seudulla virtaavissa joissa, joista
voidaan ottaa vettd perunan kasteluun. Samalla pyrittiin arvioimaan jokive-
den aiheuttamaa riskid tyvi- ja mérkdmidédn primaaritartunnan ldhteend ja
selvittimddn veden saastumiseen vaikuttavia tekijoitd. Tutkimus toteutettiin
osana MTT, PPO:n johtamaa ja Argopolis Oy:n hallinnoimaa ’Perunan kaste-
lumenetelmien vertailu’ —kehittimishanketta.

Aineisto ja menetelmat

Vesinidytteitd otettiin pddasiassa Tyrndvinjoesta ja Leppiojasta. Niytteet otet-
tiin mahdollisuuksien mukaan 2-4 viikon vélein kesdkuun puolivilistid syys-
kuun loppuun. Vuonna 2002 ja 2003 vesindytteiti kerittiin myos Angesle-
vinjoesta sekéd kerran vuonna 2002 Lammilta Perunantutkimuslaitoksen vil-
jelysten lédpi virtaavasta purosta (Kuva 1, Taulukko 1).

Vesindyte pyrittiin ottamaan joen pédvirtauksesta noin 10 cm:4 veden pinnan
alapuolelta. Néyte otettiin tyontdmalld n. 1,5 metrin pituinen lauta 5 litran
kanisterin kahvan ldpi ja painaen kanisterin suu veden pinnan alle laudasta
kiinni pitden. Kanisteri nostettiin ylos, kun se oli tdyttynyt. Vesindytteet kul-
jetettiin samana pdivdnd Jokioisille, jossa ne sdilytettiin yon yli +6-8°C:n
kylmiossd. Bakteerianalyysit aloitettiin mahdollisimman nopeasti seuraavana
aamuna.
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Hampeis

Liminganlahden vesistdalue

Kuva 1. Liminganlahden vesistdalue ja vesinaytteiden ottopaikat: 1-9 Tyrnéa-
vanjoki, 10-11 Leppioja, 12 Siemenperunakeskuksen kasteluvesiallas ja 13
Angeslevanjoki (Karttapohja: Lapin vesitutkimus Oy).

Vuonna 2001 5 litran vesiméardstd otettiin analysointia varten 100 ml niyte,
joka suodatettiin 0,2 pm Sartorius bakteerisuodattimen ldpi. Bakteerisuodatin
siirrettiin CVP-maljalle, jota inkuboitiin 27°C:ssa kaksi vuorokautta. Yhden
vuorokauden inkuboinnin jidlkeen suodatin poistettiin maljalta. Kasvatuksen
jilkeen maljalle lisattiin 500 pl steriilid vettd ja kasvusto kaavittiin talteen.
Talteen keritty bakteerimassa laimennettiin suhteessa 1:10 niin, ettd koko-
naistilavuudeksi tuli 100ul.

Bakteeriliuos pestiin sentrifugoimalla kaksi minuuttia 13 000 rpm. Veden
poistamisen jilkeen sentrifugiputken pohjalle jadnyt bakteerimassa liuotettiin
uudelleen 100 pl:aan steriilid vettd. Niin saadusta bakteerisuspensiosta teh-
tiin liséksi laimennos suhteessa 1:10, jonka kokonaistilavuudeksi tuli 100 pl.
Bakteerisuspensioista kaytettiin 2,5 pl néytteeksi E. carotovora-spesifisessa
TYVI3 PCR-menetelméssd. TY VI3 PCR-menetelméssd positiivisiksi osoit-
tautuneet nidytteet analysoitiin lisdksi Eca-spesifiselld kvantitatiivisella TY-
VI1 PCR-menetelmalli (kts. s. 20-22).

Kesdn 2001 kokemusten perusteella osoittautui vilttdméttoméksi parantaa
jokivesindytteiden suodatus- ja maljakasvatusvaiheita. Kehitystyon jilkeen
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pdddyttiin menetelméén, jossa 150 ml jokivettd suodatettiin ensin W 91 pape-
risuodattimen ldpi isoimpien partikkelien poistamiseksi. Suodatettu vesi sent-
rifugoitiin 9000 rpm 30 minuutin ajan, jonka jilkeen suurin osa vedesti pipe-
toitiin pois. Jiljelle jadviidn osuuteen vedestid, eli noin 500 pl:aan, lisdttiin 2,5
ul DTT:td ja livos levitettiin CVP-maljoille. Maljoja inkuboitiin 27°C:ssa
kaksi vuorokautta (Hyman ym. 2001). Vesindytteiden késittely tistd eteen-
pdin jatkui kuten aikaisempanakin vuonna. TYVI3 ja TYVIl menetelmien
lisdksi nidytteistd tehtiin Eca-spesifinen PCR-analyysi alukkeilla ECAI1f ja
ECA2r (De Boer & Ward 1995).

Tulokset

Yhdestdkddn vuosina 2001-2003 tutkitusta vesindytteestd ei 10ydetty Eca-
alalajia. Vuonna 2001 ensimmidiselld nidytteenottokerralla 16ydettiin Ecc:a
Tyrnédvinjoesta, muutama sata metrid Leppiojan suulta yldvirtaan (Taulukko
1). Myds Leppiojasta 10ydettiin Ecc:a Suomen siemenperunakeskus Oy:n
(SPK) varaston sekéd kasvihuoneiden kohdalta. Seuraavilla niytteenottoker-
roilla E. carotovora-bakteereita ei endd 16ydetty. Loppukesille suunnitelluis-
ta nidytteenotoista luovuttiin, koska bakteerien eristysmenetelma ei ollut tar-
peeksi hyvi. Menetelma kehitettiin luotettavaksi kesdd 2002 varten.

Taulukko 1. Naytteenottopaikat ja -paivamaarat, seka naytteistd saatu tulos.
Eca-bakteeria ei 16ydetty yhdestdkdan naytteesta. Ecc:n esiintyminen: + bak-
teeria esiintyi, - bakteeria ei 6ydetty.

Naytteenottopaikat
n =< L
g SR
S © X5 o §@
) 3 g 52 853
Naytteenotto- £ fox 8 2 g E
paiva = ] < o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
19.601 - - + - - - + o+ -
4.6.02 + + 4+ + + - +
25.6.02 + + 4+ + + 4+ - +
11.7.02 + + + + + o+ - +
23.7.02 - -+ + + + + + + o+
13.8.02 - -+ + - - +
23.9.02 + + 4+ + - + 4+ - +
17.6.03 + - 4+ - -
15.7.03 - - - - -
3.8.03 - - - - - +
22.8.03 - - - - -

Vuonna 2002 Ecc:a 16ytyi Tyrnivinjoesta, Angeslevinjoesta ja Leppiojasta
koko kesin ajan (Taulukko 1). Heindkuussa ja varsinkin elokuussa saastunei-
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den néytteiden miira viheni selvisti. SPK:n kasvihuoneen takana sijaitsevas-
ta vesijohtovedelld tdytetystd kastelualtaasta Ecc-bakteeria 10ytyi vain 23.
heindkuuta otetusta néytteestd. Bakteerin on tiytynyt kulkeutua kastelualtaa-
seen hyonteisten tai aerosolien mukana.

Vuonna 2003 Ecc:a 16ydettiin vain kahdesta néytteestd: 17.6. Tyrnévénjoesta
ndytteenottopaikoilta 2 ja 4, sekd 3.8. Angeslevinjoesta.

Sademaéaré mm, Oulu Sademaéard mm, Ruukki
350 350
300 - 300 —
250 250 ,,—/
200 - 200 ./f ._r’

S
150 ~ 150

—
100 R 100 —_—
o | A o |0 S —ao0e
0 — 2003 0 // /—/_f-“' —2003

1.6. 21.7. 9.9. 29.10. 1.6. 21.7. 9.9. 29.10.

Kuva 2. Kasvukausien 2001-2003 sademaérat Oulussa ja Ruukissa.

Eroja Ecc:n esiintymisessé eri nidytteenottoajankohtien vililld pyrittiin selvit-
tamidn haastattelemalla satunnaisesti tavattuja paikallisia viljelijoitd saastun-
taldhteiden selvittimiseksi ja tarkastelemalla sddssd tapahtuneita muutoksia
Ilmatieteen laitoksen Oulun ja Ruukin havaintoasemien sditietojen perusteel-
la. Sddaineistosta ndkyi erittdin selvisti suuret erot kasvukausien sateisuudes-
sa (Kuva 2). Vuosi 2003 oli selvésti vihisateisempi molemmilla havainto-
asemilla. Erityisen kuivaa oli istutuksesta heindkuun toiselle viikolle.

Tulosten tarkastelu

Tutkimuksessa osoitettiin E. carotovora-bakteereita esiintyvén ajoittain ylei-
sesti tdarkeimmilld suomalaisella siemenperunan tuotantoalueella. Myds
Lammilta kerdtty vesindyte sisélsi E. carotovora-bakteereita. Ei ole syytd
epdilld, etteikd bakteereita esiintyisi myOs muissa perunapeltoja halkovissa
vesistdissd, koska niitd on muissa eteldisemmissd maissa tehdyissd tutkimuk-
sissa myOs yleisesti havaittu (Cappaert ym. 1988, Pérombelon & Hyman
1987, Persson 1988). Tuotannon kannalta on huolestuttavaa, ettd kasvukau-
della 2002 Tyrnévinjoki oli Ecc:n saastuttama ldhes koko kasvukauden ajan.
Tosin Eca:a ei havaittu missddn niytteessd. Niytteitd tutkittiin melko vihin
ja yksittidinen n#yte oli sangen pieni suhteessa vesistdn virtaamaan, joten
Eca:a on silti voinut esiintyd jokivedessd yhtd paljon (2-20 %:ssa niytteisti)
kuin ulkomailla tehdyissé aikaisemmissa tutkimuksissa.

E. carotovora-bakteereita ei juuri havaittu jokivesindytteissd kuivana kasvu-
kautena 2003. Bakteereja ei pddssyt jokiveteen, koska perunapenkeistd ja
jitekasoista bakteereja vesistoihin huuhtovia sateita ei esiintynyt.
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E. carotovora-bakteereita esiintyi Tyrnidvénjoessa vuosina 2001-2003 jo ke-
sakuun ensimmaéisessd niytteessd, joka otettiin viimeistdin perunan taimettu-
essa. Ndin aikainen saastunta ei ole voinut olla perdisin samana vuonna istu-
tettujen siemenperunoiden mitinemisestd, vaan edellisvuotisista mukuloista
tai varsista. Osa alkukesdn Ecc-positiivisita nédytteistd oli perdisin ldheltd
perunavarastoja, joissa parhaillaan pestiin laatikoita. Jos perunalaatikoita
pestdin suuria maérid kasvukaudella ennen kasteluveden ottoa, saattavat niis-
td huuhtoutuvat bakteerit saastuttaa merkittivisti tuotettavaa mukulasatoa.

Jokiveden saastumisen vilttdminen on erityisen tirkedd Tyrndvédnjoen kaltai-
sissa pienissd vesistdissd, joissa yksikin tartuntalihde saattaa saastuttaa joen
alajuoksun koko kasvukauden ajaksi. Skotlantilaisten tutkimusten mukaan
jokeen kipattu jateperunakuorma saastutti joen alajuoksun usean kilometrin
matkalta (Pérombelon & Hyman 1987). Saastunut kasteluvesi on Suomessa-
kin varteenotettava riski siemenperunan alkutuotannossa tyvi- ja mirkdma-
dén tartuntaldhteena.
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Tiivistelma

Varsistonhivityksen piitehtiva on helpottaa sadonkorjuuta ja nopeuttaa kuo-
ren kiinnittymistd ennen nostoa. Mukulakokoa sdéddellédédn istutustiheydelli ja
lannoituksella. Vasta toissijaisesti sithen kdytetdédn varsistonhdvitystd. Vuosi-
na 2001-2003 toteutettiin varsistonhdvitystutkimusta siementuotantotilalla eri
varsistonhdvitysmenetelmilld. Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd varsis-
tonhdvitysmenetelmien vaikutusta tyvimétdsaastunnan ilmaantumiseen ja
leviamiseen kasvustossa ja sadossa. Piilevén tyvi- ja markdméadan esiintymis-
td tutkittiin erilaisilla PCR-menetelmillid kasvukauden aikana ja sadonkorjuun
yhteydessi kerityistd verso- ja mukulandytteistd. Myos nidkyvét tyvimétioi-
reet ja sadossa esiintyneiden bakteerimétien médrdt havainnoitiin. Piilevaa
tyvi- ja markdmitid esiintyi tuotanto-olosuhteissa tutkimusvuosina niin vé-
hin, ettei varsistonhdvitysmenetelmien vaikutuksista tyvimitisaastuntaan tai
sen levidmiseen voitu tehdd luotettavia johtopaitoksid. Viljelyteknisend toi-
menpiteend varsistonhdvitykselld pystytdan helpottamaan sadonkorjuuta,
nopeuttamaan kuoren kiinnittymistd ja sddtelemddn sadon mukulakokoja-
kaumaa.

Asiasanat: kasvinsuojelu, kasvitaudit, peruna, siemenperuna, varsisto, tyvi-
maditd, sadon laatu, tdrkkelys, pitoisuus

Johdanto

Suomessa perunantuotannossa kéytetidin yleensd mukulakooltaan 30-50 mm
siemenperunaa. Jotta siemensaanto olisi mahdollisimman suuri, mukulakoon
sadtelykeinona kéytetédédn istutustiheyden ja lannoituksen ohella osittain myds
varsistonhévitystd. Viljelyteknisesti varsistonhivitys tehddén siemenperuna-
tuotannossa aikaisilla ja suurimukulaisilla lajikkeilla usein tdysin tuleentu-
mattomaan, jopa kukintavaiheessa olevaan kasvustoon, ja mydohdisillikin
lajikkeilla ennen kasvuston luontaista tuleentumista.

Varsistonhdvitysvaiheessa ei voida ennakoida kehittyvien, myShemmin sie-
menperunoiksi kdytettdvien mukuloiden mahdollista tyvimétd (Erwinia caro-
tovora subsp. atroseptica (Eca) ja E .c. subsp. carotovora (Ecc))-saastuntaa.
Varsistonhidvittdminen voi olla yksi tyvimétdbakteerin levidmisreitti siemen-

45


mailto:elina.virtanen@mtt.fi

perunatuotannossa (Pérombelon 1992), silld bakteereita on myds varren joh-
tosolukossa ilma- tai hyonteissaastuntana (Pérombelon 2002), vaikka nikyvid
oireita, kloroosia tai miadédntymisti, ei kasvustossa olisikaan.

Tutkimus varsistonhévityksen vaikutuksesta tyvimédin esiintymiseen kas-
vustossa ja sadoissa liittyy MTT:n Pohjois-Pohjanmaan tutkimusaseman sie-
menperunantuotantoalueella ja -tilalla toteuttamaan kehittimishankkeeseen.
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd erilaisten varsistonhidvitysmenetelmien
vaikutusta piilevin tyvi- ja mirkdmédidn levidmiseen sekd lisddntymiseen
mukulasadossa.

Aineisto ja menetelmat

Taustatiedot

Varsistonhdvitysmenetelmien vaikutusta tyvi- ja mérkdmédédn levidmiseen
mukulasadossa tutkittiin kenttdkokeessa, jota toteutettiin siemenperunan tuo-
tantotilalla vuosina 2001-2003. Koemallina oli lohkoittain satunnaistettu koe,
jossa oli neljd kerrannetta. Ruutukoko oli 32 m2.

Tutkittavat varsistonhivittimiskeinot, joiden vaikutusta verrattiin luontaisesti
tuleentuneeseen kasvustoon olivat:

1. Reglone (tehoaine: dikvatti 200 g/1), 2x 2 1/ha:lle 400 l:aan vettd

2. AIV2-liuos (tehoaine muurahaishappo 80 %), 60 1/ha:1le 250 l:aan vettd
3. Varsiston mekaaninen murskaus ja 1x Reglone, kuten menetelmaéssi 1.

Varsistonhdvitysajankohta méérdytyi tuotantolohkolla tehdyn kasvunoston
perusteella, kun sadosta enintdidn 5 % oli mukulakooltaan yli 50 mm:sti. Var-
sistot havitettiin 21.8. (2001), 28.8. (2002) ja 18.8. (2003). Tyoteknisesti
varsiston murskaus oli tehtivi viikatteella. Varsiston mekaanisen hivityksen
ja kemikaaliruiskutuksen vilinen aika oli 2 vrk.

Kokeiden viljelytoimenpiteet toteutti Pohjois-Pohjanmaan tutkimusaseman
henkilokunta tilan viljelykédytdnnon ja aikataulun mukaisesti. Lajikkeina oli-
vat Asterix (2001-2002) ja Lady Christl (2003), joissa on usein havaittu
enemmadn tyviméitidd kuin muissa lajikkeissa. Kenttikokeet perustettiin 25.5.-
2.6. ja nostettiin 1.9.-14.9. viliseni aikana.

Tyvimétédsaastunnan jiljittamiseksi ja mahdollisen levidmisen todentamiseksi
kasvustosta otettiin piilevin tyvimidddn ndytteitd ennen varsistonhévittamista,
varsistonhdvittdmisen jéilkeen sekd mukulaniytteitd sadosta. MTT:n Kasvin-
suojelu analysoi sekd kasvusto- ettd mukulanédytteet PCR-menetelmilld (kts.
s. 20-22). Lisdksi kasvustosta havainnoitiin kasvustotaudit ja kehitysasteet
sekd sadosta analysoitiin méédrdn ja mukulakokojakauman lisdksi sadon ul-
koinen laatu.

Havainnot, naytteenotot ja analyysit

Kenttikokeiden kasvustokehitystd seurattiin tekemélld havainnot taimettumi-
sesta, alkukehityksestd, peittivyydestd ja myohdisyydestd MTT:n virallisten
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lajikekokeiden suoritusohjeiden mukaisesti (Mikeld 2002). Kasvustotaudit
havainnoitiin laskemalla sairaiden kasviyksiléiden lukumé&éra koeruuduittain.

Piilevin tyvi- ja midrkdmadin alkutason médrittamiseksi kenttikokeiden sie-
menperunasta otettiin 200 mukulan yhdistelminéyte. Bakteeritartunnan alku-
perdn ja tartuntariskin selvittdimiseksi otettiin juuri ennen varsistonhivitti-
mistd kasvuston yla-, keski- ja alaosista ruuduittain 20 lehdykén kasvustonay-
te. Bakteeritartunnan etenemistd mukuloihin varsistonhdvityksen jilkeen
seurattiin mukulaniytteistd, jotka otettiin 4, 8, ja 11 vuorokautta varsiston
hivittimisen jalkeen. Ennen sadonkorjuuta otettiin vield néaytteet kasvustosta
tai murskatusta kasvimassasta. Mukuloiden lopullinen tartunta-aste miéritet-
tiin ennen sadonkorjuuta otetusta mukulanéytteestd, joka koostui 20 peru-
nayksilon satomukuloista.

Piilevien E. carotovora-tartuntojen esiintyminen osoitettiin vuonna 2001
ensin TYVI3 BioPCR-menetelmalld. Positiivisiksi todetut ndytteet analysoi-
tiin edelleen kvantitatiivisella TYVI1 PCR-menetelmilld, joka osoittaa Eca-
alalajin olemassaolon ja madrin niytteissid (kts. s. 20-22). Vuosina 2002 ja
2003 bakteerien osoittamiseen kéytettiin TY VI3 BioPCR-menetelmén liséksi
Eca-spesifistd ECA1f- ja ECA2r-alukkeilla (De Boer & Ward 1995) tehtidvia
BioPCR-menetelmdi. Kvantitatiivinen TYVI1 PCR-analyysi tehtiin vain
Eca-positiivisista naytteisti.

Mukulasadot korjattiin 14-18 vuorokauden kuluttua varsistonhévityksesta ja
sadot lajiteltiin kokoluokkiin <35, 35-55, 55-70 ja >70 mm. Satopunnitusten
jilkeen maédritettiin sadon tdrkkelyspitoisuus ominaispainomenetelmilld ja
sadon ulkoinen laatu MTT:n virallisen lajikekoeohjeistuksen mukaan. Sato
ja kasvustohavaintojen tulokset on analysoitu tilastollisesti SAS:n GLM- ja
MIXED-proseduurin Tukey-Kramerin testilla.

Bakteerien esiintymistiheys tutkimusaineistossa oli niin pieni ja sattumanva-
rainen, ettei varsistonhédvitysmenetelmien vaikutusten osoittamiseen voitu
soveltaa mitddn tunnettua tilastomatemaattista mallia.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Vuosina 2001 ja 2003 kenttdkokeissa ei havaittu tyvimitdisid kasveja. Vuon-
na 2002 kahdella havaintokerralla (22.7. ja 9.8.) havaittiin koko koekentalla
satunnaisesti 2-4 tyvimitdistd yksiloda. Tyvimatdiset kasviyksilot kuvasivat
siemenen tyvimdtdsaastuntaa. Piilevin tyvi- ja mirkdmiddédn esiintyminen
PCR-analyysien tuloksissa oli niin vihdistid, ettei tilastollisesti luotettavia
johtopddtoksid varsistonhavityksen vaikutuksesta tyvimétidsaastuntaan tai sen
levidmiseen ole analyysitulosten perusteella tehtdvissa.

Varsistonhivitykselld 35-55 mm kokoisten mukuloiden osuus oli keskimia-
rin 75% kokonaissadosta ja luontaisesti tuleentuneessa kasvustossa
5%pienempi. Kokonaissadot vaihtelivat eri vuosina 32-46 t/ha vililld koeja-
senissd, joissa varsisto oli hiivitetty ja luontaisesti tuleentuneissa koejédsenissi
41-51 t/ha vilillda. Varsistonhidvitettyjen kasvustojen sadoissa oli keskiméérin
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0,9 %-yksikkod alhaisempi tdrkkelyspitoisuus kuin luontaisesti tuleentuneen
kasvuston sadoissa (Kuva 1), ja ero oli tilastollisesti merkitseva.

Sato (t/ha) .
Tarkkelxs-%
50 5
I
40 + I I I + 20
30 + 15
—_ 1 I
T 1
20 + + 10
M +--- |------—-1 -4 |- ---—+5
0 0
Luontainen Reglone AIV2 Murskaus ja
tuleentuminen Reglone

Kuva 1. Varsistonhavityksen vaikutus satoon ja tarkkelysprosenttiin vuosina
2001-2003.

%

1 o s
0 | T |

Luontainen Reglone AlV2 Murskaus ja
tuleentuminen Reglone

Kuva 2. Bakteerimatdisten mukuloiden %-osuudet sadossa vuonna 2002.

Mukulasadon ulkoisen laadun analyyseissd bakteerimétdisia mukuloita ei
esiintynyt lainkaan vuosina 2001 ja 2003. Vuoden 2002 laatuanalyyseissé oli
bakteerimitidisid 0,5-2,9 paino-% sadosta. Luontaisesti tuleentuneen kasvus-
ton sadossa bakteerimétiisid oli eniten (2,9 paino-%) ja vihiten (0,5 paino-%)
AIV2-luoksella hivitetyn kasvuston sadossa (Kuva 2). Kisittelyjen véliset
erot mukuloiden bakteerimétiisyydessi eivit olleet tilastollisesti merkitsevia.
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Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd eri varsistonhédvitysmenetelmien vaiku-
tusta tyvimétdsaastunnan midrddn sadossa. Tavoitteena oli myos selvittda
lisddntyvitkd tyvimétidbakteerit varsistossa hévittdmittoméiin varsistoon
(luontaiseen tuleentumiseen) verrattuna. Koska kenttitutkimukset toteutettiin
tuotanto-olosuhteissa, tyvimétdsaastunnan ldhtotaso ja kasvukauden aikainen
esiintyminen on vuosittain vaihtelevaa ja mahdotonta ennakoida. Vuosina
2001 ja 2003 tyvimétad ei esiintynyt kasvustossa tai sadoissa lainkaan, ja
vuoden 2002 tyvi- ja markdmidén esiintyminen oli niin vihdisti, ettei luotet-
tavia johtopddtoksid varsistonhdvityksen vaikutuksesta tyvimétdsaastuntaan
tai sen levidmiseen voida tehdd. Varsistonhdvityskenttidtutkimuksiin olisi
tullut siséllyttdd koetekijiaksi myos saastutettujen (Eca) siemenmukuloiden
vaikutusten todentaminen. Tdmi on kuitenkin vaikea toteuttaa kiytdnnon
siementuotantotilalla lisdédntyvin tautiriskin takia.

Mukulakoon séételykeinona varsistonhivitys on helppo toteuttaa, ja vuosina
2001-2003 mukulasadoista 70-80 % saatiin haluttuun 35-55 mm kokojakau-
maan. Varsistonhivitettyjen kasvustojen alhaisempi sadon miiré ja tirkke-
lyspitoisuus verrattuna luontaisesti tuleentuneen kasvuston satoihin on Strui-
kin ja Wierseman (1999) mukaan luonnollinen seuraus varhaisessa vaiheessa
tehdystd varsistonhévityksestd. Vaikka varsistonhdvitystid pidetdidnkin yhtena
tyvimidan levidmisreittind, Holmes ja Cray (1972) seki Struik ja Wiersema
(1999) toteavat varsistonhivitysajankohdan oikean valinnan kuitenkin esté-
vén kasvipatogeenien levidmistd. Heidin mukaansa havitysajankohdan mai-
rittdminen riippuu paljolti viljeltdvisti lajikkeesta, sadon tuleentumisvaihees-
ta ja perunapellon infektiopaineesta. Jotta tyvimiddén tuntemus ja kehittymi-
nen tuotanto-olosuhteissa saataisiin hallintaan, ja kdytetylle varsistonhdvityk-
selle médritettyd sopiva ajankohta, tarvitaan sekd kasvihuone- ettd kenttétut-
kimuksia.
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Tiivistelma

Kalsiumin avulla on kyetty parantamaan perunan mukulan vastustuskykya
Erwinia-bakteereiden aiheuttamaa méitinemistd vastaan. Téssd selvityksessd
on tarkasteltu kalsiumsulfaatin (CaSO,) vaikutusta perunan Erwinia-
saastuntaan MTT:n Pohjois-Pohjanmaan tutkimusaseman kenttikokeisiin
perustuen. Aineisto koostuu yhdestitoista vuosina 1998-2000 suoritetusta
perunan kalsiumlannoituskokeesta sekid kahdeksalla lajikkeella toteutetuista
jalkivaikutuskokeista vuosilta 1999-2001.

Eri lajikkeilla ja eri koepaikoilla jdrjestetyissd lannoituskokeissa keskimié-
rdiselld 140 kilon kalsiumlisélld hehtaarille saatiin mukulan kalsiumpitoisuus
nousemaan keskiméirin 23 % (p<0,001). Bakteerimitdisen sadon osuus pie-
neni samalla 0,8 %-yksikolld siten, ettd sekéd bakteerimétdisyyden esiintymis-
tiheys ettd esiintymisen voimakkuus osuutena kokonaissadosta pienenivit.
Vihennys ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitseva (p=0,12). Jilkivaiku-
tuskokeissa ei merkittdvdd eroa ollut bakteerimitdisyyden suhteen, vaikka
kalsiumlannoitetuissa koejdsenissd mukuloiden kalsiumpitoisuus nousikin
lannoittamattomia korkeammaksi.

Avainsanat: kasvinsuojelu, kasvitaudit, peruna, mukula, ravinnepitoisuus,
kalsium, kalsiumsulfaatti, tyvimdtd, mdrkdmdtd

Johdanto

Kalsiumin kyky lisdtd perunanmukuloiden vastustuskykyd Erwinia-
bakteereiden aiheuttamaa métdnemistd vastaan on ollut merkittdva eri lajik-
keiden luontaisesti erilaista miarkdméadin kestidvyyttd selittiavi tekijd (Lowe &
Pérombelon 1983, Pagel & Heitefuss 1987, 1989, Tzeng ym. 1990, Mehta
ym. 1997). Kestdavyys on lisdédntynyt myos kun mukulan kalsiumpitoisuutta
on keinotekoisesti nostettu (McGuire & Kelman 1984, 1986, Bain & Pérom-
belon 1985, Kelman ym. 1989, Lambert & Manzer 1991, Bartz ym. 1992,
Bain ym. 1996). Perunalla lieneekin kalsiumviilitteisid puolustusmekanismeja
Erwinia-bakteereita vastaan. Perunan taudin- ja varastointikestivyyteen pys-
tytddn vaikuttamaan mikiéli viljelyteknisin tai muilla menetelmilld pystytiddn
nostamaan mukulan Ca-pitoisuutta.

Kalsiumpitoisuuden ja taudinkestdvyyden riippuvuus ei ole ollut tutkimuksis-
sa aina johdonmukaista. Kenttikokeiden vaihtelevat tulokset voidaan usein
selittdd mukulan vajavaisella kyvylld kerryttdd itseensd kalsiumia (Palta
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1996), mutta on selvid, ettd tyvi- ja mérkdmédin puhkeamiseen vaikuttaa
my06s muita, kalsiumia merkittivampid tekijoitd (Pérombelon 1992, 2002).

Kalsiumin spesifinen vaikutus Erwinia-bakteereita vastaan liittynee sen roo-
liin solunseinén vahvistajana. Solukossa kalsium linkittd erityisesti solusei-
nien keskilamelleissa olevia pektiinin polygalakturonihappoketjuja. Solusei-
nien korkea kalsiumpektaattipitoisuus hidastaa Erwinia-bakteereiden entsy-
maattista solukonhajotusta ja etenkin pektaattilyaasien toimintaa (McGuire &
Kelman 1986, Kelman ym. 1989). Liukoinen kalsium puolestaan ehkiisee
polygalakturonaasin toimintaa, mutta lisdd pektaattilyaasiaktiivisuutta (Pagel
& Heitefuss 1990, Flego ym. 1997). Entsyymeistd polygalakturonaasilla on
infektion alkuvaiheessa miiriivi rooli midityksessd, joten Ca**:n aikaan-
saama viive antaa isintdkasville aikaa aloittaa puolustusreaktiot (Pagel &
Heitefuss 1990). Mahdollisesti my0s kalsiumin kyky vakauttaa solukalvojen
rakennetta tekee kudoksista vahvempia Erwinia-bakteereiden hajotustoimin-
taa vastaan (McGuire & Kelman 1986).

Lowen ja Pérombelonin (1983) lajikevertailussa 19 lajikkeella kahdessa ei
havaittu selvdd mukulan kalsiumpitoisuuden yhteyttd mérkdmatikestiavyy-
teen. Myohemmaisséd kokeessa (Bain & Pérombelon 1985) 31 lajikkeella kor-
kea Ca-pitoisuus ei vidhentdnyt Eca-bakteerin aiheuttamia métdnemisoireita.
Mehta ym. (1997) havaitsivat 18 lajikkeen kokeessa mitdnemisen olevan
vihdisempéad (r=-0,47) mukulan kuoren Ca-pitoisuuden ollessa keskimadréis-
td korkeampi. Sama ilmi6 oli ndhtivissd myds mallon Ca-pitoisuuden kanssa
(r=-0,31), muttei enii tilastollisesti merkitsevind. Kalsiumin lisdksi my0s
muut kuiva-aineen ominaisuudet vaikuttavat mitdnemisherkkyyteen.

Pagelin ja Heitefussin (1987, 1989) tutkimuksessa lajikkeet (14 kpl) voitiin
Ca-pitoisuuden avulla jaotella Eca-bakteerin madétyskykyéd kuvaaviin ryh-
miin, mutta mm. soluseiniin miird osoittautui paremmaksi métinemiskesti-
vyyttd kuvaavaksi tunnusluvuksi. Tzengin ym. (1990) tulosten mukaan 14
lajikkeen mukuloiden Ca-pitoisuus, samoin kuin kuiva-ainepitoisuus, osoitti-
vat vain karkeasti miarkdmitikestivyyttd Eca-bakteeria vastaan. Vasta nididen
yhdistelmi, kalsiumpitoisuus tuorepainossa, antoi oikeansuuntaisen kuvan
lajike-eroista. My06s muissa tutkimuksissa on todettu kuiva-ainepitoisuuden
merkitys kestdvyyttid aikaansaavana tekijind (Biehn ym. 1972, Sellam ym.
1980).

Selkeimmaét tulokset kalsiumpitoisuuden ja Erwinia-méadéan riippuvuudesta
ovat saavuttaneet McGuire ja Kelman (1984, 1986). Heidén kokeissaan kor-
keakalsiumiset mukulat ovat olleet johdonmukaisesti kestdvimpid miarkdmi-
tdd (Eca, Ecc) vastaan kuin alhaisemman Ca-pitoisuuden omaavat mukulat.
He kisittelivit perunanmukuloita eri vahvuisissa kalsiumnitraattiliuoksissa ja
aikaansaivat laajan skaalan erilaisia mukulan Ca-pitoisuuksia. Madatystes-
teissd ndiden mukuloiden Ca-pitoisuuden ja mirkdmédian ankaruuden véli-
seksi korrelaatioksi muodostui periti r=-0,988. Kenttikokeissa eri kalsium-
lannoitustasoilla heiddn onnistui aikaansaada mallon Ca-pitoisuudet, joissa
vaihtelu oli 0,11-0,62 grammaa kilossa kuiva-ainetta ensimmaiisend vuonna ja
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0,20-0,46 g kg™ toisena vuonna. Mirkdmidin ankaruus pieneni kalsiumpitoi-
suuden nousun myotid noin puoleen kumpanakin vuonna. Ca-pitoisuuden ja
mirkidmaitikestdvyyden korrelaatio oli 0,95 ensimmadisend ja 0,88 toisena
vuonna. Lihes yhtd hyvéin korrelaatioon (r=0,80) padsiviat Lambert ja Man-
zer (1991), jotka onnistuivat nostamaan mukulan Ca-pitoisuutta ldhtdtasosta
(0,07 g kg ka) 0,13 grammaan kilossa. Ecc-vioitus viheni tilloin 23 %.

Muissa kokeissa riippuvuussuhde on ollut huonompi. Bartz ym. (1992) ja
Locascio ym. (1992) onnistuivat nostamaan mukulan Ca-pitoisuutta kalsium-
sulfaatilla vain yhtend vuonna kolmesta. T#lloin mérkdmitikestavyys Ecc-
bakteeria vastaan lisdéintyi, mutta vaikutus vioituksen ankaruuden pienenemi-
send oli vain 8 %. Muina vuosina Ca-lannoitus saattoi lisétéd vioituksia. Cot-
her ja Cullis (1992) puolestaan saivat kipsilannoituksella mukulan Ca-
pitoisuudet nousemaan, mutta kalsiumpitoisuuden ja E. chrysanthemin aihe-
uttaman mirkdmétikestivyyden vélilld ei todettu yhteyttd, vaikka Ca-
lannoitus kokonaisuudessaan lisésikin kestdvyyttd. Bainin ym. (1996) tutki-
muksessa peruna lannoitettiin erittiin suurella kipsimarilld (noin 27 t ha™),
vaikka koekentilld maan Ca-pitoisuuden lihttaso oli korkea (2800 mg 1.
He seurasivat lannoituksen vaikutusta siemenmukulan métinemiseen, Erwi-
nia-bakteereiden etenemistd tytdirmukuloihin sekd tyvimitdoireiden kehitty-
mistd varsissa. Ensimméisend vuonna Ca-lannoitus hidasti siemenmukulan
midédntymistd ja tyvimédidn esiintymistd varsissa noin 100 péivin ajan istu-
tuksesta. Toisena vuonna ero lannoittamattomaan oli pienempi, mutta havait-
tavissa kasvukauden loppuun asti. Varsiston ja tytirmukuloiden Ca-pitoisuus
yleensd nousi lannoituksen vuoksi, mutta tytirmukuloiden markdmaitikesta-
vyys ei aina ollut yhteydessd nousun kanssa.

Aineisto ja menetelmat

MTT:n Pohjois-Pohjanmaan tutkimusasemalla on tutkittu kalsiumsulfaatin
(CaSO,) kiyttod perunan kalsiumlannoitteena vuodesta 1998. Tdmén tutki-
muksen tarkoituksena on selvittdd lannoituksen ja Erwinia-saastunnan yhte-
yttd ndissd kenttdkokeissa. Tahin selvitykseen on koottu tulokset 11:sta vuo-
sina 1998-2000 toteutetusta kokeesta, joissa lannoitteena kiytettiin hajalevi-
tettyd kalsiumsulfaattia (tuotenimi Kalsiumravinne, markkinointi Kemira
GrowHow Oy). Lisiksi kolmessa kokeessa vuosina 1999-2001 seurattiin Ca-
lannoituksen jilkivaikutusta.

Vuonna 1998 perustettiin kolme kenttikoetta kukin eri lajikkeella (Taulukko
1). Koeasetelmana oli osaruutukoe kolmella toistolla, jossa kalsiumsulfaatti-
lannoitus oli péddruututekijind. Osaruututekijoind oli kahdella koepaikalla
viisi ja yhdelld koepaikalla kuusi erilaista lannoitusvaihtoehtoa. Vuonna 1999
samantyyppiset kokeet perustettiin neljille koepaikalle (Adora, Matilda,
Bintje, Tanu) osaruututekijoiden miirén ollessa seitsemén, ja vuonna 2000
kokeita oli yksi kappale (Tanu) neljilld osaruututekijilli. Fambo-kokeessa
1999 tutkittiin penkin tiivistimisen vaikutusta perunan kalsiumottoon. Vuo-
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den 2000 kokeista Adora-kokeessa tutkittiin Mg-lisdd kalsiumin kanssa ja
Victoria-kokeessa tutkittiin tihkukastelun ja Ca-lannoituksen yhdistdmisti.

Ca-lannoituksen jilkivaikutuksen selvittdmiseksi sdistettiin padruututason
kontrolliruutujen sato seuraavan kasvukauden siemenperunaksi. Vuoden
1999 jilkivaikutuskokeessa mukana olivat kaikki vuoden 1998 lajikkeet.
Vuonna 2000 lajikkeina olivat Adora, Matilda, Bintje ja Tanu, ja vuonna
2001 Tanu. Jilkivaikutuskokeissa oli kolme toistoa, mutta vuoden 2001 tu-
lokset sisdltdvit vain kaksi toistoa tulvavahingon vuoksi.

Kokeet hoidettiin ja havainnoitiin virallisen lajikekoeohjeistuksen mukaisesti
(Mikeld 2002). Ulkoisen laadun arvostelussa otetaan noin viiden kilon niyte
35-70 mm sadosta, jonka jilkeen terveet ja vioittuneet mukulat erotellaan
vioitustyypeittdin. Vioittuneet mukulat punnitaan ja vioitustyypin méaard
(mm. bakteerimidét) ilmoitetaan painoprosenttina niytteen kokonaispainosta.
Ulkoisen laadun havainnointi on koejdsenkohtainen. Lannoituskokeiden ha-
vaintomiird oli yhteensd 116 kpl ja jalkivaikutuskokeiden 16 kpl. Mukulan
ravinnepitoisuudet médritettiin myods kokoomaniytteind, mutta vuodesta
2000 ldhtien ruutukohtaisista niytteista.

Tilastolliset analyysit tehtiin p#ddasiassa SAS/MIXED-ohjelmalla kiyttden
koeasetelman mukaista varianssianalyysimallia. Yksittdinen koe sisélsi osasta
tutkittavista ominaisuuksista, kuten bakteerimadastd, niin vihin informaatio-
ta, ettd ne analysoitiin koesarjakohtaisesti. Koesarjat analysoitiin huomioi-
malla myds koetekijd, jolloin malli otti huomioon mm. kokeiden viliset ta-
soerot ja havaintojen viliset riippuvuudet (Littell ym. 1996). Kun analysoita-
va ominaisuus (mm. mukulan Ca-pitoisuus)) ei ollut varianssianalyysin edel-
Iyttamilla tavalla normaalisti jakautunut, tehtiin aineistoon normalisoiva
muutos. Kun koesarjan kokeissa oli eri kisittelyt, laskettiin koekohtaisesti
Ca-vaikutus, ja niitd vaikutuksia testattiin yhden otoksen t-testilld tai merkki-
testilld riippuen siitd oliko tutkittava ominaisuus normaalijakautunut vai ei.

Tulokset

Keskimddrin sadon kalsiumpitoisuus nousi lannoituksen ansiosta joka ko-
keessa (Taulukko 1). Yhdessdkddn yksittdisessd kokeessa vuoden 2000 Ta-
nua lukuunottamatta nousu ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitseva.
Kaikkien kokeiden keskiarvona mukulan Ca-pitoisuus nousi 23 % ja nousu
oli my®s tilastollisesti merkitsevi (p<0,001).

Bakteerivioitusten méérd sadossa oli suurimmillaan vuonna 1998 ja pienim-
millddn vuonna 2000 (Taulukko 1). Vioituksen méérd oli enemmin suhteessa
2000 Ca-pitoisuudet olivat pienimmiit. Yleisesti Ca-lannoitetuissa satomuku-
loissa oli vihemmin mirkdmétdd kuin lannoittamattomissa, mutta tdysin
johdonmukainen ilmid ei ollut, silld joskus suhde oli pdinvastainen. Useim-
miten havaintondytteissd ei ollut bakteerimétiisii mukuloita. Lannoittamat-
tomissa havaintondytteissd noin joka kolmas sisélsi madintyneitd mukuloita,
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kun niitd Ca-lannoitetuissa havaintoniytteissi esiintyi vajaalla viidennekselld
(= saastunnan esiintymistiheys, Taulukko 1). Lannoituksen ansiosta myos
bakteerimétévioitusten osuus kokonaissadosta pieneni. Kun havaintoniyte

Taulukko 1. Kalsiumsulfaattilannoituksen vaikutus mukulan kalsiumpitoisuu-
teen ja ja sadon bakteerimataisyyteen eri koepaikoilla.

Ca-pitoisuus Bakteerim.
Lajike / Lannoitus gkg' ka % sadosta
Vuosi  Koepaikka kg Caha” Ca+ Ca- Ca+ Ca-
1998 Matilda 126 0,32 0,30 08 17
Vital 126 0,38 0,33 0,7 37
Tanu 126 0,25 0,18 06 05
1999 Adora 168 0,30 0,27 01 1,0
Matilda 168 0,51 0,46 0,5 0
Bintje 168 0,31 0,25 04 02
Tanu 168 0,28 0,24 02 0,3
Fambo 105 0,35 0,23 0 3,2
2000 Tanu 126 0,28 0,16 0 0
Adora 126 0,27 0,24 0 0,6 Ero
Victoria 126 0,22 0,16 0 0,6 Ca+/Ca-
Keskim. 140 0,31 0,26 03 1,1 -73 %
Saastunnan esiintymistiheys (% havainnoista) 17 31 -44 %
Saastunnan voimakkuus (% kokonaissadosta) 1,9 3,0 -38 %

Taulukko 2. Kalsiumsulfaattilannoituksen jalkivaikutus eri vuosina mukulan
kalsiumpitoisuuteen ja sadon bakteeriméatéaisyyteen.

Ca-pitoisuus Bakteerim.
g kg ka % sadosta
Vuosi Koejasen Ca+ Ca- Ca+ Ca-
1999 Tanu 0,20 0,10 0 0
Matilda 0,21 0,15 0 0
Vital 0,18 0,14 0 5,7
2000 Adora 0,31 0,23 0 6,4
Bintje 0,21 0,18 2,2 3,3
Tanu 0,17 0,14 2,1 1,8
Matilda 0,31 0,26 1,7 0 Ero
2001 Tanu 0,22 0,21 3,0 0 Ca+/Ca-
keskim. 0,22 0,18 1,1 2,1 -48 %
Saastunnan esiintymistiheys (% havainnoista) 50 50 10 %
Saastunnan voimakkuus (% kokonaissadosta) 2,2 43 -48 %
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sisdlsi bakteerimddidn vioittamia mukuloita, oli vioittuneiden mukuloiden
osuus kokonaisndytteen painosta keskimiirin 3,0 % kun sama lannoitetuissa
havaintoniytteissd oli 1,9 % (= saastunnan voimakkuus, Taulukko 1). Kun
sekd taudin esiintymistiheys ettd voimakkuus pienenivit, bakteerimétdisten
osuus kokonaissadosta laski keskimdirin 1,1 prosentista 0,3 prosenttiin. Ero
ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitseva (p=0,12).

Jalkivaikutuskokeiden perusteella siemenperunan lannoittaminen kalsiumsul-
faatilla nostaa vield seuraavankin vuoden sadon kalsiumpitoisuutta (Taulukko
2). Ero oli tilastollisesti merkitsevd vuonna 2000 (+23 %). Keskiméérin kal-
siumlannoitetun taustan omaavasta siemenestd kasvatettu sato sisélsi vi-
hemmin bakteerimitiisida mukuloita kuin lannoittamattoman taustan omaa-
vista siemenmukuloista kasvatetut koejidsenet (Taulukko 2). Tami on seura-
usta saastunnan voimakkuutena laskettavan bakteerimitdisyyden vdhenemi-
sestd. Bakteerimitdisen sato-osuuden pieneneminen jilkivaikutuskokeissa ei
kuitenkaan koejdsenittdin ole kovin johdonmukaista. Lisdksi otos perustuu
huomattavan pieneen havaintomiirddn, joten johtopiditdsten teko ndiden
kokeiden pohjalta on mahdotonta.

Tulosten tarkastelu

Kalsiumsulfaattilannoituksella, jonka avulla saatiin mukulan kalsiumpitoi-
suutta nostettua keskiméairin 23 %, pystyttiin vihentimédn bakteeriméitiisen
sadon osuutta periti 73 %. Viahennysprosentti nousi suureksi siksi, ettd sekd
saastunnan esiintymistiheys ettd saastunnan voimakkuus laskivat kumpikin
noin 40 %. Ero ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitsevd (p=0,12), eika
aina johdonmukainenkaan. Tuloksia voidaan kuitenkin pitdd suuntaa-
antavina, silléd niitd vahvistavat kirjallisuudesta saadut tiedot.

Kalsiumlannoituksen vaikutus tyvimétdin on huomattavasti monitahoisempi
kysymys kuin mitd bakteerimitidisen sadon osuudesta voi péitelld. Periaat-
teessa ei ole edes varmaa, onko kyseessd Eca-vioitus, silld myds muut bak-
teerit, kuten Bacillus spp., Clostridium spp., Pseudomonas spp., madittavit
mukuloita. Pérombelonin (2002) mukaan kuitenkin Erwinioiden rooli on
mukulan mitinemisprosessissa ratkaiseva. Mukulan métinemisherkkyydesta
ei myoskddn voi vilttdmittd tehdd suoraan johtopaétoksid tyvimididn esiin-
tymiseen tai herkkyyteen sen vuoksi, ettd kaikilla lajikkeilla mukula- ja ver-
sokestidvyyden vililli ei ole yhteyttd (Pérombelon 2002).

Tyvimiti on piilevi tauti, jonka puhkeaminen oireiksi on toisaalta riippuvai-
nen siemenmukulassa olevien patogeenien miiristd ja toisaalta séddoloista
(Pérombelon 1992, 2002). Vaikka kalsiumlannoitus néyttddkin parantavan
perunan puolustusmekanismeja, miké tarkoittanee bakteeripopulaation mo-
nistumisen hidastumista kasvisolukossa, viime kddessd ulkoiset olosuhteet
madrddvat kuinka suureksi taudin esiintymistiheys muodostuu. Mitd vihem-
min siemenmukulassa on tautibakteereita, sitd todenndkdisemmin seuraukse-
na on lievempi saastuminen (Bain ym. 1990). Ca-lannoituksella pystyttineen
siten vdhentdmiin tyvimidddn esiintymistd niin seuraavan vuoden sadossa
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kuin Bainin ym. (1996) mukaan my0s jo jossain médrin lannoitusvuonna.
Kummastakaan ilmiosté ei tosin ollut tissid koesarjassa muita merkkeji kuin
jalkivaikutusvuoden saastunnan voimakkuuden vdheneminen. Jilkivaikutus-
vuoden tulokset ovat kuitenkin niin ristiriitaiset ja perustuvat niin pieneen
havaintomiirién, ettei niiden perusteella voi tehdd johtopadtoksii.

Tulosten perusteella kalsiumlannoituksesta on hyotyd. Sadon bakteeriméitii-
syyden viheneminen parantaa sadon kiyttolaatua, kisiteltdivyyttd ja varas-
tointikestavyyttd. Tunnuslukuna sadon bakteerimitdisyys ei kuitenkaan anna
vastausta siemenperunantuottajan kannalta merkityksellisimpddn kysymyk-
seen: Kuinka paljon siemenperunan kidyttdarvo nousee parantuneena tyvimi-
takestdvyytend kalsiumlannoituksen ansiosta? Sen selvittdminen vaatii kokei-
ta, joissa ei ainoastaan seurata middn ilmenemistd, vaan otetaan huomioon
my6s mukulassa piilevini oleva tyvimata.
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