Perunantyvi- ja markamataa aiheuttavaa Erwinia-lajistoa kartoitetaan
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Tiivistelma

Piileva perunantyvi- ja markdmata aiheuttaa ongelmia siemenperunan tuotannossa. MTT:n (Maa- ja
elintarviketalouden tutkimuskeskus) ja Helsingin yliopiston vélisessé yhteisprojektissa etsitdén keinoja
tyvi- ja markamadan hallintaan bioteknisin menetelmin. Tutkimuksen tarkoituksena on selvittaa, mika
on eri perunantyvi- ja markdmataa aiheuttavien Erwinia-bakteerilajien merkitys taudinaiheuttajana
Suomessa ja mikd on mahdollisten luonnonkantojen rooli. Tyvi- ja markdmétédd aiheuttavassa
bakteerilajistossa on havaittu 2000-luvulla merkittdvia muutoksia Euroopan tarkeimmilla
perunantuotantoalueilla.

Projekti aloitettiin kartoittamalla Erwinia-lajistoa kerddmélla naytteit sairaista perunan varsista
ja mukuloista seké jokivesista Etela-Suomesta ja Etela-Pohjanmaalta. Naytteistad eristettiin bakteeri-
kantoja puhdasviljelmiksi kéyttden pektaattia sisaltdvaad alustaa. Eristetyt bakteerikannat tunnistettiin
Erwinia-spesifisin PCR-testein. Vuoden 2004 kartoitus osoitti, ettd Suomen oloihin tyypillinen
Erwinia carotovora alalaji atroseptica (Eca) oli vield vallitseva tyvimadan aiheuttaja ja Erwinia
carotovora alalaji carotovora (Ecc) markamadén aiheuttaja. Liséksi kartoitus paljasti, ettd lampimim-
missa ilmastoissa tyvi- ja markamataa aiheuttavaa E. chrysanthemi —lajia (Ech) esiintyy nyt Suomessa.
Uuden tulokaslajin osuus oli merkittava kaikissa ndytetyypeissd, vaikka se olikin rajoittunut muuta-
maan siemenerddn. Kaikki vesinaytteistd eristetyt kannat olivat Ech:ta. Yleisesti Ech:ta on pidetty
lampimien ilmasto-olojen lajina, mutta on mahdollista, ettd Ech-lajista on kehittynyt viiledssa ilmas-
tossa menestyvid kantoja. On kuitenkin ilmeistd, ettd aggressiivisia Ech-kantoja I0ytyy meilld sekd
perunoista ettd jokivedestd, joten Ech on todenndkdisesti pysyva ongelma, joka on otettava diagnostii-
kassa ja siementarkastuksessa huomioon.

Eristetyistd Erwinia-kannoista otettiin kattava otos ja ne sekvensoitiin 16S-23S rDNA-
valialueelta kdyttden universaaleja alukkeita. Sekvensoidut kannat ryhmiteltiin fylogeneettisten puiden
perusteella. Puiden estimointiin kdytettiin Bayesildisia fylogenetiikan menetelmia. Ryhmittely osoitti,
ettd Eca-kannat olivat hyvin homologisia, kuten aikaisemmin on esitetty. Ecc- ja Ech-kannoissa oli
enemman vaihtelua. Tulkinnasta riippuen kummankin lajin kannat voitiin jaotella useampaan ryh-
méaan. Jatkossa selvitetddn, onko ndilla ryhmilla yhteyttd taudinaiheuttamiskykyyn, jota tutkitaan
mukula- ja varsimédéatystesteilld kasvihuoneella sekd kenttakokeissa. Mielenkiinnon kohteena on,
voidaanko perunaerdn tyvi- ja markdmadan puhkeamisriskid ennakoida huomioiden bakteerikantojen
geneettinen vaihtelu.
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Johdanto

Perunantyvi- ja markdmété ovat yha edelleen kotimaisen siemenperunatuotannon pahin laatuongelma.
Tyvimadan esiintyminen sertifioidussa siemenperunassa on heikentdnyt luottamusta kotimaisen
siemenen laatuun, lisdnnyt paineita ulkomaisen siemenperunan tuontiin ja haitannut suomalaisen
siemenperunan lupaavilta nédyttaneitd vientimahdollisuuksia. Lisaksi markamatd aiheuttaa vuosittain
merkittavid varastohdvikkejé ruokaperunateollisuudessa. Suurissa varastoissa yksikin mark&dmétéinen
raaka-aine-erd voi aiheuttaa suunnatonta tuhoa. Méatanevat mukulat hajoavat visvaiseksi bakteerimas-
saksi, joka valuu nopeasti lahiymparistoon ja alun perin terveetkin mukulaerdt saavat tartunnan ja
matanevat.

Tyvimadaksi kutsutaan emomukulasta alkavaa ja siitd perunan varsiin levidvda tyven
mustumista ja matdnemistd, kun taas mukuloiden matdnemista kutsutaan mérkaméadéksi. Erwinia—
suvun bakteereista perunalla esiintyvét E. carotovora alalaji atroseptica (Eca), E. carotovora alalaji
carotovora (Ecc) ja E. chrysanthemi (Ech). Uusimmassa bakteeriluokituksessa ndiden lajien katsotaan
kuuluvan Pectobacterium-sukuun (Gardan ym. 2003). Kaikki kolme Erwinia—bakteeria kykenevét
aiheuttamaan markamatad, mutta tyvimatdd pystyvéat aiheuttamaan yleensd vain Eca ja Ech
(Pérombelon & Kelman 1987). Suomessa on naihin péiviin asti pidetty tyypillisten tyvimataoireiden
aiheuttajana Eca-alalajia. Mukuloiden mérk&madén syypéand on pidetty Eca:n liséksi Ecc:té.
Maailmalla Ech on aiheuttanut oireita ja tuhoja mérissé oloissa yli 25 °C:n [&mpdtiloissa trooppisessa
ja subtrooppisessa ilmastossa. 2000-luvulla tyvi- ja méarkdméataa aiheuttavassa bakteerilajistossa on
havaittu merkittavid muutoksia Euroopan tarkeimmilld perunantuotantoalueilla. Hollannissa tehdyissa
toistaiseksi julkaisemattomissa tutkimuksissa Ecc on usein aiheuttanut lakastumisoireita ja joskus
tyypillisia tyvimatdoireita (van der Wolf, henkilékohtainen tiedonvaihto lokakuussa 2003). Liséksi
Ech:n merkitys tyvi- ja markamadan aiheuttajana on kasvanut.

MTT:n ja Helsingin yliopiston yhteisessd projektissa etsitddn keinoja tyvi- ja mérkdmédan
hallintaan bioteknisin menetelmin. Tutkimuksen tarkoituksena on selvittdd, mika on eri perunantyvi-
ja markdmatdd aiheuttavien Erwinia-lajien merkitys taudinaiheuttajana Suomessa ja mika on
mahdollisten luonnonkantojen rooli. Eristettyjen Erwinia-kantojen taudinaiheuttamiskyvyn vaihtelua
tutkitaan mukulanmadétyksin ja varsitestein.

Aineisto ja menetelmat

Projekti aloitettiin v. 2004 kartoittamalla Erwinia-lajistoa keraamalla ndytteita sairaista perunan var-
sista ja mukuloista seka jokivesisti Eteld-Suomesta ja Eteld-Pohjanmaalta. Varsia oli noin 50, muku-
landytteitd 16 ja vesindytteitd 26 kappaletta. Naytteistd eristettiin bakteerikantoja puhdasviljelmiksi
kayttden pektaattia sisaltdvdd CVP-S2-alustaa. Erwinia-lajeiksi eristetyt bakteerikannat tunnistettiin
laji- ja alalajispesifisilla PCR-testeilld: Eca-spesifinen PCR (De Boer & Ward 1995), Ecc-spesifinen
PCR (Rantanen ym., julkaisematon) ja Ech-spesifinen PCR (Nassar ym. 1996).

Eristetyistd kannoista otettiin kattava otos (Eca 42 kpl, Ecc 29 kpl ja Ech 17 kpl), ja ne
sekvensoitiin 16S-23S rDNA-valialueelta kéyttden universaaleja alukkeita (Fessehaie ym. 2002).
Sekvenssit rinnastettiin - Dialign-ohjelmalla (Morgenstern 1999). Rinnastetuille sekvensseille
muodostettiin fylogeneettinen puu kayttamélld MrBayes-ohjelmaa (Huelsenbeck & Ronquist 2001;
Ronquist & Huelsenbeck 2003). Kantojen PCR-tulosten luotettavuus varmistettiin vertaamalla
sekvenssejd GenBank-tietokannan (Benson ym. 2005) sekvensseihin Blast-hakujen (McGinnis &
Madden 2004) avulla.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Varsinaytteissd eristetyistd Erwinia-kannoista Eca:n osuus oli runsaat 40 %, Ecc:n 30 % ja Ech:n
osuus oli noin 25 % (Kuva 1a). Muutamissa naytteissa esiintyi samanaikaisesti kahta bakteerilajia.
Mukulandytteista eristetyistd kannoista noin 50 % oli Ecc:td, noin 40 % oli Eca:a ja loput oli Ech:ta
(Kuva 1b). Seitsemastd jokivesindytteestd saatiin eristettyd Erwinia-kantoja, ja ne kaikki olivat PCR-
testien mukaan seka Ecc- ettd Ech-positiivisia tai pelkéstddn Ech-positiivisia. Edellisessa 1980-luvulla
tehdyssd Erwinia-kartoituksessa suomalaisissa siemenperunoissa Eca-alajin osuus oli 67 %, ja Ecc:td
eristettiin muutamista varsindytteistd (Harju & Kankila 1993). Silloin Ech-lajia ei 10ytynyt Suomesta.
Vuoden 2004 Kkartoitus osoitti, ettd Suomen oloihin tyypillinen Eca oli vield vallitseva tyvimadan
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aiheuttaja ja Ecc markdmadan aiheuttaja. Lisaksi kartoitus paljasti, ettd l&mpimimmissd ilmastoissa
tyvi- ja markdmatad aiheuttavaa E. chrysanthemi —lajia (Ech) esiintyy nyt Suomessa. Uuden tulokas-
lajin osuus oli merkittdva kaikissa naytetyypeissd, vaikka se olikin rajoittunut alun perin ulkomailta
tuotuihin siemeneriin. Yleisesti Ech:ta on pidetty ldampimien ilmasto-olojen lajina, mutta on mahdol-
lista, ettd Ech-lajista on kehittynyt viiledssa ilmastossa menestyvia kantoja. On kuitenkin ilmeistd, ettd
aggressiivisia Ech-kantoja 10ytyy sekd Suomessa lisatyistd siemenisté ettd jokivesistd, joten Ech on
todennakaoisesti pysyva ongelma, joka on otettava diagnostiikassa ja siementarkastuksessa huomioon.

Erwinia-tilanne on my06s muuttunut Euroopan tarkeimmilla perunantuotantoalueilla. Viime
vuosina mm. Hollannissa Ech-bakteeria on todettu jopa 60-70 % tyvimatéisissa perunoissa (van der
Wolf, suullinen tiedonanto lokakuussa 2005). Vuonna 2003 Ranskassa Ech:n osuus tyvimatdisissé
varsissa vaihteli 13,5-80 % riippuen ndytteenkerdysalueesta (Hélias ym. 2004) ja Belgiassa Ech:n
osuus oli 38 % (Dupuis ym. 2005). Ech:n liséksi Ecc:n merkitys on mahdollisesti kasvanut. Hollan-
nissa tehdyissa tutkimuksissa on 16ydetty tyvimédan tyyppisia oireita aiheuttavia Ecc-kantoja (van der
Wolf, henkildkohtainen tiedonvaihto lokakuussa 2003). My6s muut tutkimusryhmat ovat eristaneet
Ecc:td sairaista varsinaytteista (Hélias ym. 2004; Dupuis ym. 2005).
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Kuva 1. Erwinia-lajien esiintyminen a) kesalla 2004 keratyissd varsindytteissd ja b) 2004-2005 keréatyissa
mukulanaytteissa. Kuvan pylvaissa nakyvé luku on eristettyjen bakteerikantojen lukumaara.

16S-23S rDNA-vilialueelta sekvensoidut kannat ryhmiteltiin fylogeneettisten puiden perusteella
(Kuva 2). Eca-kantojen sekvenssit olivat l1&hes identtisi4, joten ne muodostivat vain yhden ryhman.
Tulos on yhtendinen muualla saatujen tulosten kanssa (Darrasse ym. 1994). Ecc- ja Ech-kannoissa oli
enemman vaihtelua. Tulkinnasta riippuen kummankin lajin kannat voitiin jaotella useampaan
ryhméan. Poikkeavimman Ech-ryhmédn kannat olivat vedestd eristettyja kantoja. Sekvenssien
perusteella vesikantoja oli kahdenlaisia: osa kannoista oli aivan samanlaisia varsi- ja mukulandytteista
eristettyjen kantojen kanssa ja osalla oli varsi- ja mukulakantoihin verrattuna lyhyt insertti. Blast-
tietokantahakujen mukaan kaikki vesikannat olivat Ech:ta. Samoin rasvahappoanalyysin (Soveltavan
kemian ja mikrobiologian laitos, HY) mukaan kannat olivat Ech:ta, mutta ne olivat eri biotyyppid.
Joki- ja pintavesista 10ydetéén yleisesti Ecc:ta ja Ech:ta (Cother ym. 1992; Norman ym. 2003). Vesista
eristetyisséd Ech-kannoissa on ollut kantavaihtelua rasvahappo- ja DNA-testien mukaan, ja osa vesista
eristetyistd kannoista on ollut samanlaisia mukuloita madattavien kantojen kanssa (Cother ym. 1992).
On mahdollista, ettd Erwinia-lajeja siséltdvat vedet voivat toimia infektioldhteend, jos niitd kdytetaddn
perunapeltojen kasteluvetend. Jatkossa tdssa projektissa tutkitaan, ovatko kaikki vesikannat kykenevia
médattdmaén perunaa. Osa niistd on ilmeisesti perunan taudinaiheuttajia, osa muiden kasvien
patogeenejd.
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Kuva 2. Eca-, Ecc- ja Ech-kantojen 16S-23S rDNA-vilialuesekvensseille muodostettu fylogeneettinen puu. Puun
oksissa olevat luvut ovat posterioritodennakoisyyksié ja kuvaavat haaran luotettavuutta. Kuvassa ei ole esitetty
kaikkia identtisid Eca-kantoja. (V = vesindyte).

Myds muiden Ecc- ja Ech-kantojen kuin vesikantojen virulenssin vaihtelua tutkitaan. Virulenssi-
testauksen tarkoituksena on selvittda eri kantojen kyky ja erot aiheuttaa tyvi- ja markamatdoireita
perunalla sekd se, 10ytyykd ympadristdstd Erwinia-sukuisia bakteereita, jotka eivat aiheuta lainkaan
tautia perunalla. Selvitetddn, onko muodostuneilla Ecc- ja Ech-ryhmilla (Kuva 2) mitdan biologista
merkitysta mm. tutkimalla kantojen taudinaiheuttamiskykyd mukulanmadatyksin ja varsitestein
kasvihuoneella sekd kenttakokeissa. Kantojen virulenssin vaihtelua verrataan sekvenssitietoon.
Mielenkiinnon kohteena on, voidaanko perunaerdn tyvi- ja markdmadan puhkeamisriskid ennakoida
bakteerikantojen geneettisen vaihtelun avulla. Erityismielenkiinnon kohteena on, koska Ecc on yleinen
bakteeri luonnossa, pystyyké Ecc aiheuttaman tyvimétdd vai onko Ecc pelkastddn haavaloinen
perunanvarressa. Taté tutkitaan sekd kasvihuone- ettd peltokokein.
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Johtopéaatokset

Perunantyvi- ja markamataa aiheuttaa Suomessa nyt E. carotovora —lajin (Eca ja Ecc) liséksi toinen
Erwinia-laji, E. chrysanthemi (Ech). Yleisesti Ech:ta on pidetty lampimien ilmasto-olojen lajina, mutta
on mahdollista, ettd Ech-lajista on kehittynyt viiledssd ilmastossa menestyvid kantoja. Ech on
todennakdisesti pysyva ongelma, joka on otettava diagnostiikassa ja siementarkastuksessa huomioon.
Suomesta eristetyt Eca-kannat olivat homologisia 16S-23S rDNA-vélialueen sekvenssien perusteella.
Ecc- ja Ech-kannoissa oli enemman vaihtelua. Jatkossa Ecc- ja Ech-kantojen taudinaiheuttamiskykyéa
tutkitaan mukulanmédéatyksin ja varsitestein kasvihuoneella sekd kenttdkokein. Mielenkiinnon
kohteena on, voidaanko perunaerén tyvi- ja méarkdméadén puhkeamisriskid ennakoida huomioiden
bakteerikantojen geneettinen vaihtelu.
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