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Perunan maltokaarivirus (Potato mop-top virus, PMTV) on Pohjoismaissa lagjalle levinnyt ja vaikeasti
torjuttava maalevintdinen taudinaiheuttaja. Sen levittgéna pdlolla toimii sienenkaltainen mikrobi,
Soongospora subterranea, joka aiheuttaa mukuloiden pintaan kuorirokkoa. PMTV aiheuttaa
mukul oihin kuoliota, maltokaarioireita, ja tuottaa siten laatutappioita.

PMTV tartuttaa mukuloita ja perunan juuristoa, mutta se havaitaan harvoin maanpaallisissa
osissa kuten lehdissd. Siten PMTV-tartunnan havaitseminen perunakasvustossa kasvukauden aikana
tal testaaminen idétettyjen mukuloiden versoista @ ole mahdollista samaan tapaan kuin muiden
perunanvirusten osalta. Havaintojemme mukaan PMTV kuitenkin levidd mukulasta ituihin varasto-
oloissa (5°C, pimed). Tama viittaa siihen, etté virus kykenisi sindnsa levidmaan kehittyviin versoihin,
mutta levidminen estyy vield tuntemattoman mekanismin vaikutuksesta. Tutkimuksemme tavoitteena
oli selvittaa tétd mekanismia.

Kasvatushuonekokeissa PMTV:n havaittiin leviavan infektoituneesta siemenmukulasta kaikkiin
perunan maanalaisiin osiin: juuriin, maavarsiin seka niihin muodostuviin mukuloihin. Lehdissa virusta
oli vain hyvin vaéhdisia méérig, jotka olivat niin pienig, ettd ne voitiin havaita vain testaamalla
virusgenomin (RNA) l&snaoloa kvantitatiivisen PCR-menetelmén avulla, mutta e virustestaukseen
normaalisti kaytettavan, vasta-aineisiin perustuvan ELISA-menetelmén avulla. It&vien mukuloiden
atistaminen valolle ja korkeammalle [ampdtilalle johti virusméarien vahentymiseen iduissa. Naiden
tulosten pohjalta tarkastellaan 1&hemmin virus-RNA:han kohdentuvaa hajotusta, ns. RNA-hiljennyst,
mahdollisena mekanismina, joka estda PMTV:n kerdantymista perunan yhteyttéviin osiin.
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Johdanto

Perunan maltokaarivirus (Potato mop-top virus, PMTV) on maalevintéinen virus, joka aiheuttaa
nekroottisia maltokaarioireita mukuloissa (Calvert ja Harrison 1966) (Kuva 1.). Maltokaarioireet
muistuttavat TRV:n (Tobacco rattle virus) aiheuttamia oireita. Oireiden perusteella nama perunan
mukulaa vahingoittavat virustaudit onkin vaikeaa erottaa toisistaan (Calvert ja Harrison 1966, Nielsen
jaMglgaard 1997).

Maltokaarivirus levidga perunan kuorirokkoa aiheuttavan sienenkaltaisen maamikrobin
[Spongospora subterranea (Wallr.) Lagerh.] parveiluitiGissd (Jones ja Harrison 1969, Harrison ja
Jones 1970). S subterranea muodostaa lepoitiditékin, joihin péastyddn maltokaarivirus séilyy
tartutuskykyisend niin pitk&an kuin lepoitittkin, jopa toistakymmentéd vuotta (Jones ja Harrison 1969).
Kun maltokaarivirus ja sen vektori ovat kerran levinneet pellolle, niistéa on kéyténndssd mahdotonta
péésta eroon. Ongelmaa pahentaa se, ettéd maltokaarivirukselle tysin kestavia perunalajikkeita @ ole
saatavilla (Sandgren 1995, Nielsen ja Mglgaard 1997, Sandgren et al. 2002). Eri perunalajikkeissa
oireiden méara saattaa vaihdella paljonkin (Kurppa 1989b), mutta viroottiset mululat voivat olla myds
oireettomia. Kaikki oireiden muodostukseen vaikuttavat seikat eivét ole vield selvilla Nykyaén ainoa
maltokaariviruksen torjuntakeino on terveen siemenperunan kayttd. Tarkedd on my6s estdd
kuorirokkosienen leviaminen pellolta toiselle maa-ai neksen mukana.

Maltokaarivirusta esintyy kaikissa Pohjoismaissa. Norjassa virus havaittiin ensimmaisen kerran
1960-luvulla (Bjérnstad 1969) ja Suomessa, Ruotsissa seka Tanskassa 1980-uvulla (Ryden & al.
1986, Kurppa 1989a, Nielsen ja Mglgaard 1997). Sen aiheuttama maltokaarioire on nykyaan yksi
pahi mmista laatuongel mista Pohj oismai sessa perunateol li suudessa.

Maltokaarivirus aiheuttaa harvoin oireita perunan lehdissd, vaikka sen englanninkielinen nimi
(Potato mop-top virus) juontuukin siitd, ettd perunan versot saattavat virusinfektion seurauksena
muuttua puskamaisiksi (Calvert ja Harrison 1966). Virusta ei useimmiten pystyta havaitsemaan
perunan lehdistd virustestaukseen normaalisti kaytettdvalla vasta-aineisiin perustuvalla ELISA—
menetelmalla. Havaintojemme mukaan maltokaarivirus voidaan kuitenkin havaita ELISA-testilla
pimedssa kasvaneissa perunan iduissa. Tama viittaa sihen, ettd maltokaarivirus kykenee siirtymaan
perunan kehittyviin versoihin, mutta jokin mekanismi kuitenkin estéa viruksen tehokkaan levidmisen
tal lisd8ntymisen versoissa. Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd kyseistd mekanismia. Samalla
haluttiin selvittéa puhtaan siemenperunan merkitysta perunan viljelyssa tutkimalla, mihin kasvinosiin
maltokaarivirus levida infektoituneesta emomukulasta ilman vektorinsa lasnéol oa.

Tama tutkimus on tehty osana lagjaa tutkimushanketta, jonka tarkoituksena on kartoittaa
perunan maltokaariviruksen esiintymistéd ltameren ympérysmaissa seka kehittéad maltokaariviruksen
hallintakeinoja. Tutkimushankkeeseen osallistuu yliopistoja, tutkimuslaitoksia seké kasvintarkastus-
viranomaisia kaikista [tameren ympérysmaista.

Kuva 1. Pinnallisia (vasemmanpuoleinen mukula) ja sisdisia (oikenpuoleinen mukula) maltokaarivirusoireita
perunan mukuloissa.
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Aineisto ja menetelmat

Kaikki tutkimuksessa kéytetyt mukulat saatiin Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskuksesta
Jokioisilta. Mukulat tedtattiin  ELISA—tedtilla maltokaariviruksen havaitsemiseksi ja vain
infektoituneet mukulat otettiin mukaan tutkimukseen. Koe tehtiin kolmessa osassa siten, etta kokeessa
A olivat lgjikkeet ‘“Tanu” ja "Seresta’, kokeessa B lgjikkeet "Tanu’, “Seresta’ ja "Annabelle’ (10
mukula&/lajike), ja kokeessa C lagjikkeet “Van Gogh™ (5 mukulaa), "Annabelle’ (1 mukula) ja "Seresta’
(2 mukula).

Kaikki mukulat varastoitiin pimedssa (5°C). Kokeen alussa osa mukuloista siirrettiin 1ampimaan
(16°C), mutta pidettiin yha pimedssa. Kymmenen vuorokauden pédsté osa kylméssa sdilytetyistéd ja osa
lampokésittelyn saaneista mukuloista altistettiin valolle (30 umol/s/m?). Mukuloista otettiin
itundytteitd ennen kokeen aloitusta, 10 vrk lampokasittdyn jlkeen sekd 6 h, 24 h ja 3 vrk
valokasittelyn aloittamisesta. ltundytteet otettiin siten, etta pimedssa pidetyt idut eival missdan
vaiheessa altistuneet valolle. Kaikki néaytteet jéadytettiin nestetypessa ja séilytettiin -70°C. Kokeissa A
ja B naytteeksi otettiin kokonainen itu (eri itu jokaisella naytteenottokerralla), mutta kokeessa C
kaytettiin hyvaksi itujen haaroittumista ja ndytteeksi otettiin kullakin kertaa eri idunhaara. Tall6in
pystyttiin seuraamaan viruspitoisuuksien vaihtel uita samassa idussa.

Mukulat istutettiin kasittelyiden jélkeen kasvatushuoneeseen omiin ruukkuihinsa. Kéaytetty turve
oli steriloitu kahteen kertaan. Kasvatushuoneen lampdtila oli 24°C ja valon intensiteetti oli 200
pmol/s/m? kasvin tyven tasalla.

Lehti- ja juurindytteet keréttiin yhden ja kahden kuukauden kuluttua istutuksesta.
Maavarsindytteet ja mukulat keréttiin sadonkorjuun yhteydessa (n. 3 kk istutuksesta). Lehti-, juuri- ja
maavarsindytteet jéadytettiin nestetypessa ja sdilytettiin -70°C. Mukulat séilytettiin 5°C.

Lehti- ja juurindytteistd havainnoitiin maltokaarivirusta vasta-aineisiin perustuvan ELISA —
testin avulla. Néytteet jauhettiin eristyspuskurissa (500 mM Tris-HCI pH 7.4, 2% PVP-40, 1 % PEG
6000, 140 mM NaCl, 0,05 % Tween-20) ja 100 pl tat& homogenaattia pipetoitiin kahteen kaivoon 96-
kuoppalevylle. Levyn kuopat oli esipdallystetty PMTV-kuoriproteiinia vastaan tuotetulla
monoklonaalisella vasta-aineella (PMTV Mab, SASA, Skotlanti), joka oli laimennettu (1:1000)
puskurilla (15 mM NaCOs;, 34.5 mM NaHCO; pH 9.6). Levya inkuboitiin yon yli (4°C). Levyt
pestiin 3 x 3 min PBS-T —puskurilla (137 mM NaCl, 1,5 mM KH,PO,, 8 mM NaHPOx12H,0, 2,7
mM KCI pH 7,4 ja 0,005 % Tween-20). Levylle lisdttiin alkaliinifosfataasilla konjukoitu vasta-aine
(PMTV-AP, SASA, Skotlanti) ja kahden tunnin inkubaation (37°C) jélkeen levy pestiin jalleen.
Levylle lisdttiin substraatti (0,25mg p-nitrofenyylifosfaattia / ml  substraattipuskuria (97 ml
dietanolamiinia, 900 ml H,O, pH 9.8)) ja vérin kehittymista seurattiin spektrofotometrilla (ELISA-
lukulaitteella) (Benchmark, Bio-Rad) mitaten aallonpituudella 405nm. Né&ytteet, joiden absorbanssi oli
suurempi kuin viruksettoman néytteen avulla laskettu raja-arvo (2 kertaa negatiivisten naytteiden
absorbanssien keskiarvo + keskihajonta), katsottiin positiivisiksi.

Mukulandytteet tutkittiin - immunosieppaus-kdanteiskopiointi-PCR:n  (IC-RT-PCR) avulla.
Mukulandytteet murskattiin edella kuvatussa eristyspuskurissa ja naytettd pipetoitiin 100 pl PMTV
Mab:lla (1:150 coating-puskurissa) padllystettyihin 0,5 ml PCR —putkiin. Putkia inkuboitiin 60 min
37°C ja ne pestiin kuten edell& on mainittu. Lopuksi putket pestiin vield nukleaasittomalla vedella
Putkiin  sidottu  viruksen RNA  kaénnetiin  cDNA:ksi  kdyttden 3'rev  auketta
(TGGTCTTGGATACCCTCCAAG), joka sitoutuu virussRNA:n 3’ padhan, sekd SuperScript 11
(Invitrogen) entsyymid valmistgjan ohjeiden mukaan. Ssatua cDNA:ta kaytettiin PCR reaktiossa
kayttéen kuoriproteinia tuottavalle aluedle suunniteltuja alukkeita (CP1
GGTTTGTTTACCACCCTTGG ja Rpr24 TCCCTGTCACCTTCATCTATGG) seka Phusion DNA
polymeraasia (Finnzymes) valmistgan ohjeiden mukaan. Infektoituneista mukuloista monistuu
PCR:ssi 1248 emasparin mittainen tuote. Terveistd mukuloista e monistu tuotetta.

Itundytteet, maavarsindytteet ja osa lehtindytteista tutkittiin eristémélla RNA, tuottamalla siité
cDNA ja testaamalla sitéd PCR- tai kvantitatiivista reaaliaikaista PCR—menetelmaa (gPCR) kayttaen.
Tata varten ndytteista eristettiin RNA:ta Trizol —_menetelmalla (Caldo et al. 2004). RNA kéasitdtiin
DNaasilla ja kdannettiin cDNA:ksi M-MLV transkriptioentsyymill&a (Promega) valmistajan ohjeiden
mukaan. Maavarsindytteet tutkittiin kayttden samaa PCR resktiota kuin edelld Kvantitatiivisessa
PCR:ssA (itu- ja lehtindytteet) kaytettiin alukkeita, jotka tunnistavat viruksen kuoriproteiinialueen (RT-
CP-F TTACGATCAATTCTCAGCTCAGTT, RT-CP-R CCTGGCTCAACACGCTAGTG), seka
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DyNAmMo HS SYPR Green gPCR Kittia (Finnzymes). Kvantitatiivinen PCR tehtiin ja tulokset
kasiteltiin kayttden ABI Prism 7700 Sequence detection —systeemié (Applied Biosystems).

Tulokset jatulosten tarkastelu

Viruspitoisuuden muutokset iduissa

PMTV havaittiin kaikissa testatuissa iduissa ennen lampokasitteyd Pimedssa tapahtuneen
lampokasittelyn seurauksena havaittiin viruspitoisuuden nousseen viidessa idussa. Kun idut altistettiin
valolle, nous viruspitoisuus aluksi edelleen viidessd idussa seitsemastd, mutta kaikissa iduissa yhta
lukuun ottamatta viruspitoisuus lahti laskuun, kun valokasittelya jatkettiin (3 vrk). Neljassd idussa
viruspitoisuus oli selvésti vahentynyt, mutta kahdessa idussa viruspitoisuus vaheni vain lievasti. Koko
kokeen gjan kylmassa pidetyissa iduissa havaittiin viruspitoisuuden nousevan valokésittelyn aikana.
Tama saattoi johtua valon lammittdvastd vaikutuksesta, joka lampokasittdyn tavoin nosti
viruspitoisuutta. Kylméss ja pimedssd pidetyissd iduissa havaittiin vain vadhdisida muutoksia
viruspitoisuudessa. Tulosten perustedla viruspitoisuus iduissa nousee lampétilan noustessa, mika on
aiemmin osoitettu perunan mukuloilla (Kurppa 1989b). Kun idut altistettiin valolle, akoi
viruspitoisuus kuitenkin 1&mmon ja valon yhteisvaikutuksesta laskea. Lampo ja valo ilmeisesti
aikaansaavat sen, ettd perunan itu pystyy paremmin puolustautumaan virusta vastaan.

Lehtien viruspitoisuus

Maltokaarivirus havaittiin ELISA—testin avulla vain kahdesta lehtindytteestd, jotka oli otettu
kuukauden kuluttua istutuksesta (n. 14 vrk kuluttua taimettumisesta). Kahden kuukauden kuluttua
otetuista naytteistd yhdessdkdan e havaittu PMTV:ta ELISA—testin avulla. Maltokaariviruksen
lasndolo lehdissa todettiin kuitenkin  gPCR-menetelmalld.  Namé tulokset osoittavat, etta
maltokaarivirus kykenee levidméin myds perunan lehtiin, mutta sen pitoisuus niissa pysyy erittain
matalana.

Juurten tartunta

Maltokaarivirus havaittiin kuukauden kuluttua istutuksesta monien kasvien juurissa, mutta kahden
kuukauden kuluttua vain muutamien kasvien juurissa (Taulukko 1). Vain lgikkeessa 'Van Gogh’
infektoitune den juurten mééra nousi gjan kuluessa.

Taulukko 1. Niiden maltokaariviruksen (PMTV) tartuttamien siemenmukuloiden osuus, joiden tuottamien
kasvien juuret sisdlsivat ELISA—menetemélla havaittavia PM TV -pitoisuuksia. A, B jaC ovat erillisakokeita.

1 kk istutuksesta 2 kk istutuksesta
A B C Y hteensi % A B C yhteensé %
Tanu - 7/10 - 7/10 70 0/10 | /10 - 1/20 5
Seresta - 4/10 0/1 4/11 36 0/10 | 0/10 11 21
Annabelle - 2/10 0/1 3/11 3 0/10 | 0/10 0/1 0/21 0
Van Gogh - - 0/5 0/5 0 - - 2/5 2/5 40
Y hteensi - 13/30 | 0O/7 14/37 38 0/30 | /30 317 5/67 13

Maavarret
Maltokaarivirus havaittiin ldhes kaikkien kasvien maavarsista. Vain yhden Annabelle-gjikkeen
mukulasta kasvaneen kasvin maavarsistae havaittu virusta.

Mukulat

Kaikki tutkimuksessa kaytetyt lgjikkeet tuottivat ainakin joitakin maltokaariviruksella infektoituneita
tytarmukuloita, kun siemenperuna oli viroottinen (Taulukko 2). Virus naytti kuitenkin levidvan
epdtasaisesti emomukuloista tytdrmukuloihin. Jotkin mukulat tuottivat ainoastaan infektoituneita
tytarmukuloita, kun taas toiset saattoivat tuottaa ainoastaan terveitd mukuloita. Tanu-lgjikkeen
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emomukuloista 25 % tuotti ainoastaan infektoituneita mukuloita ja 40 % ainoastaan terveita
mukuloita. Seresta-ajikkedla 5 % emomukuloista tuotti vain infektoituneita mukuloita ja 25 %
ainoastaan terveitd mukuloita. Annabelle-lgjikkeen mukuloista 10 % tuotti vain terveitd mukuloita,
kun taas toiset 10 % tuotti ainoastaan infektoituneita mukuloita Van Gogh-lgjikkeesta yksikdan
mukula ei tuottanut ainoastaan infektoituneita tytarmukuloita, ja lisdksi 80 % mukuloista tuotti vain
terveité satomukuloita. Tulokset osoittivat, ettd maltokaarivirus levidd emomukulasta tytarmukul oihin
ilman S spongospora -vektorin l&snaoloa, mutta virus e kuitenkaan valttdméatta siirry kaikkiin
tytarmukuloihin.

Taulukko 2. Viroottisten mukuloiden osuus sadosta, kun siemenmukula on maltokaariviruksen tartuttama. A, B
jaC ovat eillisakokeita.

Lajike A B C Y hteensi %

Tanu 17/30 7/30 - 24/60 40

Seresta 10/30 13/27 0/3 23/60 38

Annabelle - 15/30 0/3 15/33 45

Van Gogh - - 2/15 2/15 13
Johtopaat ok set

Maltokaarivirus levisi melko tehokkaasti siemenmukulasta tytdrmukuloihin ilman kuorirokkosienen
lasndoloa. Viroottisten tytérmukuloiden osuus vaihteli lgjikkeittain. TAma tulos korostaa entisestdan
Sitd, ettd viruksettoman siemenperunan kaytté on térked keino maltokaariviruksen levidmisen
estamiseksi.

Maltokaarivirus kertyi kokeessa kaikkiin perunakasvin maanalaisiin osiin. Virus voitiin havaita
my6s perunan lehdistd, mutta pitoisuudet olivat hyvin pienid. Perunan lehdet pystyvét ilmeisesti
puolustautumaan maltokaarivirusta vastaan tehokkaammin kuin maanalaiset osat. Tehokkaampi
puolustus saattaa sdlittya erilaisilla olosuhteilla, jotka kohdistuvat perunan eri osiin. Maanp&alliset osat
saavat valoa ja myds enemméan lampoa kuin maanalaiset osat, mika tehostaa viruspuolustusta.
Itukokeissa osoitettiin, ettd 1ampd ja valo yhdessd laskevat maltokaariviruspitoisuutta niille
atistetuissa kasvinosissas Syy ei  kasvinosien erilaiseen tehokkuuteen puolustuksessa
maltokaarivirusta vastaan saattaa olla RNA-hiljennysmekanismissa. RNA-hiljennyksen on aiemmin
osoitettu toimivan tehokkaammin |ampiméssa (Szittya et al. 2003).

Lisdtukea RNA-hiljennyksen erilaiseen tehokkuuteen kasvin eri osissa on saatu siirtogeenisella
Nicotiana benthamiana-kasvilla ja perunalla tehdyissa kokeissa (Germundsson et al. 2002). Niissi on
todettu, ettd kuoriproteinigeeniin  perustuva resistenssi toimii  maltokaarivirusta vastaan
tehokkaammin N. benthamianan lehdissd kuin juurissa. Samassa tutkimuksessa osoitettiin, etta
kuoriproteiinigeeniin -~ perustuva  resistenssi  saattaa aiheutua  RNA-hiljennyksestd,  silla
maltokaariviruksen RNA:ta havaittiin huomattavasti véhemman (tai el lainkaan) siirtogeenisen N.
benthamianan lehdissd verrattuna siirtogeenittomaan kasviin. Tutkimuksessa osoitettiin myos, ettel
siirtogeeni kyennyt vahentdmadan maltokaariviruspitoisuutta perunan mukuloissa. Téméan aiemman
tutkimuksen pohjalta voidaan gatdla, ettda RNA-hiljennys on syynd havaittuun
maltokaariviruspitoisuuden laskuun iduissa. Télta osin tutkimukset ovat vield kesken Mikéli RNA —
hiljennys osoittautuu syyksi maltokaariviruksen pienempdan kertymiseen perunan maanpaallisiin
osiin, voitaneen hiljennystéd tehostaa tietyin menetelmin myaés kasvin maanal aisissa osissa.
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