Maan kuorirokkopaineen maarit-
tamisesta apua taudinhallintaan

Minna Haapalainen & Lea Hiltunen

Kuorirokko on perunan tauti,
Jjoka laatuvioitusten lisdksi voi
aiheuttaa myds satotappioita.
Taudin epidemiologia Suomen
oloissa on huonosti tunnettu
eikd sille ole tehokkaita torjun-
takeinoja. Tautia aiheuttava
maalevintdinen Spongospora-
mikrobi sdilyy maassa jopa
kymmenid vuosia. Mikrobin
mddrdn eli tautipaineen méé-
rittdminen maasta on tdrkeds
taudin ennakoinnin ja hallin-
nan kannalta. Kuorirokko ku-
riin -hankkeessa selvitettiin
erilaisia menetelmid, joita on
kdytetty  kuorirokkopaineen
mddrittdmiseen sekd vertail-
tiin uusien DNA-pohjaisten
menetelmien soveltuvuutta
maandytteiden tutkimiseen.

Maalevintiinen tauti

Perunan kuorirokkoa aiheuttaa
Spongospora subterranea f. sp. sub-
terranea, joka on alkuelioihin kuu-
luva kasvipatogeeni. Sen tartutta-
missa perunoissa voi esiintyé kol-
menlaisia oireita: mukuloiden kuo-
rirokkoa (Kuva 1), juuridkdmii ja
sadon alenemiseen  johtavaa

juurten toiminnan héiriintymisté.
Liséksi Spongospora levittaa iti-
O0idensd mukana perunan malto-
kaarivirusta. Spongospora lisdan-
tyy kasvien juurissa tai mukuloissa
ja muodostaa itiopalloja, jotka si-
saltavat satoja paksuseindisia kes-
toitioitd. Nama itiopallot voivat sai-
lyd maassa jopa vuosikymmenen
ajan, ja jo viisi itiopalloa gram-
massa maata voi johtaa vakaviin
kuorirokko-oireisiin perunalla.
Maaperdan maérkyys ja korkea ve-
denpidéatyskyky suosivat parveilui-
tididen levidmisté ja lisdavét kuori-
rokon esiintymisté. Tautioireita li-
sdévét erityisesti runsaat sateet
kasvukauden alkupuolella, kun
mukuloiden kehitys on vasta alku-
vaiheessa. Kestoitididen runsastu-
mista saastuneissa perunapelloissa
voidaan hillitd usean vuoden vilje-
lykierrolla. Taudinaiheuttajaa ei
kuitenkaan pystytd poistamaan
maasta viljelykierron avulla, joten
kestoitididen levidminen peltoloh-
kolle voi johtaa pitkélliseen kamp-
pailuun taudin oireita vastaan.
Luonnonvarakes-

kus, Helsingin yliopisto ja Peru-
nantutkimuslaitos toteuttivat vuo-
sina 2019-2021 Maa- ja metséta-
lousministerién rahoittaman Kuo-
rirokko kuriin -hankkeen, jossa



Kuva 1. Kuorirokkolaikkuja perunan mukuloissa. Kuva: Lea Hiltunen

selvitettiin kuorirokon esiintymi-
seen vaikuttavia tekijoitd Suomen
oloissa ja etsittiin keinoja taudin-
hallintaan (Hiltunen ym. 2019,
2021). Yhtena tavoitteena oli sel-
vittdd, millaisia menetelmid on
kéytettavissd Spongospora-mikro-
bin méaran eli tautipaineen méérit-
tdmiseen maasta. Taudinaiheutta-
jan luotettava médritys maasta on
tarkedd, koska sen avulla on mah-
dollista saada lisdtietoa taudin
esiintymisestd ja sithen vaikutta-
vista tekijoistd, mik& puolestaan on
edellytys uusien taudinhallintakei-
nojen kehittédmiselle.

Biologiset ja immunologiset
maaritysmenetelmat

Spongospora-mikrobin  méérityk-
seen maasta on kehitetty useita
erilaisia menetelmid. Mikrobin
kestoitiot aktivoituvat iséntédkasvin
juurieritteiden vaikutuksesta, ja
uintisiimalliset parveiluitiot 16yta-
vét juuriin niistd erittyvien yhdis-
teiden houkuttelemina. T&hén il-
midon perustuu kestoitididen tes-
taaminen maandytteista syottikas-
vien, yleensd tomaatin taimien,
avulla. Syéttikasvien juurista maé-
ritetdén Spongosporan maara joko
mikroskopoimalla  tai ~ DNA-



pohjaisella menetelmélld. Syotti-
kasvien juuri-infektioiden perus-
teella voidaan arvioida maan tauti-
painetta. Vaikka syottikasvimene-
telmé& on hidas ja tyolads, se antaa
melko hyvén kuvan elinkykyisten
kestoitididen mé&drdstd maassa.
Tartunnan saaneiden taimien juu-
riin voi kehittyd mydhemmin myos
dkémié. Testikasvien juuritartun-
tojen ja dkdmien mé&drd, samoin
kuin perunoiden juuridkdmien
madrd, kuitenkin korreloivat huo-
nosti mukuloiden kuorirokko-oi-
reiden kanssa.

Immunologiset mé&a-
ritysmenetelmét perustuvat tau-
dinaiheuttajan molekyylirakentei-
den tunnistamiseen vasta-aineiden
avulla. Ensin immunologinen
ELISA-menetelmé kehitettiin
Spongosporan Kestoitididen totea-
miseksi perunan mukuloiden pin-
nalta ja sen pohjalta kehitettiin me-
netelmé myds maandytteiden tut-
kimiseen. ELISA-menetelmilld voi-
daan todeta itidpalloméérét, jotka
ovat vdhintddn 100 kpl grammassa
maata. Immunologinen maéaritys-
menetelmd on kvantitatiivinen,
mutta koska se antaa positiivisen
tuloksen myds kuolleilla itidpal-
loilla, tulos voi jonkin verran liioi-
tella maan tautipainetta. Maérityk-
seen tarvittavat Spongospora-
vasta-aineet ovat kaupallisesti saa-
tavilla.

PCR:n kiytto kuorirokon
maarityksessa

Ensimmaiset Spongosporan maéri-
tykseen kehitetyt polymerase
chain reaction eli PCR-menetelmét
julkaistiin ~ 1990-luvun lopulla.
Nédma menetelmédt perustuvat
Spongospora-mikrobille spesifisen
DNA:n monistamiseen. PCR on
herkkyydeltdan immunologisia
menetelmid parempi ja positiivisen
tuloksen saamiseen riittdd maape-
randytteissd n. 5 itiopalloa gram-
massa maata.

Uudempaa reaaliai-
kaista  kvantitatiivista PCR:aa
(qPCR) hyodyntavissa diagnostiik-
kamenetelmissa kaytetdan fluore-
soivalla merkkiaineella leimattua
koetinta, joka sitoutuu kohde-
DNA:han. PCR-reaktion aikana
koetin hajoaa, ja vapautuneen
merkkiaineen emittoima fluore-
senssi mitataan. Koettimen kay-
tolla varmistetaan, ettd mahdolli-
set epéspesifiset monistustuotteet
eivét anna vaérié positiivisia tulok-
sia. Reaaliaikaisen qPCR:n etuna
tavalliseen PCR:44n verrattuna on
madrityksen kvantitatiivisuus sekéd
usein my0s alempi detektioraja ja
véhdisempi héiricherkkyys. Toi-
saalta maédritys vaatii qPCR-lait-
teen, jota ei kaikissa laboratori-
oissa ole, ja tarvikkeet ja reagenssit
ovat myds jonkin verran hintavam-
pia kuin tavalliseen PCR:44n tarvit-
tavat. Ensimméinen reaaliaikaista
gPCR:44 hyodyntdva kuorirokon



maédritysmenetelmé julkaistiin
2003 ja se soveltuu médrityksiin
sekd maa- ettd kasvindytteistd.
Menetelmalld voitiin luotettavasti
madrittdd positiivisiksi naytteet,
joihin oli lisatty vain yksi itiépallo
grammaan maata.

Kaikkien PCR:&én
perustuvien maéritysmenetelmien
toimivuus edellyttéé riittdvan puh-
taiden ja tasalaatuisten DNA-néyt-
teiden valmistamista tutkittavasta
materiaalista. Maandytteet taytyy
ensin homogenoida tarkoitukseen
sopivalla laitteella, minké jalkeen
DNA eristetddn ja puhdistetaan
joko perinteisin uutto- ja saostus-
menetelmin tai tarkoitukseen kehi-
tettyjen reagenssipakkausten oh-
jeiden mukaisesti.

Maaritysmenetelmien tes-
taus

Uusimpien kuorirokon maérityk-
seen kehitettyjen reaaliaikaisten
kvantitatiivisten PCR-menetel-
mien (Maldonado ym., 2013; Qu
ym., 2011) soveltuvuutta pelto-
maandytteille tutkittiin kokeelli-
sesti. Spongosporan itiopalloista
eristetyn DNA:n pitoisuus maéri-
tettiin  spektrofotometrisesti ja
DNA:sta valmistettiin laimennos-
sarja, jota kaytettiin PCR-menetel-
mien testaukseen ja vertailuun.
Molemmilla menetelmilld saavu-
tettiin hyvd madéritysherkkyys, ja
vasteen lineaarisuus puhtaan

Spongospora-DNA:n eri laimen-
noksilla oli erittéin hyva.

Naiden PCR-mene-
telmien toimivuutta maanéyttei-
den testaamisessa tutkittiin lisdé-
mélld puhtaisiin hietamaanéyttei-
siin eri méaarid (1-104) Spongospo-
ran itidpalloja. DNAm eristyksesséa
kokeiltiin rinnakkain kahta erilaista
kaupallista  reagenssipakkausta
(NucleoSpin Soil kit ja E.Z.N.A.
Soil DNA kit). Naytteet homogeni-
soitiin, mink& jalkeen DNA:n eris-
tys suoritettiin kunkin reagenssi-
pakkauksen ohjeiden mukaisesti.
Saadun DNA:n pitoisuus ja puh-
taus maadritettiin spektrofotometri-
sesti. Eri menetelmilla eristettyjen
DNA-néytteiden vélilld ei ollut
merkitsevdd eroa puhtautta ilmai-
sevassa absorbanssisuhteessa
(A260/A280), mutta DNA:n pitoi-
suudessa oli merkitsevd ero
E.Z.N.A.-menetelmé&n hyvéaksi.

Kuhunkin PCR-reak-
tioon liséttiin sama mééra (25 ng)
ndyte-DNA:ta. Sen maanéytteen,
johon oli lisdtty yksi itiopallo,
DNA-néytettd vield laimennettiin
puhtaan maandytteen DNA:lla
suhteessa 1/10 ja 1/100. Testa-
tuilla menetelmilld saavutettiin
herkkyys, jolla voitiin todeta posi-
tiiviseksi laimennos, joka vastasi n.
0,2 itiopalloa grammassa maanéay-
tetta.

Tamaén vertailun pe-
rusteella suositeltavin menetel-
mien yhdistelm4, kaytetyn tydajan



huomioon ottaen, oli DNA:n erista-
minen NucleoSpin Soil -kitill4 ja re-
aaliaikainen kvantitatiivinen PCR
Maldonadon ym. (2013) mukaan.
Ero gPCR-menetelmien vélilld ei
kuitenkaan ollut suuri, joten jos
Spongospora-DNA:n pitoisuus ei
ole aivan havaitsemisrajan tuntu-
massa, niin molemmat testatut
menetelmat ovat méaritykseen so-
pivia.

Kvantitatiivisen maaéritys-
menetelmédn hyoédyntami-
nen

Testatut kvantitatiiviset PCR-me-
netelmét soveltuvat sellaisenaan
erinomaisesti tutkimuksen tyoka-
luiksi. Niiden avulla voidaan luo-
tettavasti vertailla esimerkiksi eri-
laisten torjuntamenetelmien tai pe-
runalajikkeiden vaikutuksia maan
tautipaineeseen.

Kéaytannossd mene-
telmid voisi hyodyntda peltomai-
den Spongospora-DNA:n pitoisuu-
den madrittdmiseen ja sen perus-
teella peltolohkon kuorirokkoris-
kin arvioimiseen. Liséksi tarvittai-
siin kuitenkin tutkimusta siitd, mil-
laiset taudinaiheuttajan mééarét
maassa johtavat taudin kehittymi-
seen Suomen oloissa. Viljelijdn
paitoksentekoa edesauttaisi, jos
peltolohkot pystyttéisiin tautipai-
neen perusteella luokittelemaan
eri riskitasoihin. Talloin

peltolohkolle voitaisiin kohdentaa
riskitason mukaisia toimenpiteita,
esimerkiksi viljelyyn voitaisiin va-
lita kuorirokon kestdvyydeltdén
sopiva lajike tai vaikeassa tapauk-
sessa perunan viljelysta kyseiselld
peltolohkolla voitaisiin luopua ko-
konaan.

Minna Haapalainen tydskentelee tut-
kijana Helsingin yliopistossa ja Lea
Hiltunen erikoistutkijana Luonnon-
varakeskuksessa Oulussa.
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