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Tiivistelma

Suomessa noudatetaan Maa- ja metsatalousministerion vuonna 2006 antamaa asetusta
varmennetusta taimituotannosta, jonka mukaan kasvien tulee olla puhtaita taudinaiheuttajista.
MTT Laukaa on vastuussa ydinkasvien yllapidosta ja valiotaimien asetuksen mukaisesta tuotannosta.

MTT Laukaaseen oli toimitettu vuonna 2007 Varsinais-Suomen maaseutuoppilaitoksen alueelta
Tuorlasta nelja eri virolaista luumulajiketta. Lajikkeet olivat ’Ave’, 'Liisu’, "Mari’ ja "Renklod
Haritonovoi’. Lajike ’Liisu’ kuitenkin kuoli mikrolisdyksessa Laukaassa melko pian. Muut lajikkeet
antoivat vuonna 2008 DAS ELISA -testauksissa positiivisia tuloksia omenan kloroottiselle
lehtilaikkuvirukselle (ACLSV). Luumulajikkeita ei siksi voinut ottaa tuotantoon.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli testata ACLSV:ta seka MTT Laukaan kasveista etta Tuorlan
alkuperdisistd luumupuista. Testausmenetelmind kaytettiin DAS ELISA- ja PCR-menetelmia seka
mehutestausta. Eri menetelmien luotettavuutta vertailtiin.

Osa sekd MTT Laukaan ettd Tuorlan luumuista antoivat positiivisia tuloksia DAS ELISA- ja PCR-
menetelmilld, mutta ei mehutestauksella. Tutkimustuloksissa todettiin vaihteluita eri menetelmien
valilla. Erityisesti mehutestauksen huono luotettavuus nousi esille.

Todettiin ettd ainakin mehutestaus- ja joissakin tapauksissa myds DAS ELISA -tulokset tulisi
varmistaa herkemmalld menetelmalla (PCR). Itse asiassa mehutestauksen mielekkyys kasvien
testausmuotona kyseenalaistettiin.
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Abstract

In Finland certified plant production follows the statute given by the Finnish Ministry of Agriculture
and Forestry in 2006. MTT Plant Production Research at Laukaa is responsible for nuclear plant
maintenance and elite plant production of certified production. According to the statute plants have
to be free from certain plant pathogens.

In 2007 four Estonian plum cultivars ‘Ave’, ‘Liisu’, ‘Mari’ and ‘Renklod Haritonovoi’ were sent to MTT
Laukaa from the Countryside College of Southwest Finland Tuorla. However the cultivar ‘Liisu’ died
in the very early stage of micropropagation at MTT Laukaa. The other plum cultivars gave positive
results for apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) by the DAS-ELISA method in 2008. Because of this
the cultivars could not be taken to the certified production.

The purpose of the Bachelor’s Thesis was to test ACLSV from the Estonian plum samples taken from
MTT Laukaa and from the mother trees in Tuorla. Virus testing methods were DAS-ELISA, PCR and
the sap inoculation test. The reliability of different methods was compared.

Some of the studied samples gave positive results of ACLSV by DAS-ELISA and PCR, but not by the
sap inoculation test. The results of the present study indicate that there exists variation between
the testing methods. Especially the unreliability of the sap inoculation test came up.

The sap inoculation results, likewise in some cases the DAS-ELISA results should be confirmed by the
more sensitive method (PCR). In addition the usability of the sap inoculation in overall as a testing
method of ACLSV was questioned.
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KASITTEET

Evira Elintarviketurvallisuusvirasto

Lisdyslinja Yhdesta kasvupistesolukosta lisatty kasviaineisto.
Lampokasittely Kokonaisten kasvien tai kasvinosien kasittely korkeassa

[ampdtilassa useita viikkoja tavoitteena kasvivirusten tai
-bakteerien poistaminen.

Meristeemiviljely Kasvien suvutonta lisdysta solukkoviljelyn avulla. Viljely
aloitetaan erittdin pienesta karkikasvusolukon osasta,

joka sisaltaa yksi tai kaksi lehtiaihetta.

Mikrolisays Kasvien aseptista lisadmista solukkoviljelymenetelmien
avulla.
Mikroviljelma Lasi- tai muovipurkissa keinotekoisella ravintoalustalla

steriilisti kasvatettu kasviaineisto.
Valiotaimi Taimi, joka on yleensa lisatty kasvullisesti ydinkasvista.
Varmennettu lisdys- ja taimiaineisto
Eviran valvonnassa Suomessa tuotettu lisdys- ja
taimiaineisto, jonka kasvinterveys tayttaa Maa- ja
metsatalousministerion asetuksessa 6/09 maaratyt
vaatimukset. Tuotettu, yllapidetty ja varastoitu asetuksen
mukaisesti ja perdisin tunnetusta lajista, lajikkeesta tai

kannasta.



Ydinkasvi Tutkittu ja tarvittaessa puhdistettu, Eviran hyvaksyma ja
varmennetun taimiaineiston ydinkasviluetteloon
merkitsema perinnéllisesti tunnistetusta lajikkeesta tai
kannasta peraisin oleva kasvi, jonka aitous on varmistettu
lajille, lajikkeelle tai kannalle tyypilliseksi.

Ymppays Varttaminen, puuvartisten kasvien lisdysmenetelma, jossa

talvenkestavaan perusrunkoon liitetdan satoa tuottava eri

kasvikantaa oleva varteosa.



1 OPINNAYTETYON TAUSTA JA TAVOITTEET

1.1 MTT

Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus eli MTT on maa- ja metsatalousminis-
terion alaisuudessa toimiva maatalous- ja elintarviketutkimusta sekd maatalouden
ymparistontutkimusta tekeva laitos. MTT:ssa tyoskentelee noin 850 henkiloa 14
toimipaikalla eri puolilla Suomea. Paatoimipaikkana toimii Jokioinen. (Innovaatioita
uusiutuvista luonnonvaroista 2009.) Tutkimusaloja ovat biotekniikka- ja
elintarviketutkimus, kotieldintuotannon tutkimus, kasvintuotannon tutkimus,
taloustutkimus, teknologiatutkimus ja ymparistotutkimus (Osaaminen kuudessa
tutkimusalassa. 2009). MTT:n tavoite on "edistaa kuluttajien hyvinvointia, maa- ja
elintarviketalouden kilpailukykya, luonnonvarojen kestavaa kayttoa, tuotanto- ja
elinympariston laatua sekd maaseudun elinvoimaisuutta” (MTT:n strategia vuoteen

2015. 2009).

Laukaan toimipaikan tutkimusalue on puutarhatuotanto ja se kuuluu MTT:n
kasvituotannon tutkimusyksikk66n. Laukaa vastaa Suomen varmennetun
taimituotannon menetelmakehityksesta, varmennetun taimituotannon
ydinkasviaineiston puhdistuksesta, ydinkasvipankista seka taimien
tuotantomenetelmista ja puutarhakasvien geenivarojen kryosailytyksesta (MTT Lau-

kaa. 2009).

1.2 Varmennettu taimituotanto

Varmennettu lisdys- ja taimiaineisto on Eviran valvonnassa Suomessa tuotettu lisays-
ja taimiaineisto, jonka kasvinterveys tayttdda maa- ja metsatalousministerion
asetuksessa 9/06 maaratyt vaatimukset. Se on tuotettu, yllapidetty ja varastoitu
asetusten mukaisesti sekd peraisin tunnetusta lajista, lajikkeesta tai kannasta.
Varmennetun lisdys- ja taimiaineiston laatuluokkia ovat ydinkasvit, valiotaimet,

varmennetut kdyttotaimet ja testatut kayttotaimet. Ydinkasvit ovat tuotantoketjun



aloittava ensimmainen tuotantoporras ja niiden tulee olla vapaita maaratyista
kasvintuhoojista. Maa- ja metsatalousministerion asetuksen tarkoituksena on taata
korkealaatuinen ja Suomen ilmastoon sopivan lisdys- ja taimiaineiston saatavuus ja
yllapito. Asetus koskee hedelma- ja marjakasvien seka kaksi- ja monivuotisten
koristekasvien varmennetun lisdys- ja taimiaineiston tuotannon jarjestamista ja

laadunvarmistusta. (A 9/06.)

2.3 Opinnaytetyon tavoite

Vuonna 2008 MTT Laukaassa tutkittiin omenan kloroottisen lehtilaikkuviruksen
(Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV) esiintymista virolaisissa luumulajikkeissa
(Prunus domestia L.) 'Ave’, 'Mari’ ja 'Renklod Haritonovoi’. Testaus tehtiin
varmennetun taimituotannon ydinkasviehdokasaineistolle DAS ELISA (coctail)
-menetelmalla. Testin tulosten perusteella ydinkasviehdokasaineistossa saattoi
esiintya ACLSV:ta. Varmennetussa taimituotannossa ei kuitenkaan sallita virusten
esiintymista (A 9/06). Virolaiset luumulajikkeet on tuotu Laukaaseen Varsinais-

Suomen maaseutuoppilaitoksen maa-alueilta Tuorlasta.

Opinnadytetyon tavoitteena oli selvittaa tarkemmin ACLSV:n esiintymista virolaisissa
luumuissa. Tutkittavat luumulajikkeet olivat ’Ave’, ’Liisu’, ‘Mari’ ja 'Renklod
Haritonovoi’. ACLSV:ta ei ole koskaan aiemmin Suomessa todettu Prunus-suvun
kasveilla. Tutkittavia naytteita oli seka MTT Laukaan kasvihuoneelta etta Varsinais-
Suomen maaseutuoppilaitoksen alueelta Tuorlasta, jossa alkuperaiset kasvit
kasvavat. Alkuperaisten kasvien mahdollisilla virusloydoksilla arvioitiin MTT
Laukaassa saatujen positiivisten ACLSV -testaustulosten paikkansapitavyytta.
Tarkoituksena oli myds verrata vuoden 2008 ELISA-tuloksia vuoden 2009 tuloksiin ja

tarkastella eri testien toimivuutta.



2 TUTKITUT LUUMULAIJIKKEET

Sanalla luumu tarkoitetaan joukkoa Prunus-suvun lajeja ja lajiristeymia seka niista
kehitettyja viljelylajikkeita. Puutarhaviljelyn kannalta merkityksellisia lajeja niista on
tosin vain muutamia. Prunus domestica eli euroopanluumu on yksi tarkeimmista
lajeista. Lajin Prunus domestica epaillaan saaneen alkunsa Aasian lansiosista. Siita
kehitetyt lajikkeet ovat tarkeimpia ja laajimmin viljeltyja eri puolilla maailmaa.

(Hiirsalmi 1980, 1196.)

Suomessa on noin 15 vuoden ajan kasvatettu virolaisia luumulajikkeita muutamalla
paikkakunnalla (Saario 2005, 13). Yksi paikkakunnista on Tuorla, josta taman

tutkimuksen luumulajikkeet ovat alun perin tulleet.

Tutkitut virolaiset luumulajikkeet ‘Mari’, ‘Ave’, 'Liisu’ ja ‘Renklod Haritonovoi’ oli
toimitettu kevaalla 2007 Tuorlasta Laukaaseen. Tuodut lajikkeet mikrolisattiin, koska
kasvien meristeemiviljely on yleisesti kdytetty menetelma terveiden kasvien tuotta-
misessa. Tavoitteena oli ottaa lajikkeet kaupalliseen emokasvilisdykseen

varmennetun taimituotantojarjestelman kautta.

Lisayksen alkuvaiheessa lajikkeen ’Liisu’ mikroviljelmat kuolivat tuntemattomasta
syysta, eika lajikkeen lisdysta nahty tarpeelliseksi aloittaa uudestaan. Tasta syysta
Laukaassa testattavia kasveja oli vain kolme lajiketta. MTT Laukaan mikroviljelmat
lajikkeista ‘Mari’, 'Ave’ ja ‘Renklod Haritonovoi’ lampokasiteltiin syksylla 2007
tavoitteena poistaa mahdolliset kasvitaudit. Lampokasittelyssa mikroviljelmia
pidettiin normaalia kasvatuslampotilaa korkeammassa lampétilassa, +35 °C:ssa 23

vuorokautta.

Lampokasitelty kasviaineisto siirrettiin kasvihuonekasvatukseen, ja toukokuussa 2008
niista otettiin ELISA-testauksia varten lehtindytteet, jotka pakastettiin (-18 °C).
Elokuussa 2008 naytteista tehtiin ACLSV-testaus DAS ELISA (coctail) -testilla (vasta-
ainevalmistaja Loewe Biochemica GmbH, Saksa). Testi antoi kohonneet arvot kaikille

kolmelle lajikkeelle ja niiden kolmelle eri lisdyslinjalle. Arvot tulkittiin positiivisiksi. Tu-



lokset on taulukossa 1. Kasviaineistoa ei pystytty ottamaan mukaan varmennettuun

kasvintuotantoon, koska niissa oli ACLSV:ta.

TAULUKKO 1. Vuoden 2008 MTT Laukaan ELISA-testaustulokset

Lajike Lisdyslinja | Naytetyyppi ka
'Ave’ 7-1983 | lehti 0.092
'Ave’ 7-1984 | lehti 0.072
'Ave’ 7-1986 | lehti 0.085
"Mari’ 7-2003 lehti 0.027
"Mari’ 7-2004 | lehti 0.018
"Mari’ 7-2019 | lehti 0.040
'Renklod Haritonovoi’ 7-2025 | lehti 0.059
’Renklod Haritonovoi’ 7-2042 | lehti 0.029
’Renklod Haritonovoi’ 7-2050 | lehti 0.032
negatiivinenkontrolli ‘"Kuokkala’ lehti 0.007

3*092
positiivinenkontrolli

2*994

3 OMENAN KLOROOTTINEN LEHTILAIKKUVIRUS (ACLSV)

Kasvivirukset on tavallisesti nimetty niille tyypillisen isantdkasvin ja siina aiheutuvien
oireiden mukaan (Valkonen, Bremer & Tapio 2005, 52). Omenan kloroottisen
lehtilaikkuviruksen tyypillinen isdntd on omena (Malus domestica L.), jonka lehtiin se
aiheuttaa laikkuja. Virusten nimet ovat moniosaisia, joten niistd kaytetaan
kansainvalisia lyhenteita (Valkonen ym. 2005, 53). Tassa tapauksessa lyhenne on

ACLSV (apple chlorotic leaf spot virus).



3.1 Rakenne

Omenan kloroottinen lehtilaikkuvirus kuuluu klosteroviruksiin ja niiden alaryhmaan A
johtuen sen partikkelin pituudesta. Alaryhmassa A ei tunneta luonnollista leviamista.
Partikkelit ovat pitkdnomaisia, kooltaan 720 X 12 nm. Partikkeli sisdltaa yhden RNA-
molekyylin, jonka molekyylimassa on 2,5 X 10°. Viruksen kuoriproteiini koostuu
vhdesta polypeptidistd, joka on molekyylimassaltaan noin 23500. Puhdistettu ACLSV
on kohtalaisen immunogeeninen, mutta immunogeenisuus riippuu juosteesta.

(Smith, Dunez, Phillips, Lelliott & Archer 1988, 5). Kuviossa 1 on kuvattuna ACLSV.
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KUVIO 1. Omenan kloroottinen lehtilaikkuvirus. Musta pylvas kuvaa mittakaavaa 100

nm. (Yoshikawa 2001)

3.2 Esiintyminen ja levidminen

Omenan kloroottisella lehtilaikkuviruksella, kuten muillakaan kasviviruksilla, ei ole

itsendistd elamaa solun ulkopuolella (Valkonen ym. 2005, 52). ACLSV on hyvin
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yleinen kasvien virustauti (Bremer 1985, 21). ACLSV:ta on havaittu ympari maailman
eli niista paikoista, missa kasvaa omenoita. (Brunt ym. 1996, 100). Isdntdkasveina
virukselle voivat toimia jotkut pohjushedelmat ja kivihedelmat, kuten omena,
paaryna, kirsikka ja luumu. Kaikki Rosaceae-suvun hedelmapuut ja luultavasti myos
suuri osa koristepuista voivat saada luonnollisen tartunnan. Virus pysytaan myos
siirtdamaan keinotekoisesti muutamiin ruohomaisiin isantakasveihin. (Smith ym. 1988,

5.)

ACLSV leviaa kasvista toiseen ymppayksen eli varttamisen yhteydessa. Luonnollisia
levidamistapoja ei ole voitu todistaa, vaikkakin on raportoitu tapauksesta, jossa
sukkulamato levitti virusta kasvista toiseen. Myds on ollut havaintoja tapauksista,
jossa puiden juuret olisivat itsestdan varttuneet toisiinsa tai lehdet ovat hanganneet
puuta synnyttden mekaanisia vaurioita, josta virus olisi padssyt siirtymaan. Nama
tapaukset vaatisivat kuitenkin lisaa tutkintaa. (Németh 1986, 201.) Viruksen

levidminen siemenen kautta voi olla mahdollista aprikoosilla (Smith ym. 1988, 6).

Virusta on luultavasti I0ydettavissa isantdkasvin kaikista osista, juurista aina

terdlehtiin asti (Brunt ym. 1996, 102).

3.3 Oireet

ACLSV esiintyy monissa lajikkeissa yleensa piilevana, mutta aiheuttaa lievaa kasvun
heikentymista ja sadon alenemista. Useissa Malus-lajeissa eli omenissa virus
aiheuttaa kellertavia laikkuja ja nauhamaisia kuvioita lehtiin. (Bremer 1985, 21.)
Prunus domestica -lajeissa ACLSV aiheuttaa bark split- ja pseudopox-tauteja (Brunt,

Crabtree, Gibbs, Watson & Dallwitz 1996. 100).

Luumun bark split -taudin oireita rungossa ja oksissa ovat aluksi punaruskeat laikut,
joista myohemmin muodostuu kuoppia ja edelleen isoja halkeamia. Puun kuori
yleensd halkeaa sisukseen asti. Puissa, joissa virus ei aiheuta kuoren halkeilua,

esiintyy uurteita rungossa seka sen kiertymista. Tauti aiheuttaa myds kasvuhairioita.
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Puu saattaa olla jopa kolme kertaa normaalia pienempi. Sen lehvastd on harva ja
lehdet normaalia pienemmat ja ne putoavat syksylla tavallista varhaisemmin.

(Németh 1986,451).

Luumun pseudopox-tauti aiheuttaa uurteita ja epamuodostumia hedelmissa,
erityisesti sinertavissa lajikkeissa (Smith ym. 1988, 5). Kuviossa 2 on pseudopox-

tartunnan saaneen luumupuun hedelmia.

Hedelmien ennen aikaista putoamista ei kuitenkaan esiinny, mika erottaa taudin

plum pox -viruksesta (Smith ym. 1988, 5).

KUVIO 2. Pseudopox-viruksesta karsivan luumupuun hedelmia (Huss 2001)

4 ACLSV:n TESTAUSMENETELMAT

4.1 Mehutestaus

Mehutestauksessa testattavan kasvin mehua siirrostetaan testikasvin lehdelle.
Testikasvin lehden pinta on kevyesti rikottu hiomajauheella, jolloin tutkittava virus
pddsee siirtymaan kasviin. (Lemmetty 1990, 23.) Testikasvi on valittava niin, etta
virus ilmenee siind mahdollisimman hyvin, se on helppo kasvattaa ja silld on
tarpeeksi lehtipintaa. Yleisimmin kaytettyja testikasveja ovat savikkoihin kuuluva
kinua (Chenopodium quinoa), Chenopodium amaranticolor ja tupakka. (Hollings 1956,

57.) Testattavasta kasvista otettu nadyte sekoitetaan naytepuskuriin, joista yleisimpia
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ovat 2 %:n nikotiiniliuos ja 0,05 M:n fosfaattiliuos. Testikasvia kasvatetaan muutama
viikko, jona aikana virus aiheuttaa ensimmaisia oireita kasvissa. Testikasveja
seurataan kasvatuksen aikana viikoittain ja havainnoidaan syntyvia oireita.
Vertailukohtana kdytetdadn testikasvia, jonka lehdille on sivelty vain puskuria ilman

kasvinaytetta. (Lemmetty 1990, 23.)

4.2 DAS ELISA -menetelma

ACLS-virusta ei voi testata perinteisella ELISA-menetelmall3, luultavasti siksi etta
virus on epavakaa kaytettdessa suolaliuoksia. Siksi tdssa tapauksessa tulee kayttaa

DAS-ELISA-menetelmaa. (Flegg & Clark 1979, 61).

DAS ELISA -menetelmdssa (double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent
assay) mikrotiitterilevyn koloihin laitettaan tietylle virukselle spesifista vasta-ainetta.
Naytteissa mahdollisesti oleva tutkittava virus kiinnittyy vasta-aineeseen. Muut
mahdolliset virukset ja aineet huuhtoutuvat pesussa pois. Naytteen jalkeen lisattava
konjugaatti, jossa on viruksen vasta-ainetta ja entsyymina alkaalinen fosfataasi (AP),
kiinnittyy virukseen. Talléin muodostuu nimensa mukaisesti “voileipa”, jossa kahden
vasta-aineen valissa on virus. Kun substaraatti lisatdaan, se hajoaa konjugaatissa
olevan fosfataasi-entsyymin vaikutuksesta keltaiseksi tuotteeksi. Mitd enemman
ndytteessa on konjugaattia, eli toisin sanoen virusta, sita keltaisempi sen vari on.
ELISA-lukulaite mittaa varin maaran naytteesta ja saatua tulosta verrataan

positiiviseen ja negatiiviseen kontrolliin. (Apple Chlorotic Leafspot Virus n.d.)
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4.3 Molekyylibiologiset menetelmat

4.3.1 RNA:n eristys

RNA voidaan eristda monella eri tavalla. Sopiva tapa valitaan naytteen ja
my6hempien tutkimusten ominaisuuksien perusteella esim. sen mukaan kuinka

puhdas nukleiinihapon tulee olla tai millaisia maaria sita tarvitaan.

RNA:n eristys alkaa solujen hajottamisella. Sen vaiheet ovat mekaaninen, kemiallinen
ja entsymaattinen vaihe. Solujen hajottamisen jdlkeen niiden RNA:ta hajottavat
nukleaasit inaktivoidaan. Tama vaihe voidaan myds yhdistaa solujen hajottamisen

kanssa. Viimeiseksi nukleiinihapot eristetdadan suodattamalla tai saostamalla.

Eristetty RNA pitda yleensa vield puhdistaa. Ndytteessa on usein epdpuhtautena
erityisesti proteiineja. Myo6s puhdistuksessa voidaan kayttaa monia erilaisia
menetelmia, joista valitaan kyseiseen tutkimukseen parhaiten soveltuva.
Puhdistusmenetelmat hyddyntavat mm. uuttamista ja saostamista, elektroforeesia,

sentrifugointia, dialyysia tai kromatografiaa.

RNA:n eristyksessa erityisena ongelmana ovat ribonukleaasit. Ne hajottavat RNA:ta
nopeasti, minka vuoksi RNA:ta eristettdessa kaytetaan RNaasi-inhibiittoreita.
(Nukleiinihappojen eristys ja puhdistus 2006.) RNaasi-inhibiittori on proteiini, joka

estaa ribonukleaaseja toimimasta (RNase Inhibitor 2002).

4.3.2 RT-PCR-menetelma

Polymeraasiketjureaktiolla eli PCR:Ild (polymerase chain reaction) monistetaan DNA-
jaksoja, jotka sijaitsevat kahden nukleotidijarjestykseltdan tunnetun DNA-jakson
valissa. Perusajatuksina PCR:ssa on seka kayttda lampoa kestavaa DNA-polymeraasia

ettd tuntea tarkalleen kadytettavat alukkeet. (Ollikka & Suominen 2006.)
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Polymeraasiketjureaktio tarvitsee toimiakseen monistettavan DNA:n, alukkeet, DNA-
polymeraasin, nukleotideja, puskuriliuoksen ja ioneja. Reaktio tapahtuu pienessa
tilavuudessa koeputkessa PCR-laitteessa, joka lammittda ja jaahdyttaa koeputkia
halutun sarjan mukaisesti. Useimmiten PCR:ssd on 20 - 35 kolmivaiheista syklia.
Ensimmainen kolmesta vaiheesta on aloitusvaihe, jossa reaktioseoksen lampétila
nostetaan niin korkealle, ettd DNA denaturoituu, eli juosteet irtoavat toisistaan.
Toisessa vaiheessa lampdtilaa lasketaan niin, etta alukkeet voivat sitoutua
yksijuosteisiin DNA-molekyyleihin. Kolmannessa vaiheessa lampotila nostetaan DNA-
polymeraasin toiminnalle optimaaliseksi, jolloin DNA-polymeraasi syntetisoi
yksijuosteisesta DNA:sta kaksijuosteista DNA:ta. Viimeisen syklin kolmas vaihe on
usein normaalia pidempi, jotta varmasti kaikki DNA-juosteet on polymerisoitu

loppuun saakka. (Nukleiinihappojen monistaminen 2006.)

RNA-nadytteesta voidaan tuottaa DNA:ta polymeraasiketjureaktioon ja
kdanteiskopioijaentsyymiin perustuvalla RT-PCR-tekniikalla (reverse transcriptase -
polymerase chain reaction). Kuten kuviossa 3 on esitetty, ensimmaisessa vaiheessa
kdanteiskopioijaentsyymi tuottaa yksijuosteisesta RNA:sta kaksijuosteisen RNA-DNA-
hybridin. Toisessa vaiheessa hybridin DNA-juoste voi toimia PCR:ssa templaattina,
jolloin syntyy kaksijuosteista DNA:ta. (RT-PCR 2006.) Kolmannessa vaiheessa
monistusta jatketaan, kunnes on saavutettu tarvittava maara kopioita

(Nukleiinihappojen monistaminen 2006).

RMA

11

| 2 cCHA-RMA-hybridi

13

3 oNa

KUVIO 3. RT-PCR-menetelman periaate (RT-PCR 2006)



15

4.3.3 Geelielektroforeesi

Nukleiinihappojen erottelu elektroforeettisesti perustuu niiden kokoon. Suurten
molekyylien nopeus hidastuu eniten niiden kulkiessa pienten geelihuokosten lapi.
Pienemmat nukleiinihapot taas ajautuvat nopeammin ja pidemmalle. DNA:n ja RNA:n

elektroforeesi voidaan suorittaa joko polyakryyliamidi- tai agaroosigeeleissa.

Geelielektroforeesilla eroteltujen nukleiinihappojen visualisointiin voidaan kayttaa
useita eri menetelmia, joista yleisin menetelma lienee varjays etidiumbromidilla. Sita
voidaan lisata suoraan geeliin. Etidiumbromidi sitoutuu DNA:n emasparien valiin
konsentroituen DNA:ta sisaltaviin vyohykkeisiin. Kun geelia valaistaan ajon jalkeen
UV-valolla, etidiumbromidi fluoresoi oranssinpunaisena. (Nukleiinihappojen

geelielektroforeesi 2006).

5 TUTKIMUKSEN LAHTOKOHDAT

Testattaviksi kasveiksi valittiin positiivisia tuloksia vuonna 2008 tehdyissa DAS ELISA
(coctail) -testeissa antaneet lisdyslinjat MTT Laukaasta:
e ’Ave’
o 7-1983
o 7-1984
o 7-1986
e ’'Mari’
o 7-2003
o 7-2004
o 7-2019
e ’Renklod Haritonovoi’
o 7-2025
o 7-2042
o 7-2050
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Yhta lisdyslinjaa on lahdetty lisédmaan mikrolisdykselld aina yhdesta kasvin
karkikasvusolukosta eli meristeemista. Lisdyslinjanumero kertoo viljelman
aloitusvuoden, tassa tapauksessa 2007, ja viljelmalle annetun juoksevan numeron.
Kaikki MTT Laukaan naytteet olivat lehtindytteitd, koska kasvit olivat vield niin nuoria,
etteivat ne kukkineet. Kuviossa 4 on samoja lajikkeen "Mari’ edustajia, joita kaytettiin

testauksiin, kuvattuna MTT Laukaan kasvihuoneella.

KUVIO 4. Lajike 'Mari’

Tuorlan naytteita oli kaikista neljasta lajikkeesta seka lehtina etta terdlehtina ja
useammasta puuyksilosta otettuina. Naytteiksi haluttiin mahdollisimman paljon te-
ralehtia, koska ne antavat tsekkildisen tutkimuksen mukaan ELISA-testauksessa kol-

me kertaa voimakkaammat arvot kuin lehtindytteet (Polak & Svoboda 2006, 9).

Eri tutkimuksissa kdytetyt lisdyslinjat valittiin sen perusteella, montako kasvia oli
mahdollista testata kdytettavissa olevassa ajassa ja mista kasveista saattaisi virusta

mahdollisesti |6ytya.
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6 KOKEIDEN SUORITUS JA VAIHEET

6.1 Naytteiden kerays

Naytteita kerattiin MTT Laukaan kasvihuoneelta kaksi kertaa, 6.4.2009 ja 8.5.2009.
Molemmilla kerroilla pyrittiin kerdaamaan seka nuoria etta sellaisia lehtia, joissa olisi
havaittavissa mahdollisia oireita. Lehdet pilkottiin kasviyksiloittdin naytepusseihin 0,5
g:n eriin siten, etta jokaiseen pussiin tulisi pieni pala jokaista lehtea. Naytteet pakas-

tettiin.

Tuorlan lehti- ja terdlehtindytteet kerattiin puista toukokuussa 2009 ja postitettiin
kokonaisina pikakirjeessa Laukaaseen. Kirjeen piti olla perilla seuraavana paivana,
mutta nadin ei tapahtunut. Naytteet seisoivat postissa kaksi yota, mika saattoi vaikut-
taa niiden analysointikelpoisuuteen. Tuorlan naytteet kasiteltiin samalla tavalla kuin
MTT Laukaankin naytteet. Paikoin terdlehtia oli niin vahan, ettei 0,5 g tullut tayteen,

joten jouduttiin tyytymaan pienempaan ndaytemaaraan.

6.2 Mehutestaus

Testikasviksi valittiin kinua (Chenopodium quinoa), koska sita oli aiemmin kaytetty
Anne Lemmetyn lisensiaatintydssa ACLSV:n todentamiseen. Samoin perustein
puskureiksi valittiin 2 %:n nikotiiniliuos ja 0,05 M:n fosfaattiliuos. (ks. Lemmetty
1990, 23). Kayttamalla kahta eri puskuria samoissa naytteissa pyrittiin vertailemaan

mahdollisia puskureiden vilisia eroja.

Mehutestauksia tehtiin kaksi kertaa. Ensimmaisella kerralla huhtikuussa tutkittiin
MTT Laukaan naytteitd ja toisella kesdkuussa Tuorlan. MTT Laukaan naytteissa oli
mukana kaikki Laukaan lajikkeet ('Ave’, Mari’ ja 'Renklod Haritonovoi’). Tuorlan

puista tutkittiin vain lajike "Mari’, koska ndaytemaara olisi muutoin ollut liian suuri
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tehtavaksi madratyssa ajassa. Lajike "Mari’ valittiin myds siksi, etta siita oli ndytteita

monesta eri puuyksilosta ja sen ajateltiin luultavasti olevan altistunut virukselle.

Mekaaninen siirrostus tehtiin hienontamalla metallisella laakerihienontimella
puskuriin sekoitettu nayte (0,5 g) pussissa ja sivelemalla sita pumpulipuikolla
hiomajauheella pélytetyille testikasvien lehdille. Yhdesta naytteesta tehtiin aina
kolme testikasvia eli kolme toistoa. Kontrollit tehtiin molemmilla puskureilla
sivelemalla pelkkda puskuria polytetylle testikasvin lehdelle. Siirrostuksen jalkeen
lehdet huuhdeltiin viiledlla vesijohtovedella. Siirrostusta tehtdessa testikasvit olivat
nuoria ja terveita ja ne pimennettiin vuorokaudeksi ennen ja jalkeen. Testikasvit
kasvatettiin +20 °C:ssa kasvihuoneessa ja niita kaytiin havainnoimassa kuukauden

ajan kerran viikossa. Kuviossa 5 on yksi kuukauden ajan kasvanut testikasvi.

KUVIO 5. Mehutestikasvi kinua (Chenopodium quinoa)

6.3 DAS ELISA -menetelma

DAS ELISA -testaus suoritettiin MTT Laukaan aiemmin kayttdmien ohjeiden ja
reagenssien mukaan. Ohjeet ja reagenssit pohjautuivat reagenssien valmistajan,
Loewen, DAS ELISA coctail -ohjeisiin. Kiinnitys-, pesu- ja ndytepuskuri valmistettiin

muutama pdiva ennen kokeiden tekoa.
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Testauspdivana ensimmaiseksi valmistettiin kiinnitysreagenssi laimentamalla anti-
virus-1gG aiemmin valmistetulla kiinnityspuskurilla. Kiinnitysreagenssia pipetoitiin
200 pl mikrotiitterilevyn koloihin. Taman jdlkeen levy kaarittiin folioon ja inkuboitiin

lampdkaapissa nelja tuntia +37 °C:ssa.

Inkuboinnin aikana jauhettiin tutkittavat ndytteet laakerihienontimella naytepuskurin
kanssa pussissa. Naytemaara oli 0,5 g, paitsi osassa terdlehtinaytteitd, joissa oli kay-
tettavissa vahemman materiaalia. Kasvien mehu pipetoitiin pusseista eppendorf-

putkiin odottamaan.

Inkuboinnin jalkeen tyhjennettiin kiinnitysreagenssi mikrotiitterilevyn koloista ja
pestiin nelja kertaa aiemmin valmistetulla pesupuskurilla. Ensimmaiset kaksi pesua
olivat nopeampia, kahdella viimeisella kerralla pesupuskuri sai seista koloissa

muutaman minuutin.

Pesun jalkeen mehunaytteita seka anti-virus-IgG-AP-konjugaattia pipetoitiin
molempia 100 pl/ kolo. Yhdesta testattavasta naytteesta tehtiin kaksi vierekkaista
koloa. Nollanaytteeseen pipetoitiin vain konjugaattia, positiiviseen kontrolliin
viruksenkantajaksi todetusta luumuyksilésta nayte ja negatiiviseen kontrolliin MTT
Laukaassa puhtaaksi todetusta luumuyksilosta nayte. Mikrotiitterilevy kaarittiin

folioon ja inkuboitiin huoneen lammadssa tunti.

Levy tyhjennettiin ja pestiin viisi kertaa pesupuskurilla. ELISA-lukulaite laitettiin
samalla lampiamaan.Substraattiliuos valmistettiin liuottamalla substraattitabletit
puskuriin, jota sitten pipetoitiin 200 pl/ kolo. Mikrotiitterilevy peitettiin foliolla.
Mittaukset lukulaitteella suoritettiin puolen tunnin, yhden tunnin ja kahden tunnin

kuluttua. Kuviossa 6 on kuvantamiseen menossa oleva mikrotiitterilevy.
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KUVIO 6. ELISA-testauksen mikrotiitterilevy

6.4 PCR-menetelma

PCR-testauksella oli tarkoituksena tutkia seka kaikki MTT Laukaan etta Tuorlan kasvit.
Tutkimuksia tehtiin seka MTT:n Jokioisten yksikossa etta Jyvaskylan Ammattikorkea-

koulussa.

6.4.1 RNA:n eristys

Kaikki kaytetyt naytteet oli pakastettu tuoreina. Naytteille suoritettiin RNA-eristys
Qiagenin Rneasy Plant Mini Kit -protokollan mukaan ja kyseisen kitin valineilla.
Kuvion 7 oikean puolimmaisessa linjassa on esitettyina kaikki RNA:n eristyksen

vaiheet.

Aluksi naytteet hienonnettiin huhmareessa nestetypessa, minka jalkeen ne
homogenisoitiin RLT-puskurin kanssa. Puskuri inaktivoi RNA:ta hajottavat entsyymit.

Seuraavaksi ndytteesta suodatettiin pois kaikki saostumat ja lisattiin etanolia.



Etanolin aiheuttamat saostumat suodatettiin. Saostumat pestiin kahdella eri
puskurilla yhteensa kolme kertaa. Suodattimessa oleva RNA irrotettiin puhtaalla

vedella tyhjaan kerailyputkeen, jolloin RNA saatiin eristettya.

RMNeasy Mini  RNeasy Profect RMNeasy Plant
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KUVIO 7. Kaaviokuva RNA:n eristyksesta (RNeasy Mini Handbook 2006, 11)
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6.4.2 RT-PCR-menetelma ja geelielektroforeesi

PCR-ajossa kaytetyt nukleotidit olivat valmiina eppendorf-putkissa olevissa RT-PCR-
helmissa. Helmiputket olivat GE Healthcaren valmistamia. PCR:n esivalmisteluissa ja

itse ajossa kaytettiin heidan ohjeitaan.

Helmiputket laitettiin jaihin. Putkiin lisattiin DEPC-vetta (dietyylipyrokarbonaatti) ja
odotettiin, ettd putkien helmi liukeni veteen. Liukenemisen jalkeen putkia
sekoitettiin varovasti pipetin avulla. Jokaiseen putkeen lisattiin yksittain templaatti ja
alukkeet. Kaytetyt Eurogentec S.A.:n alukkeet olivat seuraavat kirjoitettuna 5’-paasta
3’-paahan:

e AAG-TCT-ACA-GGC-TAT-TTA-TTA-TAA-GTC-TAA

o TTC-ATG-GAA-AGA-CAG-GGG-CAA
Viimeiseksi lisattiin erotettu RNA. Putkia inkuboitiin vajaa puoli tuntia +42 °C:ssa

ennen PCR-ajoa.

Kaytetyn PCR-ohjelman lampétilat ja ajat on esitettyna taulukossa 2.

TAULUKKO 2. Kaytetty RT-PCR-ohjelma

Vaihe | Limpétila/°C | Aika/min

1. 42 30
2. 95 5
3. 94 0,5
4. 62 0,5
5. 72 1

Vaiheet 3.-5. kerrattiin 34 kertaa

6. 72 7

7. 11 1/12

8. 4 oo
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Elektroforeesiajoa varten valmistettiin 1,5 %:n agaroosigeeli, joka sisalsi
etidiumbromidia. Markkerina geeliajossa toimi GeneRulerin valmistama 100 bp DNA

Ladder.

7 TULOKSET

7.1 Mehutestaus

MTT Laukaan naytteiden mehutestauskasveissa oli havaittavissa jonkinlaisia heikkoja
oireita, kuten mosaiikkia ja nekroottista laikkua. Koska kuitenkin kontrollikasveissa oli
samoja havaintoja, olivat tulokset negatiivisia. Kuviossa 8 on testikasvien lehtia
kuukauden kasvatuksen jalkeen, joissa ei juuri ndy mitaan oireita. Taulukossa 3 on

esitetty kaikki havainnot seka tulokset MTT Laukaan naytteista.

KUVIO 8. Mehutestikasvien lehtid kuukauden kasvatuksen jalkeen.



TAULUKKO 3. MTT Laukaan luumujen mehutestaustulokset
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Lajike Lisdyslinja | Havainnot Tulos
kurttuja lehdissa, mekaanisia vaurioita,
'Ave’ 7-1983 negatiivinen
mosaiikkia
'Ave’ 7-1984 mosaiikkia, nekroosilaikkuja negatiivinen
'Ave’ 7-1986 mosaiikki, nekroosilaikkuja negatiivinen
"Mari’ 7-2003 mosaiikkia, nekroosilaikkuja negatiivinen
nekroosilaikkuja, mosaiikkia, yksi kasvi
"Mari’ 7-2004 negatiivinen
tyvesta poikki
"Mari’ 7-2019 kurttu, mekaanisia vaurioita, mosaiikkia | negatiivinen
’Renklod Hari-
7-2025 mosaiikkia, pisteita lehdissa negatiivinen
tovoi’
"Renklod Hari- mosaiikkia, kupruja lehdissa, yksi lehti
7-2042 negatiivinen
tovoi’ syoty
'Renklod Hari-
7-2050 nekroosilaikkuja negatiivinen
tovoi’
kurttuja lehdissa, mosaiikkia, nek-
kontrolli negatiivinen

roosilaikkuja

Tuorlan naytteissa ei kdytannossa ollut mitaan havaittavia reaktioita, kuten

taulukosta 4 voi huomata.




TAULUKKO 4. Tuorlan luumujen mehutestaustulokset

Lajike Puu | Puskuri Havainnot Tulos

"Mari’ 1 2 % nikotiini - negatiivinen
"Mari’ 1 0,05 M fosfaatti | - negatiivinen
"Mari’ 2 2 % nikotiini - negatiivinen
"Mari’ 2 0,05 M fosfaatti | - negatiivinen
"Mari’ 3 2 % nikotiini - negatiivinen
"Mari’ 3 0,05 M fosfaatti | - negatiivinen
"Mari’ 4 2 % nikotiini alalehdissa pisteita | negatiivinen
"Mari’ 4 0,05 M fosfaatti | - negatiivinen
"Mari’ 5 2 % nikotiini - negatiivinen
"Mari’ 5 0,05 M fosfaatti | yksi kasvi poikki negatiivinen
"Mari’ 6 2 % nikotiini - negatiivinen
"Mari’ 6 0,05 M fosfaatti | - negatiivinen
"Mari’ 7 2 % nikotiini - negatiivinen
"Mari’ 7 0,05 M fosfaatti | - negatiivinen
"Mari’ 8 2 % nikotiini - negatiivinen
"Mari’ 8 0,05 M fosfaatti | - negatiivinen
kontrolli 2 % nikotiini - negatiivinen
kontrolli 0,05 M fosfaatti | - negatiivinen

Lemmetyn (1990, 38) lisensiaatintydssa ACLSV aiheutti Chanopodium guinoa

-testikasvissa kasvatusajan paatyttya seuraavia reaktioita:

e nekroosilaikkuja

e keltaisia rengasmaisia, viivamaisia tai pistemaisia laikkuja

e nuorimmat lehdet epamuotoisia

Luultavasti tassdkin kokeessa olisi pitanyt saada vastaavia reaktioita, koska vuoden

2008 DAS ELISA (coctail) -testauksissa kasveissa todettiin olevan virusta.

Mahdollisia syitd, miksi virusta ei saatu siirtymaan testikasveihin, on useita: Kaytetyt

puskurit saattoivat olla epdsopivia juuri talle ACLSV:n muodolle. Lisdksi aika, jonka
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mehu-puskuri-seos oli testikasvin rikotulla lehden pinnalla, saattoi olla liian lyhyt,
eika virus ehtinyt siirtya kasviin. Kasvihuoneen lampétila, jossa testikasvit olivat
kuukauden, saattoi olla oireiden syntymiselle lilan kuuma tai kylma, mista johtuen
reaktiot eivat padsseet nakyviin. Viruspitoisuus saattoi olla naytteissa myos niin

alhainen, ettei se aiheuttanut mitdan oireita testikasveissa.

7.2 DAS ELISA -menetelma

ELISA-testauksen tuloksia tulkitaan normaalisti kahden kaavan avulla. Negatiivisista
kontrolleista lasketaan kahden kolon keskiarvo ja -hajonta. Niiden avulla saadaan
arvot seuraavista kaavoista:

e ka+3*kh

e 3*ka
Jos nadytteiden kahden rinnakkaisen kolon tulosten keskiarvo ylittda kaavan arvon, on

tulos positiivinen.

ELISA-testauksen kontrollien tulokset on esitetty taulukossa 4. Positiivisen kontrollin
tuloksista huomaa, ettd menetelma toimi. Luumujen negatiivinen kontrolli ‘"Kuokkala’
sai mittauksissa negatiiviset arvot. Siksi edella esitettyja tulosten tulkintaa auttavia
kaavoja ei voi voitu kayttaa, vaan jouduttiin turvautumaan MTT Laukaan tutkijan
paattelyyn ja kokemukseen. Kinuan kohdalla kaavoja pystyttiin kuitenkin kaytta-
maan, koska sen kontrolli sai positiivisen tuloksen. Koska testauksessa kaytettiin kah-

ta eri mikrotiitterilevya, saatiin kontrolleille kahdet eri arvot.



TAULUKKO 5. ELISA-testauksen kontrollien tulokset

Lajike Nayte-tyyppi | Tulokset | Keskiarvo
-0.015
-0.016
-0.017
’Kuokkala’ negatiivinen kontrolli lehti
-0.020
-0.023
-0.027
0.002
kinua negatiivinen kontrolli lehti 0.002
0.002
3*145
valmistajan
3*321
positiivinen kontrolli
3*106

MTT Laukaan tutkija Jaana Laamanen on tulkinnut ELISA-testauksen tulokset. Vasta-

ukset on annettu asteikolla negatiivinen — heikosti positiivinen — positiivinen, joita on

merkitty seuraavasti: -, (+) ja +.

Taulukossa 6 on esitettyna MTT Laukaan naytteiden tulokset. Sarakkeessa ka on kah-
den rinnakkaisen kolon keskiarvo ja sarakkeessa tulos on arvio siitd, sisaltaako nayte
virusta. Rinnakkain on esitetty saman lisdyslinjan eri aikoina keratyt ndytteet. Nega-
tiivisen kontrollin arvo, johon muita arvoja verrattiin, on taulukossa ensimmaisena.

Mehutestikasvin negatiivisessa kontrollissa on kahden edella esitetyn kaavan tulok-

set, joita voitiin kdyttaa tuloksen laskemisessa.
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TAULUKKO 6. MTT Laukaan luumujen ELISA-tulokset

Nayte keratty 6.4.2009 Nayte keratty 8.5.2009
Nayte- Nayte-
Lajike Lisdyslinja : ka Tulos : ka Tulos
tyyppi tyyppi
neg. kotrolli | ’Kuokkala’ lehti | -0.016
'Ave’ 7-1983 lehti | -0.003 (+) lehti -0.011 -
'Ave’ 7-1984 lehti | -0.006 (+) lehti -0.014 -
'Ave’ 7-1986 lehti | -0.005 (+) lehti -0.010 -
"Mari’ 7-2003 lehti | -0.016 - lehti -0.013 -
"Mari’ 7-2004 lehti | -0.016 - lehti -0.015 -
"Mari’ 7-2019 lehti | -0.018 - lehti -0.014 -
'Renklod Ha-
7-2025 lehti | -0.003 (+) lehti -0.017 -
ritonovoi’
'Renklod Ha-
7-2042 lehti 0.000 (+) lehti -0.010 -
ritonovoi’
'Renklod Ha-
7-2050 lehti | -0.002 (+) lehti -0.011 -
ritonovoi’
0.020
neg. kontrolli kinua lehti
0.060
kinuamehu- "Mari’
lehti 0.011
testikasvi 7-2003

Tuloksista voi huomata, etta huhtikuussa keratyt naytteet antavat heikosti positiivisia
tuloksia, mutta toukokuussa keratyt ovat pelkastaan negatiivisia, vaikka ne ovat sa-
moista kasveista kerattyja. Tama voi johtua siita, etta kasvien kasvaessa kevaan kulu-
essa niiden suhteellinen viruspitoisuus on laskenut. Tall6in ELISA-testauksen herkkyys
ei riita toukokuun naytteiden viruspitoisuuksille. Nayttaa myds silta, etta huhtikuun
ndytteidenkin viruspitoisuus on lilan matala, jotta varmasti voitaisiin sanoa ELISA-

testauksen perusteella naytteiden sisaltavan ACLSV:ta.
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Mehutestikasvi kinua, jolla oli testattu lajiketta "Mari’, antoi vahvasti positiivisen tu-
loksen. Tasta voidaan todeta, ettd mehutestauksessa virusta todella siirtyi testikas-
veihin, mutta pitoisuus oli niin matala, ettei se aiheuttanut mitaan reaktioita kinu-

oissa.

Verrattaessa tuloksia taulukossa 1 esitettyihin vuoden 2008 ELISA-tuloksiin, huoma-
taan viruspitoisuuden lasku. Vuonna 2008 kaikki lisayslinjat, yhta lukuun ottamatta,
joka antoi heikosti positiivisen, antoivat positiivisen tuloksen. Naytteet oli keratty
toukokuussa 2008. Tama kumoaa aiemmin esitettya ajatusta vuoden 2009 tulosten
kohdalla, ettd toukokuu olisi lilan myohainen ajankohta kerata naytteita. lImeisesti

viruspitoisuuden lasku riippuu kevaan kasvuolosuhteista, eli esim. lampdtilasta.
Tuorlan puiden naytteiden tulokset ovat taulukossa 7. Lajikkeiden ’Ave’ ja "Renklod
Haritonovoi’ negatiivisen kontrollin arvo on taulukossa ensimmaisena ja lajikkeiden

"Mari’ ja’Liisu’ arvo on ennen kyseisten lajikkeiden tuloksia.

TAULUKKO 7. Tuorlan toukokuussa 2009 kerattyjen naytteiden ELISA-tulokset

Lajike Puu Naytetyyppi ka Tulos
neg. kontrolli "Kuokkala’ lehti -0.016

"Ave’ puu 1l | terdlehti -0.008 -
'Ave’ puu 2 | terdlehti 0.007 | (+4)
'Ave’ puu 3 | terdlehti 0.012 -
"Ave’ puu 4 | terdlehti -0.008 -
'Ave’ puu 5 | lehti -0.002 | (+4)
"Ave’ puu 6 | lehti -0.003 | (+)
"Renklod Haritonovoi’ puu 1l | terdlehti 0.017 -
"Renklod Haritonovoi’ puu 2 | lehti 0.002 | (+4)
"Renklod Haritonovoi’ puu 3 | lehti -0.003 | (+)
neg. kontrolli "Kuokkala’ lehti -0.023

"Mari’ puu 1 | terdlehti 0.004 | (+)
"Mari’ puu 2 | terdlehti 0.007 | (+)




"Mari’ puu 3 | terdlehti -0.001 | (+)
"Mari’ puul | lehti -0.018 -
"Mari’ puu 2 | lehti -0.019 -
"Mari’ puu 3 | lehti -0.022 -
"Mari’ puu 4 | lehti -0.016 -
"Mari’ puu5 | lehti -0.019 -
"Mari’ puu 6 | lehti -0.021 -
"Mari’ puu 7 | lehti -0.009 -
"Mari’ puu 8 | lehti -0.011 -
"Liisu’ puu 1 | terdlehti -0.010 -
"Liisu’ puu 2 | teradlehti -0.014 -
"Liisu’ puu 3 | teradlehti -0.015 -
"Liisu’ puu 4 | terdlehti -0.018 -
"Liisu’ puu 5 | terdlehti -0.012 -
"Liisu’ puu 6 | terdlehti -0.012 -
"Liisu’ puu 7 | terdlehti -0.021 -
"Liisu’ puu 8 | teradlehti -0.022 -
"Liisu’ puu 9 | terdlehti -0.020 -
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Tuorlan naytteista |0ytyi ACLSV:ta lajikkeista Mari ja Renklod Haritonovoi. Lisdksi hei-

kosti positiivisia tuloksia tuli lajikkeella Mari. Lajikkeesta Liisu ei |0ytynyt virusta. Suu-

rin osa positiivisista tuloksista oli heikkoja ja niita oli seka teralehti- etta lehtindyt-

teista. Olisi ollut mielenkiintoista, jos samasta puusta olisi ollut testattavana seka te-

ralehti- etta lehtindyte. Naiden tulosten perusteella lajikkeen ’Liisu’ kuolema MTT

Laukaassa vuonna 2007 ei johtunut ainakaan ACLSV:ta.

Yhteenvetona kaikista ELISA-tuloksista voidaan todeta, ettd ne pitaisi varmistaa her-

kemmalld menetelmalld, eli PCR:ll4.
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7.3 RT-PCR-menetelma

Jokioisissa tehtyjen PCR-ajojen tulokset MTT Laukaan luumuille ovat taulukossa 7.
Lajike "Ave’ osoittautui virusvapaaksi, mutta ‘Mari’ ja "Renklod Haritonovoi’ antoivat

positiivisia tuloksia.

TAULUKKO 8. PCR-ajon tulokset

Lajike Lisdyslinja | Tulos

'Ave’ 7-1983 negatiivinen
'Ave’ 7-1984 negatiivinen
'Ave’ 7-1986 negatiivinen
"Mari’ 7-2003

"Mari’ 7-2004

"Mari’ 7-2019

’Renklod Haritovoi’ | 7-2025

'Renklod Haritovoi’ | 7-2042 negatiivinen

'Renklod Haritovoi’ | 7-2050

Tuorlan naytteille PCR-tuloksia ei saatu, koska RNA:n eristys Jyvaskyldssa epdonnistui
niiden kohdalla. Epdonnistuminen johtui todennakdisesti tekijan kokemattomuu-
desta. RNA:n eristys on hyvin hairidaltistoimenpide ja vaatisi harjoittelua onnistuak-

seen.

8 JOHTOPAATOKSET

ACLSV on mahdollisesti ollut luumupuissa jo silloin, kun ne on tuotu Virosta Tuorlaan.
Lounais-Suomessa on Suomen suurimmat hedelmanviljelysalueet, joten virus on
myo0s voinut tarttua luumuihin saastuneista omenapuista, joita todennakoisesti alu-

eella on. Vaikka Tuorlan puissa ei olekaan nakyvia merkkeja ACLSV:sta, on se saatta-
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nut ajan mittaan aiheuttaa sadon alenemista. Saastuneet luumupuut voivat myds le-
vittaa virusta muihin arvokkaisiin kasveihin, joita Tuorlassa kasvaa. Siksi olisi tarkeaa,

ettd luumupuut testattaisiin ACLSV:n suhteen.

Mehutestauksesta voidaan miettia, onko sen kdayttaminen testausmuotona jarkevaa.
Vaikka virusta siirtyy testikasviin, sen pitoisuus voi olla niin pieni, ettei se aiheuta mi-
taan reaktioita. Se on myds hyvin aikaa vievaa, eika kaytetylle ajalle saada vastinetta.
Tulokset pitdisi aina varmistaa jollakin herkemmallda menetelmalld, kuten PCR-

menetelmalla.

DAS ELISA -menetelmalla tulokset ovat epadluotettavia viruspitoisuuden ollessa alhai-
nen, joten ne pitdisi aina varmistaa PCR-mentelmalla. Voidaankin miettia, pitaisiko
ACLSV:n testaukseen ensisijaisesti kayttdd PCR-menetelmad, koska sekd mehutestaus

etta DAS ELISA -menetelma ovat epaluotettavia.

PCR-menetelmassa on kiinnitettava erityista huomiota RNA:n eristykseen, jotta tes-
taus onnistuisi. Eristys on testauksen virheherkin kohta, eika se onnistu kuin harjoit-

telemalla moneen kertaan.

Verrattaessa eri menetelmien luotettavuutta pitdaa ottaa huomioon, etta kaikkiin
menetelmiin kaytettiin eri nayteyksiloita. Aina on mahdollista, etta virusta ei vain
osunut kaikkiin naytteisiin, vaikka itse kasvi virusta sisalsikin. Siksi esimerkiksi PCR-

testaus saattoi antaa positiivisen tuloksen ja ELISA-testaus ei.
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Liite 1. PCR-ajon geelikuvat
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100 bp DNA ladder Gene Ruler

vesikontrolli

terve savikka

‘Ave’ 7-1983

‘Ave’ 7-1984

‘Ave’ 7-1986

‘Mari 7-2004

sairas kontrolli
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