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Perunan tyvimadan tunnistaminen infektiossa vapautuvien yhdisteiden
perusteella

Carita Mikkola®, Elina Virtanen', Eila Jarvenpaa’, Heikki Kallio 2, Jyrki Kauppinen?, Juha Peura®,
Ismo Kauppinen®, Juha-Pekka Kotro® ja Lea Hiltunen®

LMTT Pohjois-Pohjanmaan tutkimusasema
2Turun yliopisto, Biokemian ja elintarvikekemian laitos
Turun yliopisto, Fysiikan laitos, optiikan ja spektroskopian laboratorio
*Gasera Oy

Tiivistelma

Erwinia-bakteerien aiheuttama tyvi- ja markdmata on yksi pahimmista tautiongelmista perunantuotan-
nossa. Tyvimatd on emomukulasta alkavaa ja siitd perunan varsiin levidvdd matanemistd, kun taas
mukuloiden matanemistd kutsutaan mérkadméadaksi. Mukuloita pilaava markamata aiheuttaa vuosittain
suuria varastohdvikkeja niin siemen- kuin ruokaperunatuotannossa. Taudin tekee erityisen ongelmalli-
seksi taudinaiheuttajien levidminen oireettomana siemenmukulassa kasvikaudesta toiseen. Né&kyvat
tyviméadan oireet alkavat kehittyd vasta, kun mukulassa on riittdvasti bakteerisoluja. Erwinia-
bakteerien infektioiden yhteydessa vapautuu haihtuvia yhdisteitd, jotka ovat néille bakteereille ominai-
sia. Jos ndm@ yhdisteet voidaan mitata ja méaarittd luotettavasti, piilevan tyvimadan infektio voidaan
havaita ennen oireiden ilmenemisté ja koko perunaeran/-varaston saastumista tai pilaantumista.

MTT Pohjois-Pohjanmaan tutkimusaseman, Turun yliopiston elintarvikekemian laboratorion,
fysiikan laitoksen optiikan laboratorion ja Gasera Oy:n yhteisty6nd toteuttaman tutkimuksen tavoittee-
na oli selvittad, voidaanko piileva tyviméatad havaita Erwinia-bakteerien infektion yhteydessa vapautu-
vien haihtuvien yhdisteiden perusteella ennen nakyvien oireiden ilmenemista. Perunalajikkeen Asterix
mukuloita saastutettiin keinotekoisesti Erwinia carotovora alalaji atroseptica -bakteerilla ja séilytettiin
huoneen- tai varastolampdtilassa. Haihtuvia yhdisteitd kerattiin eri ajankohtina ja analysoitiin SPME-
GC-MS- ja FTIR -menetelmilla. Molemmilla menetelmilla voitiin osoittaa selvé ero terveesté ja Erwi-
nia-bakteerilla saastutetusta perunasta vapautuvien haihtuvien yhdisteiden valilla. SPME-GC-MS —
menetelmélld ero havaittiin 15-18 ja FTIR-menetelmalla 12-18 tunnin kuluttua saastutuksesta, kun
perunat sailytettiin huoneenldmpdtilassa (21-23 °C). Né&kyvat matadnemisen oireet alkoivat ilmetd 48
tunnin kuluttua saastutuksesta. Samanlainen selva ero havaittiin saastutettujen ja saastuttamattomien
perunoiden haihtuvissa yhdisteissa, kun perunoita séilytettiin varastolampétilassa (5 °C). Inkuboin-
tiajan jatkuessa sekd haihtuvien yhdisteiden maaré ettd pitoisuudet kasvoivat. Saastuttamattomissa
kontrollimukuloissa samoja haihtuvia yhdisteita ei havaittu.

Sekd SPME-GC-MS- ettd FTIR —menetelmét soveltuivat perunoista vapautuvien haihtuvien yh-
disteiden madritykseen laboratorio-oloissa, sillda molemmilla menetelmilld voitiin osoittaa selvd ero
terveen ja Erwinia-bakteerilla saastutetun perunan valilld ennen nékyvien oireiden ilmenemistd. Mene-
telmien optimoinnilla ja validoinnilla voidaan saada tarkempia tuloksia mm. yhdisteiden absoluuttisis-
ta pitoisuuksista. Kumpikaan menetelma ei sellaisenaan sovellu piilevan tyvimadan tunnistamiseen
tuotanto-oloissa, mutta ndilla menetelmilld voidaan kerété aineistoa, joka mahdollistaa kenttakelpoisen
sovelluksen kehittdmisen.

Avainsanat:  peruna, piileva tyvimétd, markdmaté, Erwinia-bakteeri, Erwinia carotovora alalaji
atroseptica, haihtuvat yhdisteet, SPME-GC-MS, FTIR
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Johdanto

Yksi siemenperunatuotannon pahimmista tautiongelmista on Erwinia-bakteerien aiheuttama tyvi- ja
méarkaméta. Tyvi- ja markamatdd aiheuttavat Erwinia carotovora alalaji atroseptica (Eca), Erwinia
carotovora alalaji carotovora (Ecc) ja Erwinia chrysanthemi (Ech). Tyvimétad on emomukulasta alka-
vaa ja siitd perunan varsiin levidvad matédnemistd, kun taas mukuloiden métédnemistd kutsutaan mar-
kédmadaksi. Kaikki mainitut bakteerit aiheuttavat markdmatad, sen sijaan tyvioireita tuottavat tavalli-
sesti vain Eca ja Ech (Pérombelon & Kelman, 1987). Mukuloita pilaava méarkdmété aiheuttaa vuosit-
tain huomattavia varastohdvikkeja niin siemen- kuin ruokaperunatuotannossa. Maténevédt mukulat
hajoavat valuvaksi bakteerimassaksi, joten yksikin matdnen erd voi varastossa saastuttaa alun perin
terveet erét.

Taudin tekee erityisen ongelmalliseksi taudinaiheuttajien levidminen piilevana eli oireettomana
siemenmukulassa kasvukaudesta toiseen. Kasvintuotannon tarkastuskeskus (KTTK) valvoo tyvimadan
esiintymistd kasvustoissa sekda markdmadan esiintymista varastoissa, sen sijaan piilevan tyviméadén
maéaritys on vaikeaa ja sen esiintymiselle ei ole asetettu raja-arvoa. Kasvustossa nékyvien tyvimataoi-
reiden ja satomukuloiden piilotartunnan vélista yhteyttd ei tunneta eivatka oireettomat mukulat ole
siemenerdn tautivapauden tae. Piilevan tyvimadan madritys perustuu yleensd oireiden havainnoimi-
seen. Nakyvien tyvimadan oireiden on kuitenkin todettu ilmenevan vasta, kun mukulassa on riittavasti
bakteerisoluja (Rantanen ym., 2004). ELISA- tai PCR -menetelmilld voidaan maarittaa piilevaa tyvi-
métad aiheuttavan bakteerin esiintyminen ja maara mukuloissa (Pérombelon, 2002). Ndiden menetel-
mien kéyttoa ja luotettavuutta rajoittaa kuitenkin se, ettd kustannussyistd méaaritys voidaan yleensa
tehda vain pienesté ndyte- ja mukulaméaéarasta.

Erwinia-bakteerien infektioiden yhteydessa vapautuu haihtuvia yhdisteitd, jotka ovat néille bak-
teereille ominaisia (Waterer & Pritchard, 1984; De Lacy Costello ym., 1999; Lyew ym., 2001, Kusha-
lappa ym., 2002; Lui ym., 2005). Jos ndmé yhdisteet voitaisiin mitata ja maarittaa luotettavasti, piile-
vén tyvimadan infektio voitaisiin havaita ennen oireiden ilmenemistd. Aiemmissa tutkimuksissa ana-
lysointiin on kaytetty kaasugromatografiaa/massaspektrometriaa sekd ns. elektronista nendd. Nailla
menetelmilld on kuitenkin monia rajoituksia liittyen mm. mitattavien yhdisteiden konsentraatioihin ja
yhdisteiden kerdykseen (De Lacy Costello ym., 1999; Lyew ym., 2001). Uudenlaisella fotoakustiseen
ilmiéon perustuvalla menetelmélld on mahdollista mitata halutun haihtuvan yhdisteen tai yhdisteseok-
sen erittdin pienid pitoisuuksia avoimesta tilasta reaaliaikaisesti (Kauppinen ym., 2004.)

Tamén tutkimuksen tavoitteena oli selvittadd, onko piilevan tyvimédan infektion tunnistaminen
haihtuvien yhdisteiden perusteella mahdollista ennen nakyvien oireiden ilmenemistd ja mika on piile-
van tyvimatdinfektion paras indikaattori. Haihtuvien yhdisteiden méaéarittamista varten pyrittiin kehit-
tdmaan luotettava kerdys- ja analysointimenetelmad, joka mahdollistaisi jatkotutkimukset.

Aineisto ja menetelmat

Perunalajikkeen Asterix mukuloita saastutettiin keinotekoisesti E. carotovora alalaji atroseptica —
bakteerilla. Eca-kantaa DSM 30186 kasvatettiin NB-liuoksessa 21-22°C:ssa 18 tuntia. Kuhunkin mu-
kulaan tehtiin korkkiporalla kaksi reikaé (halkaisija 5 mm, syvyys noin 10 mm), joihin pipetoitiin 125
pl bakteerisuspensiota (1.8 E8 cfu/ml). Mukuloita inkuboitiin suljetussa kattilassa huoneenlampdtilas-
sa (21-23 °C). Kosteuden yllapitamiseksi astian pohjalle liséttiin vettd. Kontrollimukuloihin pipetoitiin
bakteerisuspension sijasta vettd ja niitd inkuboitiin omissa astioissaan samalla tavalla kuin saastutettu-
ja mukuloita. Saastutetuista mukuloista ja kontrollimukuloista vapautuvia haihtuvien yhdisteita analy-
soitiin eri ajankohtina SPME-GC-MS- (kiintedfaasimikrouutto sekd kaasugromatografian ja massa-
spektrometria) (Shimadzu 5000QP) ja FTIR- (Fourier-muunnos infrapunaspektroskopia) (Gasmet
FTIR) -menetelmilld. Koe toistettiin kahdeksan kertaa. Lisaksi tehtiin alustavia mittauksia varastolam-
pétilassa (5 °C).
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Tulokset ja tulosten tarkastelu

SPME-GC-MS —analyysit

SPME-GC-MS -menetelma soveltui hyvin perunan madantyessé vapautuvien yhdisteiden keradmi-
seen, erotteluun ja tunnistamiseen. Mitattujen yhdisteiden suhteellisia osuuksia kaasufaasissa voitiin
verrata toisiinsa, koska koejarjestely oli vakioitu. Sen sijaan yhdisteiden pitoisuuksia kaasufaasissa tai
niiden absoluuttisia maarid ei voitu laskea tdman koesarjan perusteella. Huoneenlampétilassa (21-23
°C) saastuttamattomien kontrollimukuloiden ja Eca —bakteerilla saastutettujen mukuloiden valilla ha-
vaittiin ero keskiméaarin 15-18 tunnin, parhaimmillaan jo 10 tunnin inkuboinnin jalkeen. Silméavarai-
sesti havaittavat tyvimédan oireet alkoivat ilmetd 48 tunnin kuluttua saastutuksesta. Seka kontrolli-
ettd saastutetuista mukuloista tunnistettiin hiilidioksidi ja rikkiyhdiste (Kuva 1). Saastutetuista peru-
noista havaittiin liséksi alkoholeja (etanoli, 3-metyyli-1-butanoli, 2-metyyli-1-butanoli ja metyyli-1-
propanoli), etikkahappoa ja joitakin eri hapettumisasteisia 3-5 —hiilisia yhdisteita (Taulukko 1), joiden
tunnistus oli epévarmaa alhaisen pitoisuuden ja samankaltaisten rakenteiden vuoksi. Saastutetuista
perunoista vapautuneiden yhdisteiden kokonaismééara lisaantyi moninkertaisesti inkubointiajan jatku-
essa. Myds saastuttamattomissa kontrolliperunoissa tapahtui huomattavaa hengityksen lisaantymista
48 tunnin kuluessa.

Perunoita sdilytettiin varastossa maksimissaan 7 viikkoa. Varastolampétilassa (5 °C) madénty-
valle perunalle spesifisia haihtuvia yhdisteitd havaittiin 48 tunnin kuluttua saastutuksesta. Koska tama
oli ensimméinen mittauskerta, on mahdollista, ettd niitd on havaittavissa jo aiemmin. Silmévaraisesti
havaittavat tyvimadan oireet alkoivat ilmeté viikon kuluttua saastutuksesta. Varastolampotilassa seké
kontrolli- ettd saastutetuista perunoista vapautui samoja yhdisteitd kuin huoneenldammassa sailytetyista
mukuloista (Taulukko 1).

FTIR-analyysit

FTIR-menetelmélld havaittiin huoneenldmpdtilassa ero kontrolliperunoista ja Eca-bakteerilla saastute-
tuista mukuloista vapautuvien yhdisteiden valilla 12-18 tunnin inkuboinnin jalkeen. FTIR-mittauksissa
selkeimmat muutokset tapahtuivat spektrin aallonpituusalueilla 3200-3500, 1900-2100 ja 900-1100 cm
" (Kuva 2). Muutokset olivat pienid, mika osoittaa, ettd haihtuvat yhdisteet esiintyivét pienini pitoi-
suuksina. Suurimmat muutokset havaittiin alueilla, joilla hiilidioksidi absorboi, ja ndiden mittausten
perusteella muutos hiilidioksidipitoisuudessa olikin selkein piilevan tyvimadan indikaattori. Toinen
mahdollinen indikaattori oli karbonyylisulfidi (COS), mutta sitd havaittiin erittdin pienina pitoisuuksi-
na.

Varastolampotilassa séilytettyjen kontrolli- ja saastutettujen mukuloiden valill4 havaittiin selva
ero jo ensimmaisella mittauskerralla kolmen vuorokauden kuluttua saastutuksesta. Muutokset spektris-
s& nakyivat samoilla aallonpituusalueilla kuin huoneenlammassd, joten havaitut haihtuvat yhdisteet
olivat samoja.

Naiden kokeiden perusteella FTIR-mittausmenetelmé soveltuisi kohtuullisen hyvin perunan ty-
vimadan havaitsemiseen. Jotta FTIR-mittausten perusteella voitaisiin analysoida luotettavasti eri ai-
neiden pitoisuuksia, tulisi kyseisten aineiden olla melko tarkasti kartoitettu ja laite kalibroitu naille
aineille.
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Kuva 1. Huoneenldmpétilassa (21-23°C) sdilytetyistd terveistd kontrolliperunoista (a) ja E. carotovora alalaji
atroseptica —bakteerilla saastutetuista perunoista (b) ja (c) SMPE-GC-MS —menetelmalla havaittuja haihtuvia

yhdisteité
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Taulukko 1. Huoneenlampétilassa (21-23°C) ja varastolampotilassa sailytetyistd (5°C) terveistd kontrolliperu-
noista ja E. carotovora alalaji atroseptica —bakteerilla saastutetuista perunoista SMPE-GC-MS —menetelmalla
kerétyt ja tunnistetut haihtuvat yhdisteet.

Huoneenlampétila (21-22°C) Varastolampétila (5 °C)
Haihtuva yhdiste Eca- Kontrolli Eca- Kontrolli
saastutettu saastutettu

Hiilidioksidi
Rikkiyhdiste

Etanoli
3-metyyli-1-butanoli
2-metyyli-1-butanoli
3-hydroksi-2-butanoni
2-metyyli-1-propanoli
2-metyylipropanaali
2-metyylipropanoni
2-metyylipropaanihappo
1,3-butaanidioli
2,3-butaanidioni
Etikkahappo
Tunnistamaton, m/z 58
Tunnistamaton, m/z 86/83

x

X X X
X X

X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X
x
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Kuva 2. Huoneenlammossa (21-23 °C) sdilytetyn E. carotovora alalaji atroseptica —bakteerilla saastutetun
perunan FTIR-spektri 24 tuntia saastutuksen jalkeen. Alueet, joilla selkeimmat muutokset havaittiin, on rengas-
tettu. Spektristd on vahennetty terveen perunan spektri.
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Johtopaatokset

Sekd SPME-GC-MS- ettd FTIR —menetelmilld voitiin osoittaa selvd ero terveestd ja Erwinia-
bakteerilla saastutetusta perunasta vapautuvien haihtuvien yhdisteiden valilla. SPME-GC-MS -
menetelmélla ero havaittiin 15-18 tunnin ja FTIR -menetelmélld 12-18 tunnin kuluttua saastutuksesta,
kun perunat séilytettiin huoneenldmpdtilassa (21-23 °C). Nakyvat matdnemisen oireet alkoivat ilmeté
48 tunnin kuluttua saastutuksesta. Samanlainen selva ero saastutettujen ja saastuttamattomien perunoi-
den haihtuvissa yhdisteissé havaittiin, kun perunoita séilytettiin varastolampétilassa (5 °C).

SPME-GC-MS —menetelmalla saastutetuista mukuloista pystyttiin kerddmaan ja tunnistamaan
useita yhdisteitd, joita terveistd kontrolliperunoista ei havaittu. Nam@ yhdisteet olivat haaroittuneita
alkoholeja, ketoneita ja aldehydejd, jotka voivat muodostua pektolyyttisten entsyymien aktiivisuuden
seurauksena. FTIR- menetelméalld paras piilevan tyvimédan indikaattori oli hiilidioksidi.

Sekd SPME-GC-MS- etta FTIR —menetelmét soveltuivat perunoista vapautuvien haihtuvien yh-
disteiden madritykseen laboratorio-oloissa, silla molemmilla menetelmilla voitiin osoittaa selva ero
terveen ja Erwinia-bakteerilla saastutetun perunan vélilla. Menetelmien optimoinnilla ja validoinnilla
voidaan saada tarkempia tuloksia mm. yhdisteiden absoluuttisista pitoisuuksista. Kumpikaan mene-
telmad ei sellaisenaan sovellu piilevén tyvimadén tunnistamiseen tuotanto-oloissa, mutta néilld mene-
telmilla voidaan keraté aineistoa, joka mahdollistaa kenttékelpoisen sovelluksen kehittamiseen.

Tahdnastisissa kokeissa on madritetty vain yhden tyvi- ja markdmadan aiheuttajan infektiossa
vapautuvia haihtuvia yhdisteitd yhdella perunalajikkeella. Jatkotutkimuksissa tulisi selvittdd myos
muiden tyvi- ja markdmataa aiheuttavien Erwinia-bakteerien, perunalajikkeen ja muiden perunaa ma-
dattavien organismien vaikutuksia haihtuvien yhdisteiden muodostumiseen ja vapautumiseen eri ym-
paristooloissa.
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