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Uudet sahkoiset palvelut

rohkeasti kiayttoon

Arvoisa lukija, tervetuloa ensim-
maisen siahkoisen Kasvinsuojelu-
lehden pariin. Haikein mielin sa-
noimme vuoden lopussa hyvastit
paperiselle  Kasvinsuojelulehdelle,
jonka julkaisu ehti jatkua 53 vuotta.
Ensimmainen harppaus sahkoisen
julkaisemisen suuntaan tapahtui jo
reilu kymmenen vuotta sitten, kun
paperisen lehden lisiksi julkaisu al-
koi 10ytya jasenistolle myos seuran
verkkosivuilta pdf-versiona.

Lehdessd on ilmestynyt
vuosikymmenten aikana valtavasti
tutkimustuloksia, uutisia ajankoh-
taisista aiheista, matka- ja seminaa-
rikertomuksia sekd kannanottoja.
Sahkoisen lehden myota artikke-
leita on jatkossa mahdollista loytaa
eri hakukoneiden kautta. Nain hyo-
dylliset Kkirjoitukset loytyvat myos
julkaisemisen jalkeen, eika tarkeaa
tietoa unohdu arkistojen katkoihin.
Olisi upeaa, jos joskus loytyisi re-
sursseja myos vanhojen lehtien digi-
toimiseen.

Toiveena on, etta Kasvinsuo-
jelulehden sahkoinen julkaisu mah-
dollistaa tulevaisuudessa Kkirjoitus-
ten entistd paremman nakyvyyden
ja tiedon valittamisen alan ihmisten
kesken. Verkossa olevia artikkeleita
voidaan jakaa esimerkiksi sosiaali-
sessa mediassa ja niihin on helppo
viitata muissa verkkojulkaisuissa.
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Toivottavasti tastd mahdollisuudes-
ta on jasenistollemme paljon hyotya
ja iloa. Nostakaa kiinnostavia uuti-
sia ja aiheita keskusteluun ja hyo-
dyntakaa rohkeasti sahkoisen leh-
den tuomia uusia ominaisuuksia!
Sahkoiset palvelut ovat tul-
leet kuluneen vuoden aikana viis-
tamatta osaksi myos Kasvinsuoje-
luseuran tapahtumia. Etayhteydella
jarjestetyt tapahtumat ovat saaneet
jasenistomme keskuudessa suu-
ren suosion. Vuoden aikana on eh-
ditty toteuttaa etdna vuosikokous,
Syyspuinti sekd Kasvinsuojelupai-
va, joista viimeisin kerasi yli 300
kuuntelijaa. Etayhteyksien avulla
on tavoitettu paljon vanhoja jasenia,
jotka ovat kidyneet aiemminkin ta-
pahtumissa. Mukaan on lisaksi 10y-
tanyt joukko uusia kavijoita, mika
on erittdin tervetullutta.
Toivottavasti pian paistii-
siin tapaamaan taas myos kasvotus-
ten, silla etayhteydet eivat kokonaan
korvaa hyvia keskusteluja ja ajatus-
ten vaihtoa. Siihen asti hyodynne-
taan kuitenkin sahkoisten palvelui-
den tuomia mahdollisuuksia eika
unohdeta niiden tuomia hyotyja
myo6skaan tulevaisuudessa.

Nelli Piekkari
Kasvinsuojelulehden toimittaja
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Erja Huusela, Luke Kasvinterveys

Uusimman tuomikirvaennusteen mukaan kotimainen tuomi-
kirvakanta on elpynyt ja tuhoriski tulevana kesdnda on paria
edellisvuotta suurempi. Vaihtelua kuoriutumiskelpoisten talvi-
munien mddarissda oli talla kertaa erittidin paljon. Kaytannossa
riski voi monin paikoin olla suurempi kuin milta keskiarvoihin
perustuvan ennusteen perusteella nayttada.

Talvimunien maira ratkaisee

Vuosittainen tuomikirvaennus-
te perustuu kirvojen talvimunien
laskentaan. Naytteenotto tehddan
edellisvuoden marras-joulukuussa
eri puolelta Suomea. Oksaniytteet
otetaan 3-5 pellon ldheisyydessa
kasvavasta tuomesta ja tuomikirvan
talvimunat lasketaan kustakin puus-
ta vahintdan 100 silmusta.

Munien talvehtiminen ja
elossasdilyvyys vaihtelevat alueit-
tain (10—45 %), mikd huomioidaan

tuloksessa. Jos kuoriutumiskelpois-
ten talvimunien maira on alle 15 kpl
/100 silmua, tuhoriski on pieni. Jos
maira on 15—40 kpl /100 silmua, tu-
hot ovat mahdollisia. Jos munia I6y-
tyy yli 40 kpl /100 silmua, tuhoriski
on suuri.

Mita enemman naytepisteita
on, sitd kattavampi ja luotettavam-
pi ennuste kirvatilanteesta saadaan.
Vuoden 2021 ennusteeseen tuo-
menoksia saatiin noin 60 paikasta.
Ennusteen kattavuus on hieman pa-
rempi kuin edellisvuosina.
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Ennuste tuomikirvojen aiheuttamasta
tuhoriskista vuonna 2021

Ei havaintoja
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Tuhot ovat mahdollisia
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Vaihtelua runsaasti, varautua
kannattaa

Talvimunalaskentojen = perusteel-
la kotimainen tuomikirvakanta on
vahvistunut ja tuhoriski ensi kesana
on edellisvuosia suurempi. Keskiar-
vojen perusteella suuren tuomikir-
variskin raja ylittyi kahdella paikka-
kunnalla ja tuhot ovat mahdollisia
noin neljasosassa naytepaikoista.

Eniten kuoriutumiskelpoi-
sia kirvan talvimunia keskim&arin
loytyi Tammelan Venesillalta (72),
Hauholta (47), Paraisilta (37), Vii-
tasaarelta (28), Mikkelista (27), Ju-
ankoskelta (26), Maaningalta (24),
Janakkalasta (23) ja Sipoosta (22).
Vain Kiimingista ja Tyrnavalta ote-
tuista naytteista kirvoja ei 16ytynyt
lainkaan.

Vaihtelua  talvimunamaa-
rissa oli tilld kertaa erittdin pal-
jon, jopa samalta paikalta otettujen
naytteiden vililla. Jos ennuste olisi
tehty kunkin naytepaikan maksi-
mairien perusteella, suuren tuomi-
kirvariskin raja olisi ylittynyt yhdek-
salla paikalla ja kartta olisi selvasti
punaisempi.

Lohkokohtainen tarkkailu
tarpeen

Tuomikirvakanta saa taydennysta
vuosittain myos kaukokulkeumana
etelaisten ja kaakkoisten ilmavir-
tausten mukana tulevista kirvoista.
Kirvamigraatioiden runsautta, saa-
pumisajankohtaa ja laskeutumis-
paikkaa on hankala ennakoida. Kos-
ka kirvamaarat voivat muutenkin
kasvaa erittain nopeasti, on kirvojen
lohkokohtainen tarkkailu alkukas-
vukaudesta tarpeen. Kirvatilanne
kasvustoissa voi muuttua akkidkin,
joten havaintoja on syyta tehda use-
ampaan otteeseen. Torjuntaan ryh-
dytaan tarkkailun perusteella vasta
torjuntakynnyksen ylityttya eli vasta
tarpeen mukaan.

Ennustekartta ja ajankoh-
taistietoa tuomikirvatilanteesta
kasvukaudella 16ytyy myos Luken
Maatalousinfo-palvelusta https://
maatalousinfo.luke.fi/. Ota kayttoon
myo0s ilmainen LukeKasKas-sovel-
lus, niin saat kasvinterveyden ajan-
kohtaistiedotteet katevasti kannyk-
kaan.

Tuomikirvoja ohran tyvellda. Kuva: Erja Huusela

Kasvinsuojelulehti 1/2021



Ennakoiva kasvinsuojelu: Hedel-
mapuunsyopaa tarkkaillaan ja
poistetaan jatkuvasti

Tuuli Haikonen & Paivi Parikka

Merellisen viiledn ilmaston merkittava omenantuotannon hait-
ta on puita tappava ja hetkentava hedelmdapuunsyopa eli leh-
tipuunkoro. Tauti on mainittu kotimaisessa kirjallisuudessa jo
sata vuotta sitten, mutta silloin silla on ollut merkitysta kor-
keintaan rannikkoalueilla. Taudin maara on nyt lisadantynyt
ilmaston ja viljelytavan muutosten myota.

Rannikkoseuduilla ja saaristossa taudille herkit lajik-
keet ovat jo poistumassa ammattiviljelystia. Ennakoiva tor-
junta, kuten oireiden tarkkaileminen ja sairaiden puiden tai
puunosien poistaminen ajoissa, ovat ainoat varmat keinot es-
tdaa epidemia. Taudille herkkien lajikkeiden viljely vaatii huo-
mattavasti tarkkailua ja taudin levintdaldhteiden poistotyota.
Joskus rajutkin poistopadtokset kasvinsuojelun kaytantonda
vaativat ammattiosaamista omenatarhan hoitgjilta.

Koro-oireet omenapuissa Neonectria ditissima, vanhalta ni-
meltddn Nectria galligena. Taudin-
aiheuttajasieni on nekrotrofi, eli se
tappaa elavda solukkoa. Kuolio-oi-
reita esiintyy lahinnd puun kuoren
alla olevassa nila- ja jilsikerrokses-
sa sekd johtosolukoissa. Rihmasto
kayttda ravinnokseen kuollutta so-
lukkoa. Kuoliolaikun reunoilla isian-
tdpuun terveen siled paksuuskasvu
umpeuttaa (kyljestdd) kuoliokohtaa.
Vuorottelu puun terveen kyljesty-
miskasvun ja taudin kuolio-oireen
vililld johtaa monivuotisten maali-
taulumaisten korojen muodostumi-
seen.

Vanhojen omenapuiden rungoissa
voi tavata isoja avo- tai maalitaulu-
koroja, joissa on sisakkaisia kehaku-
vioita. Korojen reunoilla ja tarhaan
jatetyissa leikkuujatteissa muodos-
tuu taudinaiheuttajasienen itioita,
joiden avulla tauti levida naapuri-
puihin. Pahimmillaan oireet ovat le-
vinneet tarhan kaikkiin puihin.

Tatda  hedelmapuunsyopaa
eli lehtipuunkoroa aiheuttaa kote-
losieniin kuuluva mikrosieni, jonka
suvullisen (kotelopulloja muodos-
tavan) vaiheen tieteellinen nimi on
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Koron reunoilla tartunta
etenee paikallisesti: kuori rakoilee
ja normaalisti terveen vihred nila
on sen alla muuttunut ruskeaksi.
Yleensa tillainen rosoinen kuollut
alue loytyy ainakin koron alareu-
nasta. Kuolleen kuoren raoista voi
Ioytda rykelmittdin oranssinpunai-
sia suvullisia itiorakenteita, kote-
lopulloja, tai sateiseen lampimaan
aikaan myos vaaleita, suvuttoman
Cylindrocarpon-vaiheen kuroma-
patjoja.

Ilman tai veden mukana
tapahtuvasta itididen levinnasta
kertovat oksien oireet. Koroisten
puiden oksissa on rosoisia kuoren
vauriokohtia, joita joskus ymparoi-
viat terveen puun kyljestymispak-
sunnokset. Jyrkissa oksanhangoissa
esiintyy avoimia korohaavoja. Nuo-
rissa versoissa tartunnat voivat nai-
vettda verson ilman selkedd koron-
muodostusta. Uusia runkokoroja
muodostuu, kun oksakuolio levida
runkoon asti.

Monet lehtipuut ovat taudin
isantia

Lehtipuunkoro-nimitysta kaytetaan
taudin esiintyessa yleisesti lehti-
puilla. Tarhaomenapuun alttiuden
vuoksi taudilla on suuri taloudelli-
nen merkitys, minka vuoksi ome-
nalla ja paarynalla esiintyessaan on
hedelmapuunsyopa (sv: frukttrad-
skrafta) melko vakiintunut taudin
nimitykseksi. Muita nimityksia ovat
olleet omenapuunsyopa seka verso-
Syopa.

Lehtipuunkoroa on havait-
tu lahes kaikilla lehtipuulajeilla, jo-
ten korotaudin tunnistaminen on
tarkedad myos taimitarhoilla. Kent-
tahavaintojen perusteella mm. leh-
mukset, vaahterat ja hevoskastanjat
voivat kirsia ankarista oireista ja
myos levittaa tautia eteenpain.

HEDELMAPUUNSYOVAN RISKIANALYYSI

Suomen olosuhteissa riskii lisdédvat:
«Ilmastonmuutos, pitkdan jatkuvat sateiset syksyt, lauhat talvet
«Taimet ja lisdysmateriaalit ja molempien ulkomainen alkupera

«Taudinarat viljelylajikkeet, esimerkiksi Lobo
«Vihiiset kokemukset taudin tunnistamisesta ja hoidosta uusilla alueilla
«Vaikeus mitata ennakoivan kasvinsuojelun hyotyja: tarkkailu ja poisto-
paatokset ovat kalliita
«Kapeneva kasvinsuojeluaineiden valikoima
«Ilmasto (lyhyt kasvukausi, halla- ja pakkasvauriot)
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IImastonmuutoksesta etua
muillekin korotaudinaiheutta-
jille
Kotelopullovaiheen eli Neonectria
ditissima -mikrosienen suomen-
kielinen lajinimi on pikkunappy.
Muita Neonectria-suvun Suomessa
havaittuja taudinaiheuttajia ovat N.
fuckeliana, joka aiheuttaa kuusen
mustakoroa (Uimari ym., Kasvin-
suojelulehti 4/2016) ja pihtanappy
N. neomacrospora, pihtojen koro-
taudin aiheuttaja. Pihtojen koro-
taudin loytymisesta Suomessa on
raportoitu  Kasvinsuojelulehdessa
(Uimari ym., 4/2018). Lisaksi Suo-
messa on laji.fi-tietokantaan merkit-
ty havaintoja mahdollisesta verina-
pysta (V. coccinea), jolla on pyokille
erikoistunut muoto. Naille yhteista
on nekrotrofinen elintapa.

Nectriaceae-heimosta muis-
tetaan myos yleinen punaniappy
(Nectria cinnabarina), joka on leh-
tipuiden punapahkataudin aiheut-
taja. Monet muutkin heimon lajeista
ovat tallaisia heikkoja patogeeneja
tai saprofyytteja ja esiintyvat viileil-
l1a ilmastoalueilla. Heimossa esiintyy
myos kosmopoliitteja lajeja, joista
osa aiheuttaa juuristotauteja. Myos
hedelmapuunsyovan aiheuttajaa N.
ditissimaa on havaittu perusrungon
maanalaisista osista. Kosteissa maa-
nalaisissa olosuhteissa tautioire voi
koron sijaan olla laaja tasainen kuo-
lio-laikku.

Ilmastonmuutoksen  myo-
ta pidentynyt syksy ja talven lauhat
sateiset jaksot todennikoisesti suo-
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Vanhan omenapuun tyvelld maa-

litaulumaisen avokoron alkua.

Kuva: Tuuli Hatkonen

sivat nditd puuvartisten kasvien tau-
dinaiheuttajia. Lepotilaisen kasvin
puolustus on heikko, mutta sieni-
rihmasto jatkaa lauhalla sailla kas-
vuaan.

Ennakointia ja leikkaushoitoa
omenatarhan alkuvuosina

Kun oireita tarkkaillaan ja ne poiste-
taan ennen kuin oirekohdissa muo-
dostuu iti6itd, pystytdan taudin le-
vidmista rajoittamaan ja parhaassa
tapauksessa estimain jatkotartun-
nat.

Oksien oirekohdat poiste-
taan terveeseen leikkauspintaan
asti. Suositeltavaa on poistaa oksa-
kuolion ja mahdollisen pistemaisen
johtosolukko-oireen alapuolelta
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Tyvikoro, jossa irtoilevan kaarnan
ylapuolella nédkyy tummana kuo-
lion tuore leviamisvyohyke.

Kuva: Tuuli Haikonen

noin 15 cm tervetta puuta. Leikkuu-
jate ja poistetut puut on vietava pois
tarhasta, sillda maahan jatettyna var-
sinkin isommat korot voivat tuottaa
itioita jopa kahden vuoden ajan.

Tarkkailun resursseja kan-
nattaa kohdistaa nuoriin puihin.
Tartunnat kehittyvit nuorissa puis-
sa nopeasti vakaviksi oireiksi. Ul-
komaisia satotaimia kayttavilla ti-
heéaviljelmilld suositus on, ettd jos
1-3 vuoden sisilla istutuksessa ha-
vaitaan syopaoire, koko puu poiste-
taan.

Tarhassa, jossa syopaa esiin-
tyy, on paikkaistutuksia vaikea saa-
da onnistumaan. Paikkaistutuksiin
10

on valittava kestdvid lajikkeita ja
taudin leviamislahteet on poistetta-
va naapuripuista. Nuoria puita on
tarkkailtava ahkerasti, jotta oire-
kohdat ehditdan poistaa ennen kuo-
lion levidmista runkoon. Kemiallista
kasvinsuojelua kannattaa kayttaa
estdmidan uusia tartuntoja. Runsas
typpilannoitus altistaa taudille, jo-
ten lannoituksessa on oltava maltil-
linen.

Oireista jatkotartuntoihin

Oiretarkkailulle merkittava haaste
on, ettd tartunnan kehittymisesta
nakyviksi oireeksi kuluu kuukau-
sia, jopa vuosia. Oireiden puhkea-
misen nopeus riippuu sdaoloista
ja lajikkeesta. Uusissa oirekohdis-
sa itionmuodostus ei ala heti, vaan
itiotuotannon alkuun vaikuttavat ai-
nakin oirekohdan kosteusolot ja sda.
Vanhat oirekohdat siilyvit vuosia ja

Edellisen syksyn tartunta on
puhjennut oireeksi lyhytversossa.
Kuva: Tuuli Haikonen
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Pistemdinen kuolio-oire lyhytve '
Kuva: Tuuli Haikonen

jatkavat itididen tuottoa, jos sairaita
puita tai niiden osia ei poisteta. Kuo-
lio leviaa kilpaa kasvin kasvun kans-
sa ja ndivettaa puuta.

Yleensd suuret kuoliot tai
korot tuottavat runsaammin itioita
kuin pienet oireet. Varsinkin pit-
kdan kosteina pysyvit kohdat, ku-
ten tyvien ja oksanhankojen oireet,
tuottavat itioita pitkdan ja runsaasti.

Jos tautia ei saada poistet-
tua, jatkotartuntoja seuraa vuo-
sittain. Jatkotartunnat tapahtuvat
haavapintojen kautta. Haavat voi-
vat olla ympériston aiheuttamia:
leikkaushaavat, purenta- tai imen-
tdkohdat seka pakkasvauriot. Myos
kasvin omat kasvun ja kehityksen
prosessit vaativat paranemisaikaa:
silmusuomujen, terédlehtien, raaki-
leiden, hedelmien tai lehtien vari-
seminen, kasvuhalkeamat ja jyrkan
oksakulman rasitusmurtumat. Run-
saslukuisuudessaan lehtiarvet ovat
merkittavin tartuntareitti.
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Paikkatieto ja tarkkailun koh-
dennus

Kartan tai koordinaattitiedon hyo-
dyntdminen hedelmitarhan tervey-
den tarkkailussa olisi hyodyllista.
Yksittaisessa oireilevassa puussa voi
olla useita tartuntoja, jotka puhkea-
vat oireiksi eri aikoihin. Oireet esiin-
tyvat ryppaina, silla lyhyen matkan
levinta naapuripuihin on yleista.
Kun tartuntapesdkkeen kerran on
loytanyt, sen tarkkailu on resurssi-
tehokasta.

Tarkkailua ja sairaiden ok-
sien poistoa voidaan tehda kaikkina
vuodenaikoina.  Talvileikkauksen
yhteydessa koro-oireet on helpoin-
ta loytaa ja ne onkin parasta poistaa
tarhasta ensimmaisina.

Syksylla omenan kanta- tai
lehtiarpiin tulleet tartunnat ovat tal-
vella viela pienia tai piilevia. Kevaal-
14 ja kesilla on tarpeen tehda toinen
ja mahdollisesti kolmaskin kierros,
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jotta uudet oirekohdat eivat ehdi
tuottaa itiGitd ja aiheuttaa jatkotar-
tuntoja syksylla.

Kestavilla lajikkeilla oire-
kohdat voivat kasvukaudella um-
peutua, silli kyljestyminen sulkee
sairasta solukkoa ilmattomaan ti-
laan ja kasvin puolustus estda sie-
nirihmaston levidmistd. Sairaan
osan poistaminen koron reunoilta
stimuloi kalluksen muodostumista
javoi auttaa puuta toipumaan. Vuo-
lemista voisi parhaiten tehda kuivan
sddjakson aikana alkukesalla, jolloin
kasvu on voimakasta. Puu ei ehka
taysin toivu, mutta koron itionmuo-
dostus loppuu joksikin aikaa.

Tuuli Haikonen on tutkija Puutar-
hateknologiat- ryhmdssa

( tuuli.haikonen@luke.fi) ja Paivi
Parikka ulkopuolinen tutkija Kas-
vinterveys-ryhmdssd Luonnonva-
rakeskuksessa.

Hedelmdpuunsyovdn hallintatietoa
on koottu eri hankkeiden yhteydes-
sda: TUTKA (MMM-Makera), Ome-
nasyopd (Suomen Kulttuurirahas-
to), CankerFight (Research Council
of Norway), omenan ja mansikan
estjalostushankkeet (NordGen).
Pohjoismainen metsd- ja puutar-
ha-alan tutkija- ja toimijaverkos-
to “Puiden Neonectria-korotaudit”
toimi SNS/NKJ:n rahoituksella
vuosina 2017-2019.
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Multiplex-RT-PCR apuna kasvivirusten
laaja-alaisessa tunnistamisessa

Jaana Jukkala

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.

Kasvinsuojelulehti 1/2021



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:
viinik6ynnoksen 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.
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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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Pro gradu -tutkielma on palkittu
vuonna 2020 Kasvinsuojeluseuran
stipendilld. Kirjoittaja on maata-
lous- ja metsdtieteiden maisteri ja
agronomi. Kirjoittaja tyoskentelee
Verdera Oy:ssd.

Lisatietoa aiheesta:

Pro gradu -tutkielma on luettavissa
osoitteessa:  http://urn.fi/URN:N-
BN:fi:hulib-201903051419

Santala J., Jukkala J., Tuomola
J., Valkonen J.P.T. First Report of
Tobacco rattle virus Infecting Ly-
simachia nummularia in Finland.
Plant disease 104 (2): 604—604

Ruokavirasto 2019. Paprikan lieva
laikkavirus todettu Suomessa ensim-
maisen kerran. https://www.ruoka-
virasto.fi/viljelijat/kasvintuotanto/
kasvinterveys/ajankohtaista-kas-
vinterveydesta/paprikan-lieva-laik-
kavirus-todettu-suomessa-ensim-
maisen-kerran/
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Uusilla peittausvalmisteilla

hyva suoja siemenlevinteisia
kasvitauteja vastaan

Kalle Ohralahti

Luonnonvarakeskus tutkii markkinoilla olevien kasvinsuojelu-
valmisteiden tehoa Suomessa yleisimpiin kasvitauteihin julki-
sissa neuvonnallisissa kokeissa. Viime kesdnda toteutettiin myos
koe viljojen tyvitautien ja muiden siemenlevintdaisten lehtilaik-
kutautien torjumiseksi peittauksen avulla. Ohran peittausko-
keessa saatiin hyvia tehoja ja sadonlisia.

Jokioisilla toteutettiin kesilld 2020 ohran
peittauskoe, jossa torjuttiin ruskeatyvea
(Fusarium spp.) ja verkkolaikkua (Py-
renophora teres). Peittauskoe kylvettiin
ruutukylvokoneella 27.5.2020 ja maan
lampotila oli silloin 13,5 °C. Kokeen oh-
ralajike oli Barke ja siemenessi oli malja-
testauksen perusteella paljon ruskeatyvea
ja melko paljon ohran tyvi- ja lehtilaikkua
sekd verkkolaikkua. Siemenen itavyys oli
73 %.

Kokeen peittauskasittelyt, peittausmaarat ja valmisteiden tehoaineet:

1. Kasittelematon kontrolli

2. Redigo Pro 67 ml/100 kg (Protiokonatsoli 150 g/l ja Tebukonatsoli 20 g/l

3. Celest Trio 200 ml/100 kg (Fludioksoniili 25 gfl, Difenokonatsoli 25 g/l ja Tebukonatsoli 10 g/l)

4. Kinto Plus 150 ml/100 kg (Fiuksapyroksadi 33,3 g, Tritikonatsoli 33,3 g/l ja Fludioksoniili 33,3 g/l)
5. Bariton Super 100 ml/100 kg (Fludioksonili 37,5 g/l, Protiokonatsoli 50 g/l ja Tebukonatsoli 10 g/l
6. Seedron 100 ml/100 kg (Tebukonatsoli 10 g/l ja Fludioksoniili 50 g/l)

7. Vibrance Star 200 ml/100 kg (Sedaksaani 25 g/l, Fludioksoniili 25 g/l ja Tritikonatsoli 20 g/l)
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Orastuminen oli tasaista, mutta koe
kiarsi hieman kuivuudesta kylvon
jalkeen ja kasvit kehittyivat hitaas-
ti. Oraat laskettiin 2-3 -lehtiasteella.
Kasittelemattomassa  kontrollissa
oli 366 orasta /m2 ja muilla kasitte-
lyilla maara oli samaa tasoa, mutta
Kinto Plus ja Vibrance Star -kasitte-
lyissd oraiden maara oli 393 ja 401
kpl /m2. Ero ei ollut kuitenkaan ti-
lastollisesti merkitseva.

Oraiden laskun yhteydessa
laskettiin my0s siemenlevintidisen
verkkolaikun maira. Kasittelemat-
tomassa kontrollissa verkkolaikkua
oli oraissa noin 12 kpl/m2 ja kaikki
kasittelyt vahensiviat merkitsevas-
ti verkkolaikun mairaa. Kinto Plus
kasittelyssa verkkolaikkuisia kasve-
jaolialle 1 /m2, muissa kasittelyissa
2-6 kpl /m2.

Tyvitaudit havainnoitiin kasveis-
ta korrenkasvun alussa, kun oireet
olivat selvdasti nidhtavissa. Kuiva
lammin jakso oli tyvitautien kehi-
tykselle otollinen. Kasvit kaivettiin
juurineen maasta, pestiin ja jaotel-
tiin terveisiin kasveihin ja tyvitau-
tien oireiden perusteella neljaan eri
tautiluokkaan.

Kasittelemattomassa  kont-
rollissa tyvitautien oireet olivat va-
kavampia ja tyvet saattoivat olla
kauttaaltaan tummia. ja kasvien
kasvu jo karsiméssa. Eri kisittelyis-
sd kasvit olivat paddosin terveita tai
oireet olivat hyvin lievia, joten niilla
ei ollut vaikutusta kasvien kasvuun.
Tyvia maljattiin ja tyvitautien ai-
heuttaja oli yleisimmin ruskeatyvi,
mutta jonkun verran oli myos tyvi-
ja lehtilaikkua. Kaikki Kkasittelyt
erosivat merkitsevisti kasittelemat-
tomasta kontrollista, mutta késitte-
lyjen vilill4 ei ollut isoja eroja.

srnans o | :
: b
: be
Celest Trio 200 mLiA00 kg _2.a
[
Kinto Plus 150 mLM00 kg -D.B
) be
Bariton Supsr 100 mL100 kg _2.2
be
be
Vibrance Star 200 mLH00 kg- _3.1
0.0 5.0 10.0 15.0

Verkkolaikun mdcdrd oraissa /m2. Kirjaimet lopussa kertovat tilastollisen
merkitsevyyden: eri kirjaimet poikkeavat tilastollisesti toisistaan.
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Kasitelomitin kontrodli
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Ruskeatyven tauti-indeksi, joka kertoo tyvitautioireiden vakavuudesta

kasveissa.

Muita fungisidikasittelyja kokeessa
ei tehty. Koe puitiin 12.9. ja satotaso
oli kasvukauden olosuhteista huoli-
matta melko hyva. Kaikki kasittelyt
lisasivat satoa 8— 21 %. Celest Trion
ja Kinto Plussan 800— 940 kg/ha
sadonlisit erosivat merkitsevasti ka-
sittelemattomasta, mutta eri kasit-
telyjen valilla ei tassa kokeessa ollut
merkitsevid eroja. Kasittelyt nosti-
vat hieman tuhannen jyvan painoa,
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mutta erot eivit olleet merkitsevia.
Selvat sadonlisiat kertovat silti, etta
terve kylvosiemen ja siemenen peit-
taus ovat tiarked osa kasvinsuojelus-
sa yhdistettynd muihin kasvinsuo-
jelutoimiin. Viime kesdna esiintyi
my6s muuten paljon siemenlevin-
teisia tauteja, kuten kauran avono-
kea, johon peittauksella oli myos
hyva teho.

Tyvitautien oireet oli-
vat voimakkaita kd-
sittelemdttomissd ruu-
duissa.

Kuva: Kalle Ohralahti

Kasvinsuojelulehti 1/2021



i oneos | :
¥ ab
e =
et 010 ocron o -
o T
o ab
st sapr 60 o o

ab
o 2000 4000 68000

Ohran sato kg/ha. Peittauksella saatu sadonlisdys eri kdasittelyilld oli
8-21%.

Neuvonnallista peittauskoetta ja
myo0s viljojen ruiskutuskokeita jat-
ketaan tulevana kesdna Luken ja
Nylands Svenska Lantbrukssills-
kapin koepaikoilla. Kahden vuoden
jalkeen tiedetddn taas enemman
peittauksen tehosta tauteja vastaan
ja vaikutuksesta satoon.

Kalle Ohralahti, erityisasiantuntija
Luke Kasvinterveys
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