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Pro gradu -tutkielmassani "Multiplex-RT-PCR-sovellusten ke-
hittadminen kasvivirusdiagnostiikkaa varten ja virusten tunnis-
taminen siRNA-analyysilla” optimoin Ruokaviraston kasvintu-
hoojalaboratoriolle multiplex-RT-PCR-menetelmdan ennakkoon
valittujen RNA-virusten laagja-alaista tunnistamista varten.
Rinnakkaisena menetelmdand kaytin siRNA-analyysia varmis-
taakseni multiplex-RT-PCR:std saatujen tulosten oikeellisuu-
den. Tutkimus on havainnollistava osoitus stitda, kuinka kasvi-

virusten tunnistusmenetelmat kehittyvdt jatkuvasti.

Multiplex-RT-PCR ja siRNA-
analyysi

Multiplex-PCR-menetelméssa kay-
tetddn samassa reaktiossa useita,
eri DNA-jaksoille spesifisia alukkei-
ta, mikd mahdollistaa esimerkiksi
useiden eri virusten tai virusryhmi-
en tunnistamisen samalla PCR-re-
aktiolla. =~ Multiplex-PCR sadstaa
tavalliseen PCR:i4n verrattuna ai-
kaa, reagensseja ja kustannuksia,
koska tilloin jokaiselle alukeparille
ei tarvitse tehdd omaa reaktioseos-
ta. Haasteena multiplex-PCR:ssd on
optimoida reaktio-olosuhteet kaikil-
le alukepareille sopiviksi.
Kasvivirusdiagnostiikassa
on yleistynyt sekvensointitapa, jos-
sa sekvensoidaan kasviin kertyneita
pienid RNA-molekyyleja (small in-
tefering RNA, siRNA). siRNA-syvi-
sekvensoinnin kaytto kasvivirusten
tunnistusmenetelmidna  perustuu
kasvien kykyyn suojautua virustar-
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tunnoilta RNA-hiljennyksen avulla.
RNA-hiljennyksessd kasvin puo-
lustusmekanismi tunnistaa vieras-
perdisen kaksijuosteisen RNA:n ja
hajottaa sen 21--24 nukleotidin
mittaisiksi ~ siRNA-molekyyleiksi.
siRNA-syviasekvensoinnissa 21—24
nukleotidin pituiset RNA-molekyy-
lit eristetaan kasvista ja sekvensoi-
daan. siRNA-molekyylien sekvens-
sien valilla esiintyy paallekkaisyytta,
mista johtuen sekvensseista voidaan
koota eripituisia yhtenaisia sekvens-
seja. Vertailemalla koottuja sek-
vensseja tietokannoista 10ytyvien
virusten perimdan voidaan selvittaa
naytteessa esiintyvat virukset ja vi-
roidit. siRNA-menetelman merkit-
tavimmat edut ovat, ettei se edellyta
ennakko-oletusta naytteessi mah-
dollisesti esiintyvista viruksista ja
viroideista ja ettd menetelmalld on
mahdollista havaita kaikki virukset
ja viroidit yhdella kertaa.
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Multiplex-RT-PCR-menetel-
min optimointi

Tutkimuksessa haluttiin luoda kaksi
tai useampi multiplex-RT-PCR-testi,
yhdeksille, kirjallisuudesta etsitylle,
degeneroidulle alukeparille poty-,
potex-, tobra- ja tospovirussukujen,
tobamoviruksen alaryhma yhden,
nepoviruksen a- ja b-alaryhmien,
Bromoviridae-virusheimon ja Tom-
busviridae-heimoon kuuluvien car-
mo-, diantho- ja tombusvirussuku-
jen samanaikaiseen tunnistamiseen.
Tavoitteena oli ndin luoda mene-
telma, jolla voidaan havaita yhtiai-
kaisesti kaikkia niitda RNA-viruksia,
joita kokemuksen ja kirjallisuuden
perusteella on todennékoisinta 10y-
taa Ruokavirastoon tarkastettavaksi
tulevasta kasviaineistosta. Kyseisiin
virusheimoihin ja -sukuihin kuulu-

vat monet karanteenituhoojiksi luo-
kitellut virukset, kuten Chrysanthe-
mum stem necrosis virus (CSNV) ja
tomaatin ruskokurttuvirus (ToBR-
FV). Lisdksi naihin virusryhmiin
kuuluu useita laatutuhoojia.
Multiplex-RT-PCR-menetel-
man optimointi tehtiin testaamalla
eri magnesiumsulfaatin pitoisuuksia
ja monistamalla positiiviset virus-
kontrollit eri alukkeiden sitoutumis-
vaiheen lampotiloissa ja arvioimalla
ndiden vaikutusta PCR-tuotteiden
monistumiseen. Multiplex-PCR-tes-
tien herkkyys arvioitiin suoritta-
malla testit infektoituneen kasvin
kokonais-RNA:sta tehdyilla laimen-
noksilla, jotka sisilsivat positiivi-
sen kontrolliviruksen. Optimoitua
multiplex-PCR-menetelmia  tes-
tatttiin luonnonkasveista kerattyyn,

Geelielektroforeesikuva multiplex A -testin herkkyystuloksista. PCR-reak-
tiot sisdltdvdt infektoituneen kasvin kokonais-RNA:sta tehtyjd laimennok-
sia, jotka sisdlsivdt posititvisen kontrolliviruksen. Ndytteiden jdrjestys: 1:
viinikéynnoksen viuhkalehtivirus (GFLV) (1:10), 2: GFLV (1:50), 3: GFLV
(1:100), 4: omenan mosaiikkivirus ApMV (1:10), 5: ApMV (1:50), 6: ApMV
(1:100), 7: luumun rokkovirus PPV (1:10), 8: PPV (1:50), 9: PPV (1:100)
10: pepinon mosaiikkivirus PepMV (1:10), 11: PepMV (1:50), 12: PepMV
(1:100) 13: negatiivinen vesikontrolli. Otkean kokoiset PCR-tuotteet ovat
merkitty erottamaan ne epdspestfisistd tuotteista.

14

Kasvinsuojelulehti 1/2021



Geelielektroforeesikuva multiplex B -testin herkkyystuloksista. PCR-re-
aktiot sisdaltdvdt infektoituneen kasvin kokonais-RNA:sta tehtyja laimen-
noksia, jotka sisdlsivdt positiivisen kontrolliviruksen. Ndytteiden jdrjes-
tys: 1: tomaatin mustarengaslaikkuvirus TBRV (10 ng), 2: TBRV (1 ng), 3:
tomaatin kitukasvuvirus TBSV (10 ng), 4: TBSV (1 ng), 5: tupakan rattle-
virus TRV (10 ng), 6: TRV (1 ng), 7: tupakan mosaiikkivirus TMV (10 ng)
ja 8: TMV (1 ng). Oikean kokoiset PCR-tuotteet ovat merkitty erottamaan

ne epdspesifisistd tuotteista.

mahdollisesti viroottiseen kasvi-
aineistoon, seka taimituotannon
emokasvimateriaaliin. Menetelméan
valikoivuutta ja tarkkuutta tarkas-
teltiin sekvensoimalla luonnollises-
ti infektoituneiden kasvinaytteiden
antamat tuotteet, sekid tekemalla
rinnakkaisena testind siRNA-ana-
lyysi ja analysoimalla menetelmalla
saadut sekvenssit bioinformaatti-
sesti.

Multiplex-RT-PCR nykyidin
osana Ruokaviraston kasvintu-
hoojalaboratorion rutiinidiag-
nostiikkaa

Tutkimuksessa pystyttiin luomaan
kaksi multiplex-RT-PCR-testia,
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multiplex A ja B, jotka tunnista-
vat yhteensd kahdeksaan eri vi-
rusryhméian  kuuluvia  viruksia.
Tutkimustulokset osoittivat mul-
tiplex-RT-PCR-testien = kykenevin
tunnistamaan kaikki positiiviset vi-
ruskontrollitkuninfektoituneen kas-
vin kokonais-RNA:n konsentraatio
oli alle 5 ng/ul, mitd Ruokaviraston
kasvintuhoojalaboratoriossa pide-
tdan riittdvand multiplex-PCR-tes-
tin herkkyyden kannalta. Kehitet-
tyjd multiplex-PCR-testeja voidaan
pitdd poikkeuksellisina, silli mo-
nessakaan laboratoriossa ei ole kay-
tettdvissd yhtd laaja-alaista testid
RNA-virusten tunnistamiseen kuin
mitd tutkimuksessa optimoiduilla
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testeilld voidaan tunnistaa. Nykyaan
multiplex-RT-PCR-testia kaytetdan
kasvintuhoojalaboratoriossa osana
rutiinidiagnostiikkaa kasvivirusten
tunnistamiseen. Sen avulla on 16y-
tynyt kasveista sellaisia viruksia,
joita ei muilla laboratoriossa kaytos-
sa olevilla menetelmilla olisi luulta-
vasti pystytty havaitsemaan. Tallai-
siin 16ydoksiin kuuluvat esimerkiksi
paprikan lieva laikkavirus (PMMoV)
ja hortensian rengaslaikkuvirus
(HdARSV).

Rinnakkaisena testind kay-
tetty siRNA-syviasekvensointi tun-
nisti samat kasvivirukset naytteista
kuin mitd multiplex-RT-PCR-testit,
mika vahvistaa luottamusta opti-
moituja  multiplex-RT-PCR-teste-
ja kohtaan. Multiplex-PCR saastaa
aikaa sekd materiaalikustannuksia
verrattuna tavalliseen PCR:din,
mistd johtuen multiplex-PCR:n
kaytto tarjoaa selvid etuja Ruoka-
viraston kasvintuhoojalaboratori-
olle, jossa kisitelladn suuria nay-
temadria nopeassa aikataulussa.
Pro-gradu -tyon aineiston avulla
multiplex-PCR-testit akkreditoitiin,
eli validoitiin ja tarkastettiin ulko-
puolisella asiantuntijalla, mika var-
mistaa menetelman soveltuvan ru-
tiinidiagnostiikan kaytt6on. Tyo toi
tieteellisesti uutta sekvenssitietoa
mahdollisesti aiemmin tuntematto-
masta potyviruslajista ja toi ensim-
maisena tiedon suikeroalpien (Ly-
stmachia nummularia L.) kuuluvan
osaksi tupakan rattleviruksen (TRV)
isantakirjoa.
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