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1 JOHDANTO

1.1 Pektolyyttiset enterobakteerit

Pektolyyttiset  enterobakteerit aiheuttavat taloudellisesti  merkittdvid tauteja
viljelykasveilla ympéri maailmaa (Gardan ym. 2003, Samson ym. 2005, Ma ym. 2007,
Panda ym. 2012, Rafiei ym. 2015). Ryhméén kuuluvat Pectobacterium-suvun lajit ovat
suurimpia perunantyvimddidn ja -mirkdméddidn aiheuttajia lauhkealla vyOhykkeelld.
Niiden aiheuttamia tuhoja on raportoitu ruokakasvien lisdksi myos useilla
koristekasveilla (Chao ym. 2006, Kim ym. 2007, Alippi ja Lopez 2009, Baghaee-Ravari
ym. 2011). Taudin vaikutukset ovat kuitenkin erityisen merkittdvia perunalla (Solanum
tuberosum L.), joka kuuluu maailman merkittdvimpiin ruokakasveihin (FAO Crops

statistics database).

Téasséd tutkielmassa Pectobacterium-sukuisista bakteereista kéytetddn suomenkieleisti
nimed pektobakteerit. Ne kuuluvat proteobakteerien luokkaan ja enterobakteerien
heimoon, johon kuuluu kasvi- ja eldinpatogeeneja myds mm. suvuista Dickeya,
Brenneria, Erwinia, Pantoea, Escherichia ja Salmonella. Pektobakteereiden tiedetdin
hajottavan kasvin soluseindd erilaisten entsyymien, kuten proteaasien, pektinaasien ja
sellulaasien, avulla. Kaikki tyviméatdbakteerit suosivat kosteita olosuhteita, mutta niiden
optimildmpdotiloissa on eroja. Ainoa tehokas torjuntakeino on puhtaan siemenperunan
kayttaminen ja hyva viljelyhygienia, silld hyvéksyttyd ja tehokasta kemiallista torjuntaa
el ole eika tdysin taudinkestdvid lajikkeita ole tdhdn asti pystytty jalostamaan (Czajkowski

ym. 2011).

Tamidn maisterintutkielman pohjana ovat aikaisemmat tutkimukset, joissa
pektobakteerikantoja eristettiin madantyneistd perunoiden varsista ja mukuloista (Laurila
ym. 2008). Perunakasvustoissa oli havaittu kesén aikana miadantyneitd varsia, mutta niista
kerdtyistd ndytteistd ei kuitenkaan 16ydetty aikaisemmin tunnettuja, tyvimétia aiheuttavia
bakteereja. Maédéntyneistd varsista eristetyt kannat médritettiin biokemiallisten
ominaisuuksien avulla kuuluvan Pectobacterium carotovorum alalaji carotovorum -lajiin
(Pcc) (Pasanen ym. 2013). Pcc-bakteerin loytyminen perunoiden varsista yllatti

tutkimusryhmén, silld kyseisen bakteerin on todettu useimmiten aiheuttavan
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madantymistd vain perunan mukuloissa. Sekd varsista ettd mukuloista eristetyt kannat
olivat biokemiallisilta ominaisuuksiltaan Pcc-bakteerin tyyppikannan kaltaisia, mutta
jakaantuivat useiden eri sekvenssien avulla rakennetuissa fylogeneettisissa puissa
selkedsti kahteen eri ryhméddn (Pasanen ym. 2013). Useimmat mukuloista eristetyistd
kannoista olivat Pcc-tyyppikannan kaltaisia, kun taas useimmat varsista eristetyista
kannoista asettuivat erilleen muodostaen oman ryhménsd. Varresta eristetyt kannat
erosivat mukuloista eristetyistd mm. niiden III-tyypin eritysreitin toimintaan vaikuttavien
geenien puuttumisen suhteen, mitd testattiin tutkimalla niiden kykyd tuottaa
hypersensitiivisyys-vaste tupakalla. Sekd varsista ettdi mukuloista eristettyjen
pektobakteerikantojen kyky aiheuttaa tyvimitdoireet testattiin  kenttdkokeessa
saastutetuilla siemenmukuloilla, mutta kumpaankaan ryhmiin kuuluvat kannat eivét
kyenneet aiheuttamaan tyvimitdoireita kokeen aikana (Pasanen ym. 2013). Téssd
tutkielmassa halutiin selvittdd perunan varsista eristettyjen Pcc-kantojen merkitysti

perunan terveydelle sekd ymmartd4 mika niiden rooli kasvissa on.

1.2 Perunan tyvi- ja markamata

1.2.1 Qireet ja infektio

Tyvimddédksi kutsutaan perunan varsissa ja lehdissd nidkyvid oireita, kun taas
markdmaddksi kutsutaan perunan mukulan médantymistd (Agrios 2006). Infektio
koostuu latenttivaiheesta seka aktiivisen kasvun ja patogeenisen toiminnan vaiheesta.
Latenttivaiheessa bakteerit eldvdt mukulan pinnalla eikd taudinoireita vield havaita
(Pérombelon 1992 ja 2002, Agrios 2006). Tdma vaihe kestdd seuraavaan kasvukauteen,
tai kunnes kosteustaso ja lampdtila ovat suotuisat infektion aktiivivaiheen alkamiseen.
Aktiivivaihe voi alkaa jo varastoinnin aikana, kun mukuloissa tapahtuva soluhengitys
vapauttaa ympdéristoon vettd (Agrios 2006). Vesi muodostaa mukulan kuoren pinnalle
kalvon, joka estdd hapen kulkeutumisen solukkoon. Mukulan puolustuskyky heikkenee
hapenpuutteen takia, eikd esimerkiksi oksidatiiviseen puolustusreaktioon tarvittavia
yhdisteitd pysty muodostumaan. Tauti voi myds levitéd varastoinnin aikana, kun saastuneet
mukulat ovat kosketuksissa terveiden kanssa. Markdamétié aiheuttavat bakteerit ovat yksi
suurimmista perunan varastotappioiden aiheuttajista, ja suuri osa sadosta menetetdénkin

juuri varastoinnin aikana (Pérombelon 1992).
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Tyypillinen mérkdamétdoire on mukulan maltoon muodostuvat tummat ja vetiset laikut,
sekd sen rakenteen hajoaminen (kuva 1). Malto muuttuu pehmeiksi ja on viriltdin
rusehtava. Sairaan ja terveen solukon vilissd voi nidkyd selked tumma raja. Malto alkaa
taudin edetessd haista voimakkaasti solukossa kasvavien sekundaaristen bakteerien

aineenvaihduntatuotteiden takia.

Kuva 2. Tyvimétdd perunan varressa. Kuvat Anne Rahkonen, Perunantutkimuslaitos
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Mirkdmidéan nikyvét oireet eivét usein ehdi puhjeta mukuloissa varastoinnin aikana,
jolloin tauti levidd pellolle piilotartuntaa kantavan siemenperunan mukana aiheuttaen
perunassa tyvimétdd eli kasvin varren matdnemistd. Aktiivivaiheen edetessd pellolla
emomukula hajoaa ja bakteerit siirtyvit varsiin ja sivumukuloihin joko kasvin
johtosolukon tai kostean maaperin kautta. Pelloilla seisova vesi edesauttaa taudin
levidmistd, kun emomukulasta erittyvd bakteerilima voi levitd ympédrdiviin kasveihin.
Kosteissa oloissa tyvimétdoireet ndkyvit kosteina laikkuina perunan varsissa ja tyvien
mitidnemisend (kuva 2). Kuivissa oloissa kasvin johtosolukossa kasvavat bakteerit estdvit
veden ja ravinteiden kuljetuksen, jolloin varret kellastuvat ja kuihtuvat ja kasvi jai
kitukasvuiseksi (kuva 3). Tyypillisid tyvimétdoireita ovat pienikasvuisuus, kloroosi,
lakastuminen, varsien mdadintyminen, versojen tyvien tummuminen, versojen

kuivuminen ja lopulta kasvin kuolema (Toth ym. 2003, de Haan ym. 2008) (kuvat 2 ja 3).

Kuva 3. Vasen: Tyvimétdinen, kloroottinen ja kitukasvuinen kasvi. Oikea: Kuollutta
solukkoa Ilehdessd ja madéantyneitdi perunan varsia. Kuvat Anne Rahkonen,
Perunantutkimuslaitos
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Pektobakteerit kuuluvat opportunistisiin patogeeneihin, miké tarkoittaa ettd ne pystyvét
infektoimaan isdntdkasvin vain kun sen vastustuskyky on jo valmiiksi alhainen.
Bakteerien taudinaiheutuskyky ei riitd ohittamaan terveen isdnndn puolustus-
mekanismeja, vaan infektion aktiivivaiheen alkaminen on mahdollista ainoastaan mikéli
kasvia stressaavat jo jotkin muut ymparistotekijat. Vahemmaén virulentit bakteerikannat
saattavat saapua kasvisolukkoon sekundaarisena taudinaiheuttajana kun jokin muu
taudinaiheuttaja on ensin ohittanut kasvin puolustuksen ja aloittanut solukon hajottamisen
(Pérombelon 2002). Bakteerien on helpompi tunkeutua mukulan solukkoon kun sen pinta
on jo valmiiksi vaurioitunut esimerkiksi kuivuudesta johtuvan halkeilun, kolhujen,
hyonteisten aiheuttamien haavojen tai ensisijaisen bakteeri-infektion toimesta

(Pérombelon 1992).

Tyvimitibakteeri-infektio voi aktivoida kasvin puolustusjirjestelmén, miki saattaa
johtaa ohjelmoituun solukuolemaan. Solukuolemaan paittyvdd ketjureaktiota kutsutaan
yliherkkyys- eli hypersensitiivisyysvasteeksi (engl. hypersensitive response, HR). Kasvi
pystyy sen avulla estimiin infektion levidmisen tappamalla tartunnan saaneen alueen ja
sitd ympdardivit solut. Tyviméatdbakteerit eldvét kuitenkin kuolleessa solukossa ja
hyodyntidvat kasvien HR-vastetta maidattddkseen kasvisolukon (Hogan ym. 2013).
Puolustusvasteen aiheuttama solukuolema havaitaan nekroottisina laikkuina lehdissa ja

varsissa (kuva 3).

Tyvi- ja mirkdmatdd aiheuttavat bakteerit levidvat saastuneen siemenperunan, veden,
ilman ja hyonteisten vilitykselld (Pérombelon ja Kelman 1980). Térkein torjuntakeino on
terveen siemenperunan kiyttiminen ja hyvd viljelyhygienia, silli bakteerit levidvit
saastuneiden koneiden, mullan ja kasvinosien mukana palstalta toiselle ja terveisiin
mukuloihin, jotka voivat pilaantua varastoinnin aikana. Tautia voi my0s yrittdd estdd
kayttamalla viljelykiertoa, eli vuorottelemalla peltolohkon viljelykasvilajia perdkkaisind
vuosina. Kasvien riittdvin ravinteiden saannin uskotaan olevan my®0s tirked osa niiden
luonnollista vastustuskykyd, silld hyvidkuntoisen ja terveen kasvin puolustusvaste on
ravinteiden puutteesta kirsivdd kasvia parempi (Czajkowski ym. 2011). Pektobakteerien
aiheuttaman tyvimédén torjunnassa on vuosikymmenien varrella kokeiltu tuloksetta mm.
siemenperunan kuumavesikdsittelyd (Robinson ja Foster 1987) sekd antibioottien
(Czajkowski ym. 2011) ja kupariyhdisteiden kayttéd (Aysan ym. 2003). Biologinen
torjunta olisi sekd luonnonmukainen etté kustannustehokas vaihtoehto, mutta toistaiseksi

tehokasta biologista torjuntakeinoa ei ole 10ytynyt. Joidenkin bakteerien, kuten
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esimerkiksi Serratia plymuthica -lajin, on kuitenkin havaittu erittdvéin pektobakteerien

kasvua estdvid yhdisteitd in vitro -kokeissa (Czajkowski ym. 2011).

1.2.2 Pectobacterium-lajien ja alalajien luokittelu

Pektobakteerit on aikaisemmin luokiteltu kuuluvaksi Erwinia-sukuun. Lahempi
taksonominen tarkastelu kuitenkin osoitti niiden olevan oma sukunsa, joka johti
Pectobacterium- suvun perustamiseen (Hauben ym. 1998, Gardan ym. 2003). Suku pitda
nykyéddn sisdllddn lajit P. atrosepticum (lyhenne Pa), P. betavasculorum (Nabhan ym.
2012), P. wasabiae (Pw) (Pitman ym. 2008), P. aroidearum (Nabhan ym. 2013), P
cacticida ja P. carotovorum, joista jalkimmdinen on jaoteltu alalajeihin P. c¢. alalaji
actinidiae, P. c. alalaji carotovorum (Pcc), P. c. alalaji odoriferum (Gardan ym. 2003) ja
P c. alalaji brasiliense (Pcb) (Duarte ym. 2004, Nabhan ym 2012). Aikaisemmin P,
chrysanthemi -nimelld tunnettua lajia varten perustettiin uusi suku nimeltd Dickeya, johon
kuuluu nykydéin seitsemén eri lajia (Samson ym. 2005, Toth ym. 2011, van der Wolf ym.
2013, Parkinson ym. 2014). Pectobacterium ja Dickeya -sukujen taksonominen
madrittely on kuitenkin edelleen tarkastelun kohteena kun uusia, kokogenomisekvensseji

hyodyntivid menetelmid kdytetddn lajinmédritykseen (Zhang ym. 2016).

Useat pektobakteerit pystyvit infektoimaan monia eri koriste- ja viljelykasvilajeja.
Poikkeuksia ovat P. betavasculorum, jota tavataan sokerijuurikkaalla (Beta vulgaris L.),
auringonkukalla (Helianthus annuus L.), artisokalla (Helianthus tuberosus L.) ja
perunalla (Thomson ym. 1981, Gardan ym. 2003), Pa, joka infektoi pddasiassa vain
perunaa (Pérombelon 2002, Gardan ym. 2003, Ma ym. 2007), sekd Pw, jonka on todettu
atheuttavan tautia perunan lisdksi vain japanilaisella piparjuurella (Armoracia rusticana
P.G. Gaertn., B. Mey & Scherb.) (Goto ja Matsumoto 1987, Pitman ym. 2008, Pitman
ym. 2010). Monet lajit on eristetty alun perin jostain muusta kasvista kuin perunasta,
kuten esimerkiksi P. c¢. alalaji odoriferum, joka eristettiin ensimmdiisend sikurista

(Cichorium intybus L.) (Gallois ym. 1992).

1.3 Pcc, Paja Dickeya-suvun lajit

Pcc-lajilla on pektobakteereista laajin isdntaskaala. Siithen kuuluu perunan liséksi useita

merkittdvid viljelykasveja (Toth ym. 2003), kuten erimerkiksi kassava (Manihot
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esculenta Crantz), sipuli (4/lium L. spp.), kaali (Brassica oleracea L.), porkkana (Daucus
carota L.), tomaatti (Solanum lycopersicum L.), pavut (Fabaceae Lindley), maissi (Zea
mays L.), puuvilla (Gossypium L. spp.), kahvipensas (Coffea L. ssp.) ja banaani (Musa L.
ssp.) (Avrova ym. 2002, Ma ym. 2007).

Pcc-kantojen lajinsisdinen vaihtelu on suurta, ja ne voidaan usein jakaa fylogeneettisesti
selkeisiin ryhmiin (Yap ym. 2004, Kim ym 2009). Pcc-bakteerin aiheuttama markdméata
havaitaan aukkoina perunakasvustossa, kun infektoitunut mukula ei taimetu. Mukuloissa
ilmenee usein markdmitid vasta sadonkorjuun jilkeen, ja merkittivimmaét satotappiot
tapahtuvatkin juuri varastoinnin aikana. Pcc on aikaisemmin luokiteltu mirkdamataa
aiheuttavaksi bakteeriksi, mutta eri puolilta maailmaa on viime vuosina ldydetty kantoja,
jotka aiheuttavat myds tyvimitdoireita perunalla (de Haan ym. 2008, van der Merwe ym.
2010). Naéistd osa on kuitenkin todettu jdlkeenpdin védrin tunnistetuiksi, ja mm.
Hollanissa virulenteiksi Pcc-kannoiksi kutsutut kannat todettiin myohemmin Pw-lajiin
kuuluviksi (Pasanen ym. 2013). Pw-lajin bakteereita onkin 16ydetty perunoista ympari
maailmaa. Osa havainnoista raportoi lajin uutena taudinaiheuttajana, mutta tutkijat ovat
myo0s 10ytineet lajia alunperin vdirin tunnistettuna jo vuosia sitten perunoista keréttyjen
kantojen joukosta (Pitman ym. 2010, Moleleki ym. 2013, Nykyri ym. 2012, Waleron ym.
2013, Khayi ym. 2015). Myos Pcb-kantoja on hiljattain tavattu Euroopasta ja myds

Suomesta perunoista (Yeshitila Degefu, suullinen tiedonanto).

Pa on pédasiassa perunaan erikoistunut bakteeri (Pérombelon 2002). Se eldé lauhkealla
vyohykkeelld ja viithtyy muita pektobakteereja alhaisemmissa 1dmpétiloissa (Perombelon
ja Hyman 1989, Lanham ym. 1991). Pa voi aiheuttaa méarkdmétdd mukuloissa

varastoinnin aikana, jolloin ldampdtilat ovat usein pelto-olosuhteita alhaisemmat.

Dickeya-suvun lajeja on 16ydetty lukuisilta eri kasveilta ympéri maailmaa, viimeisimpéna
aivan uusi laji Dickeya solani (Samson ym. 2005, Ma ym. 2007, Laurila ym. 2008,
Slawiak ym. 2009, Toth ym. 2011, van der Wolf 2013). Ne ovat taudinaiheuttajina
pektobakteereja tehokkaampia. Dickeya-suvun lajien optimildmpétila on myds muita
pektobakteereja korkeampi. Kantoja on ldydetty mm. suomalaisesta jokivedesti, josta ne
voivat padtyd pellolle, kun puhdistamatonta vettd kdytetddn kastelussa (Laurila ym.
2008). Dickeya-suvun merkitys eurooppalaisessa perunantuotannossa kasvoi nopeasti

2000-luvun alussa, jonka vuoksi esimerkiksi Skotlanti otti kdytt66n nollatoleranssin
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kantojen esiintymisen suhteen (Toth ym. 2011). Erilaisten karanteenitoimenpiteiden
ansiosta tautia on havaittu ldhivuosina Euroopassa aikaisempaa vihemman. Dickeya-
sukuisten bakteereiden hallintaa biologisen torjunnan avulla on myds tutkittu
(Czajkowski ym. 2012), mutta tehokkaita kaupallisia torjuntakeinoja ei ole vield saatu

kehitettyd (Czajkowski ym. 2011).

1.4 Tyvi- ja markaméatabakteereiden epidemiologia ja ekologia

1.4.1 Tyvi- ja markamatabakteereiden virulenssitekijat

Virulenssilla tarkoitetaan bakteerin taudinaiheutuskyvyn voimakkuutta. Sen voimakkuus
vaihtelee niin eri lajien kuin kantojenkin vilillda (Casadevall ja Pirofski 1999).
Virulenssiin vaikuttaa suuri joukko geenejd, jotka koodaavat mm. kasvisolukon
hajottamiseen, toksiinien tuottamiseen sekd isdnnidn puolustuksen alentamiseen

osallistuvia proteiineja (Wassenaar ja Gaastra 2001).

Tyvi- ja méarkdmaétibakteerien tdrkeimpid virulenssitekijoitd ovat kasvin soluseinidd
hajottavien entsyymien tuotto. Pektobakteerit hajottavat nimensid mukaisesti tehokkaasti
juuri kasvien soluseinén pektiinid. Suurin ja merkittdvin eritettdvien entsyymisen ryhma
onkin pektinaasit, joihin lukeutuvat mm. pektaattilyaasit ja pektiinilyaasit (Chuang ym.
2007). Pektobateerit erittivat myos muita kudosta hajottavia entsyymejd, kuten
sellulaaseja ja proteaaseja, mutta niiden eritettivat maidrdt sekd sen kautta merkitys
virulenssille on pektinaaseja vdhdisempi. Bakteerit kdyttdvit tuottamiaan yhdisteitd
tunkeutuakseen isdntdsoluun sekd hajottaakseen polysakkaridit ja proteiinit

pienimolekyylisiksi yhdisteiksi, jotka ne voivat kayttdd ravinnoksi (Toth ym. 2003).

Soluseindd hajottavat yhdisteet ovat erilaisia eri bakteerilajeilla ja ne vaikuttavat lajien
iséntdkasvilajistoon (Toth ym. 2003). Bakteerien tuottamat entsyymit osallistuvat myds
isédntdkasvin puolustusvasteelle tirkeiden proteiinien tuhoamiseen (Marits ym. 1999).
Pektobakteerien taudinaiheutuskyvyn on aikaisemmin oletettu perustuvan péddasiassa
kasvin soluseinid hajottavien entsyymien tuottoon (Pérombelon 2002), mutta esimerkiksi
Pa-kannan SCRI1043 genomin sekvensoinnin yhteydessd havaittiin useita uusia
potentiaalisia virulenssigeeneja. Tami osoittaa, ettd pektobakteerien

virulenssimekanismit ovat todenndkdisesti monimutkaisempia, kuin aikaisemmin on
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luultu (de Boer 2003, Toth ym. 2003, Bell ym. 2004).

Toksiinit ovat patogeenisten bakteerien tuottamia iséntésoluille vahingollisia yhdisteita.
Niéihin  kuuluvat mm. syringomysiini ja koronatiinitoksiini (Bell ym. 2004).
Koronatiinitoksiini estdd kasvisolun signaalinvilityksen aiheuttaen kloroosia, kun taas
syringomysiini saa kasvisolun vuotamaan elektrolyytteja solun ulkopuolelle (Bender ym.
1999). Tami aiheuttaa solussa energiavajeen, silli se estdd elektronigradienttiin
perustuvan molekyylien kuljetukseen soluseinén lépi. Pa-lajin genominen sekvenssi
osoitti silld olevan koronatiinitoksiinia muistuttavan molekyylin tuottoon tarvittava geeni

(Bell ym. 2004).

Bakteerit voivat sdddelld virulenssinsa voimakkuutta, kun kasvuympériston olosuhteet
muuttuvat. Kasvuolosuhteisiin vaikuttavat ympériston happi-, typpi- ja rautapitoisuus,
lampotila, kasvisolukon hajoamistuotteiden konsentraatio ja bakteerien oma

populaatiotiheys (Toth ym. 2003).

Pektobakteerit ovat sauvamaisia ja niilld on aktiivisen liikkumisen mahdollistavat
siimamaiset rakenteet eli flagellat (Hauben ym. 1998). Liikkumiskykyiset bakteerit
pystyvét hakeutumaan kohti isédntdsolun pintaa sekd kulkemaan soluseindn ldpi. Flagellat
ovatkin merkittdvd pektobakteerien virulenssiin vaikuttava tekija (Pirhonen ym. 1991).
Liikkumiskyky on  tdrkedssi osassa myOs ympdristotekijoiltd  suojaavan
bakteerikasvuston, biofilmin muodostuksessa (Hossain ja Tsuyumu 2006). Biofilmi voi
koostua useista eri bakteerilajeista, ja se sekd suojaa soluja ettd helpottaa kiinnittymista

pinnoille.

1.4.2 Bakteereiden eritysreitit

Bakteerien tuottamia entsyymejd kuljetetaan iséntdkasvin soluihin erilaisten eritysreittien
kautta (Toth ym. 2006). Eritysreitiksi kutsutaan solukalvon pinnalla sijaitsevaa
putkilomaista proteiinikompleksia, jonka kautta kuljetetaan entsyymien lisdksi

virulenssiproteiineja ja DNA:ta.

Eri entsyymiryhmét kuljetetaan erilaisten eritysreittien kautta (Toth ym. 2006).

Kuljetettava proteiini tunnistetaan sen signaalisekvenssin perusteella. Eritysreitit eroavat
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sekd rakenteen ettd kuljetusmekanismien suhteen (kuva 4). I-tyypin eritysreitti vastaa
useimpien proteiinien kuljetuksesta bakteerisolun ulkopuolelle. II- ja jotkin V-tyypin
eritysreitit kuljettavat proteiinit ensin solukalvojen véliseen tilaan, josta ne kuljetetaan
solun ulkopuolelle. III- ja IV- tyypin eritysreitit vastaavat molekyylien kuljettamisesta
suoraan kasvisoluun, ja ne vaativatkin kontaktin kasvisolun kanssa toimiakseen (kuva 4).
IV-tyypin eritysreitin kautta kuljetetaan virulenssiin vaikuttavia proteiineja ja DNA:ta
(Preston ym. 2005) Kaikkein viimeisimpédnd on ldydetty VI-tyypin eritysreitti (Das ja
Chaudhuri 2003), joka muistuttaa rakenteeltaan monelta bakteriofaagilta 16ydettyd
bakteerin soluseinin puhkaisevaa pistinméistd rakennetta. Useat bakteerit, joilla on VI-

tyypin eritysreitti, ovat ihmispatogeeneja (Yen ym. 2008, McIntyre ym. 2010).

" Soluseini

Ulompi solukalvo
/

- Solukalvojen valinen tila
—— Sisempi solukalvo

Bakteerisolu

IV-tyypin I-tyypin HI-tyypin
eritysreitti eritysreitti eritysreitti

Kuva 4. IV-, II- ja Ill-tyypin eritysreitit eroavat rakenteeltaan ja toimintatavaltaan

[I-tyypin eritysreitti on varsin yleinen monilla gram-negatiivisilla bakteereilla (Tseng
ym. 2009). Se on tirkedssi roolissa monen kasvipatogeenin virulenssissa, silld se vastaa
efektorien kuljettamisesta suoraan isdntasoluun. Efektoreiksi kutsutaan proteiineja, joilla
on suora vaikutus infektion etenemiseen isdntdsolussa. Joitain IIl-tyypin eritysreitin
kautta eritettdvid efektoreita kutsutaan Avr- eli avirulenssiproteiineiksi. Ne saattavat
vaikuttaa suoraan isdntdkasvin signaalinvélitykseen ja esimerkiksi estid HR:n ja sitd
kautta kasvisolujen ohjelmoidun solukuoleman (Grant ym. 2006). Mikili kasvilla
kuitenkin on bakteerin Avr-proteiinia vastaava resistenssigeeni, tunnistaa isdntésolu
bakteerihyokkdyksen geeni geenid vastaan-periaatteella, ja puolustusvaste aktivoituu.

Talla mekanismilla on ilmeisesti kuitenkin hyvin vdhdn merkitystd kasvien
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puolustautumisessa  pektobakteereiden aiheuttamia infektioita vastaan, silld

pektobakteereilta ei ole raportoitu Avr-proteiineja.

1.4.3 Tyvi- ja markamataa aiheuttavien bakteereiden eritysreitit ja niiden
merkitys

Tyvi- ja mérkdmaitdé aiheuttavilla enterobakteereilla eritysreittejd tunnetaan kuusi (I-VI)
(Bell ym. 2004, Preston ym. 2005). I-tyypin eritysreitti vastaa mm. virulenssiin
vaikuttavien, soluseindd hajottavien proteaasien erityksestd (Marits ym. 1999, Palacios
ym. 2001). [I-tyypin eritysreitin kautta taas eritetdin kasvisolukkoa hajottavat pektinaasit,
sellulaasit ja Nip-toksiini (Lindeberg ym. 1996). Il-tyypin eritysreitin toiminnan
voidaankin todeta olevan pektobakteerien virulenssin kannalta tirkein ominaisuus
(Pirhonen ym. 1991). Ill-tyypin eritysreitti on 16ydetty monilta Pectobacterium- ja
Dickeya- 1ajeilta (Holeva ym. 2004, Pitman ym. 2008). Pcc-lajin III-tyypin eritysreitin on
todettu erittdvdn ainoastaan DspE-efektoria, joka osallistuu bakteerien infektion
alkuvaiheeseen aiheuttaen kasvisolujen kuolemaa (Bogdanove ym. 1998, Kim ym. 2011,
Hogan ym. 2013). Pektobakteereilta on 1oydetty lisdksi myos IV-, V-, ja VI-tyypin
eritysreitit, mutta niiden merkitys virulenssiin on toistaiseksi vield tuntematon (Bell ym.

2004, Glasner ym. 2008, Liu ym. 2008, Mattinen ym. 2008)

1.4.4 Yhteisty6hon ja bakteereiden populaatiotineyteen perustuva geenisaately

Yhteistyd on monille bakteereille tidrked ominaisuus. Joidenkin ryhmien, kuten
esimerkiksi myksobakteerien ja aktinomykeettien ruokailu ja itididen tuottaminen
tapahtuvat vain suuressa populaatiotiheydessd (Fuqua ym. 1994). Useilla eri
bakteerilajeilla on havaittu solujenvilisti kommunikaatiota (Kaiser ym. 1993), joka
voidaan havaita esimerkiksi parveilevana liikkumisena (Kearns 2010). Monet gram-
negatiiviset ~ bakteerit  sddtelevit  biomolekyylien  tuotantoa  kayttamailla
populaatiotiheydestd riippuvaista sddtelymekanismia nimeltd quorum sensing (QS)
(Whitehead ym. 2001). QS on térkeédssd roolissa monen eldin- ja kasvipatogeenin
taudinaiheutuskyvyssi. Se sddtelee mm. optimaalista populaatiotiheyttd ja virulenssia.
Bakteerit erittdvdt soluseindn ldpi liukenevia biomolekyylejd, esimerkiksi AHL-
molekyylejd  (asyylihomoseriinilaktoni), jotka ympérdivdt solut havaitsevat.
Kasvualustan AHL-konsentraation nousu vaikuttaa geenien ilmenemiseen ja sen kautta

muutokseen yksittdisissd bakteerisoluissa ja koko populaatiossa (Engebrecht ja
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Silverman 1984). Pektobakteerit kdyttdvit AHL-molekyyleihin perustuvaa sditelya
esimerkiksi IV-tyypin ja IlI-tyypin eritysreittien toiminnan ja kasvisolukkoa hajottavien
entsyymien ja antibioottien tuoton sditelyyn (Jones ym. 1993, Pirhonen ym. 1993,
Gardan ym. 2003, Liu ym. 2008). Téll4 tavoin populaatio voi annostella tuottamiensa
entsyymien, antibioottien ja toksiinien miérid tarpeen mukaan. On esitetty, ettéd
pektobakteerien QS-mekanismi viivyttdd soluseindd hajottavien entsyymien tuotannon
aloittamista, kunnes bakteerikonsentraatio on tarpeeksi suuri, jotta bakteerit pystyvit

varmasti estimiin kasvin puolustuksen (Salmond ym. 1995, Mae ym. 2001).

Pektobakteerien QS-mekanismin tuntemus on perustunut aikaisemmin bakteerisolujen
muodostamien, soluseindé hajottavien entsyymien ja muiden virulenssitekijoiden in vitro
-tutkimuksiin (Pirhonen ym. 1993, Liu ym. 2008). Sen oletetaan olevan tirkedssd osassa
bakteerin aiheuttaessa nekroosia kasvissa. Pektobakteerit ovatkin hyvin tehokkaita
kasvisolukon tuhoajia, ja ne voivat tuhota solukkoa yhdessd osassa kasvia ja samaan

aikaan manipuloida kasvin puolustusjirjestelméd toisaalla.

1.4.5 Bakteereiden valinen kilpailu elintilasta ja ravinteista

Bakteerit joutuvat usein kilpailemaan elintilasta ja ravinteista muiden mikrobien kanssa.
Yksittaiset bakteerisolut voivat jossain olosuhteissa kilpailla keskendan, mutta kilpailu
on yleisempd4 eri populaatioiden valilla. Yksi kilpailustrategia on muuttaa
kasvuympaéristoa toiselle bakteerikannalle epasuotuisaksi saatelemalla ympariston pH:ta
(Kwan ym. 2013). Bakteerit voivat myos erittdd kasvualustaan vieraan kannan soluja
tuhoavia antimikrobisia yhdisteitd, bakteriosiineja ja antibiootteja (Haas ym. 2003,
Hibbing ym. 2010, Kazemi-Zaromi ym. 2016). Yhdisteet voivat tappaa kilpailevat solut
joko rikkomalla soluseindd, hajottamalla DNA:ta ja RNA:ta tai estamélld
peptidoglykaanisynteesin ja sitd kautta soluseindn tarkeiden rakenteiden muodostuksen
(Riley 1998). Bakteriosiineiksi kutsutaan bakteerien tuottamia proteiineja ja peptideja,
jotka tuhoavat lahisukuisen bakteerilajin soluja tai estavét niita lisédntymastd, mutta eivéat
vaikuta oman kannan soluihin, kun taas antibiootit vaikuttavat myds bakteerilajeihin,
jotka eivat ole sukua tuottajakannalle (Hibbing ym. 2010, Yang ym. 2014).
Bakteriosiinien tuotto voi indusoitua kun kasvuympariston ravinteista on pulaa. Jopa 99%
pronsenttia bakteereista on arveltu tuottavan ainakin yhta bakteriosiinia (Klaenhammer
1988, viitattu artikkelissa Chuang ym. 2007). Pektobakteerien erittdmié bakteriosiineja
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ovat mm. eriaiset karosiinit ja karotosiinit (Nguyen ym. 2001, Roh ym. 2010, Chan ym.
2011, Kazemi-Zaromi ym. 2016). Bakteriosiinit toimivat yleensa parhaiten tai jopa
ainoastaan laheistd sukua olevia kantoja vastaan (Grinter ym. 2012). Laheistd sukua
olevat bakteerilajit elavéat yleensd samoissa kasvinosissa ja kilpailevat elintilasta ja
ravinteista keskenddn. Ne ovat todenndkadisesti lajiutuneet eri lajeiksi vasta lyhyen ajan
sisdlld, jonka vuoksi niiden luontainen elinympéristd on samanlainen. Bakteerien ei
kuitenkaan kannata erittda bakteriosiineja ympéristoon jatkuvasti, silla kilpailevat kannat
voivat kehittyd nopeasti vastustuskykyisiksi. Useat kannat saatelevatkin toksisten
yhdisteiden tuottoa QS:n avulla ja kayttavat esimerkiksi juuri antimikrobihyokkéysta
vasta kun oma populaatiotiheys on tarpeeksi suuri (Pessi ja Haas 2000, Horinouchi 2002,
Barnard ym. 2007, Duerkop ym. 2009). Liikkumiskykyiset bakteerit voivat myds
hakeutua toisen kannan bakteerisolujen l&helle ja vahingoittaa niiden solukalvoja
(Mashburn ym. 2005). Tama tuhoaa solun ja vapauttaa sen ravinteita kasvualustaan, jossa
ne ovat jalleen vapaasti kaytettdvissd. Bakteerit voivat myods viltelld epédsuotuisaa

Kilpailua siirtyméalla muualle.

Yksi passiivisista kilpailustrategioista on my0s asuttaa uusia elinlokeroita esimerkiksi
tuottamalla biomolekyylejd jotka mahdollistavat kiinnittymisen pinnoille. Esimerkiksi
Pseudomonas fluorescens pystyy eldméddn nestemiisen kasvualustan rajapinnalla
muodostamalla polysakkaridien avulla kelluvan biofilmin, joka mahdollistaa kasvuston
hapen saannin (Rainey ja Travisano 1998). Polysakkaridien tuottoa sdddellddn QS:n
avulla, silld lilan suuri bakteerikasvusto vajoaa pohjaan ja hapensaanti estyy. Uutta
elintilaa saadaan myo0s syrjayttdméllé jokin samasta tilasta kamppaileva laji: esimerkiksi
P aeruginosa erittdd rasvahappoja, jotka estdvit muiden kantojen kasvun samassa
biofilmissd (Irie ym. 2005, Davies ja Marques 2009). Pektobakteerien vastaavia

ominaisuuksia ei kutenkaan tunneta vield kovin hyvin.

1.5 Pektobakteereiden tunnistus

Perunalla tavattavien pektobakteerien tunnistus on perustunut ldhes yksinomaan kantojen
biokemiallisten ja geneettisten erojen vertailuun (Toth ym. 2001). Pektobakteerien
lajinsisdinen variaatio on kuitenkin suurta, ja tutkimuksissa on tavattu kantoja, joiden
lajinméaéritys nédilla menetelmilld on ollut mahdotonta (Oliveira ym. 2003, Yahiaoui-Zaidi

ym. 2003). Pitman tutkijoineen (2008) 16ysivdt Pcc-kantoja, joiden PCR-tunnistus ei
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onnistunut lajille suunnitelluilla alukkeilla, ja 16S rRNA -sekvenssin mukaan piirretyssé
fylogeneettisessa puussa kanta sijoittui samaan joukkoon P. wasabiaen kanssa. Sama on
havaittu myds Suomessa, silli P. wasabiae -bakteeriksi hiljattain tunnistettu kanta on

eristetty jo 80-luvulla Viikin pelloilla kasvaneesta perunan varresta (Nykyri ym. 2012).

Tyvimétdd aiheuttavat bakteerit ovat fakultatiivisia anaerobeja, gram-negatiivisia
sauvoja, joilla on flagellat (Perombelon ym. 1980). Niiden biokemiallisista ominaisuuk-
sista tiedetddn melko paljon. Ne ovat yleensé katalaasipositiivisia, oksidaasinegatiivisia,
fermentoivat glukoosia, pelkistidvét nitraattia, tuottavat B-galaktosidaasia ja H>S:44 sekéd
pystyvdt hyodyntdmaddn L-arabinoosia, D-galaktoosia, D-glukoosia, glyserolia, D-
mannoosia, D-riboosia ja sukroosia, mutta eivit kykene tuottamaan happoa adonitolista

(Perombelon ym. 1980, Schaad ym. 2001).

16S-ribosomi-RNA (16S-rRNA) kuuluu esitumallisilla tavattavaan 30S-ryhméén, joka
on ribosomi-70S:n alaryhmi. Se on 1542 emaésparin pituinen ja sitd koodaavia geenejé
eli 16S-DNA:ta kéytetdén eri bakteereiden sukulaisuussuhteita tutkittaessa (Case ym.
2007). Yhdelld bakteerilla voi olla useita eri 16S-rRNA-sekvenssejd. 16S-23S rDNA
sekvenssien avulla tehtdvd maédrittely on aikaisemmissa tutkimuksissa osoittautunut
kaytannolliseksi markdmatdd aiheuttavien enterobakteerien tunnistamisessa (Fessehaie
ym. 2002). 16S-23S rDNA -sekvensoinnin lisdksi malaattidehydrogenaasigeenin (mdh)
ja agonitaasigeenin (acnA) sekvensointia on kéytetty avuksi Pectobacterium- ja Dickeya-

lajien sukulaisuussuhteita selvitettiessd (Pitman ym. 2010, Baghaee-Ravari ym. 2011).

1.6 Tutkimuksen tavoitteet

Téassd maisterintutkielmassa haluttiin tutkia vuonna 2004-2005 eristettyjen (Laurila ym.
2008) ja muista tunnetuista Pcc-kannoista poikkeavien Pcc-kantojen merkitysté
perunansolukossa. Tyvi- ja mirkdmétiisistd perunan solukoista eristetyt Pcc-kannat
voitiin jakaa kahteen ryhméin fylogeneettisessd analyysissd: yhdessd ryhmaissd oli
padosin varresta eristettyjd Pcc-kantoja ja toisessa pddosin mukuloista eristettyja kantoja
(Pasanen ym. 2013). Téssd tutkimuksessa kantojen jakaantuminen fylogeneettisesti

kahteen ryhméén haluttiin ensin varmistaa sekvensoimalla acn4-geenid koodaava alue.

Samoista varsindytteistd, joissa Pcc-kantoja esiintyi, ei voitu eristdd tunnettuja tyvimatii

aiheuttavia pektobakteereita, joten tuntui ilmeiseltd ettd eristetyt kannat olivat
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aiheuttaneet tyvimadén. Aiemmassa kenttédkokeessa varsista eristetyilld Pcc-kannoilla ei
kuitenkaan saatu aikaan tyviméitdoireita, minkd vuoksi niiden mahdollista
taudinaiheutuskykyd haluttiin = vield selvittdd tdssd tutkimuksessa lisdkokein.
Tutkielmassa haluttiin lisiksi pohtia sitd mahdollisuutta, ettd kannat olisivat saapuneet jo
valmiiksi tyvimétéiseen varsisolukkoon infektion jo ollessa kidynnissd, minké jélkeen ne
olisivat syrjayttineet infektion aiheuttaneen bakteerin. Tdma saattaisi olla mahdollista jos
kantojen voitaisiin todeta tuottavan toksisia molekyyleji joilla ne kykenisivét valtaamaan
alaa muilta tyvi- ja markdmatdbakteereilta. Yksi tutkimushypoteeseista oli, ettd
aikaisemmissa tutkimuksissa pdfosin perunanvarsista eristetyt kannat tuottavat toksisia

yhdisteitd, jotka estdvit muita tunnettuja tyviméatdbakteereja kasvamasta.

Kantojen mahdollista merkitystd tyvimidan torjunnassa tutkittiin kenttikokeessa, jossa
haluttiin selvittid, edistdvitkd kannat perunan terveyttd kentdlld estdmailld tyvimitaa
aiheuttavien kantojen kasvua, ja olisiko niistd ndin ollen hyotyd taudin biologisessa
torjunnassa. Toinen tutkimushypoteesi oli, ettd kantojen kdyttd tyvimitidbakteereilla
saastuneella perunalla kenttikokeessa tuottaa vesikontrollia terveemmin sadon.
Kokeeseen valittiin kaksi huonokuntoista perunaeréd, joissa oletettiin olevan jo valmiiksi

tyvi- ja mirkdmatdoireita aiheuttavia bakteereita.

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Kaytetyt kannat

Tutkittavat bakteerikannat eristettiin alun perin midéntyneistd perunoiden mukuloista ja
varsista Jokioisissa (Laurila ym. 2008). Kantojen on todettu jakautuvan fylogeneettisesti
kahteen ryhmién: ensimmadiseen ryhmaddn sijoittuvat pddosin varsissa tavattavat Pcc-
kannat, joita tdssd tutkimuksessa edustavat isolaatit s0416, s0417 ja s0421, ja toista
ryhméi edustaa yksi varresta eristetty mutta ominaisuuksiltaan mukulakantojen kaltainen
kanta s0427 sekd mukulasta eristetyt kannat t0437 ja t0438. Vertailussa kdytettiin muita
tunnettuja Pectobacterium- ja D. solani-kantoja, jotka oli tilattu kansainvélisitd

kantakokoelmista ja Viikin Hambi-kokoelmasta (taulukko 1).
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2.2 Kasvatusalustat ja kasvuolosuhteet

Kantoja kasvatettiin Nutrient Agar (NA) maljoilla +28°C:ssa ja LB-maljoilla (Luria Broth
25 g (Sigma, St. Louis, MO, USA) ja agar 15 g / 1000 ml tai 7.5 g / 1000 ml), seki
nestemadisessd LB-alustassa 200 rpm:n ravistelussa. Antibioottiresistenttien kantojen
kasvatusalustaan lisdttiin ampisilliinia (konsentraatio 150 pg/ml (Sigma, St. Louis, MO,
USA)). Bakterisidien tuottoa testattiin minimialustalla (liite 2). Kaikkia maljoja ja putkia
kasvatettiin +28°C:ssa 1-2 vuorokautta. Pektolyyttisten bakteerien tunnistamisessa
kaytettiin kristallivioletti-pektaattimaljoja (CVP) (Pérombelon ja Hyman 1986). Kaikki
tutkimuksessa kaytetyt 1isolaatit sdilytettiin 23% glyseroliliuoksessa -80°C:ssa.
Biokemiallisten testien reseptit 16ytyvit teoksesta Schaad ym. 2001.

Taulukko 1. Tutkimuksessa kéytetyt bakteerikannat ja niiden lajit. Kantanumeron edelld
oleva s = eristetty perunanvarresta, t = eristetty mukulasta. Kannan perédssi oleva T =
tyyppikanta.

LAJI KANTA
Ryhma 1
Pectobacterium carotovorum alalaji carotovorum s0416
Pectobacterium carotovorum alalaji carotovorum s0417
Pectobacterium carotovorum alalaji carotovorum s0421
Ryhma 2
Pectobacterium carotovorum alalaji carotovorum s0427
Pectobacterium carotovorum alalaji carotovorum 10437
Pectobacterium carotovorum alalaji carotovorum 10438
Pectobacterium carotovorum alalaji carotovorum SCC1
Pectobacterium carotovorum alalaji carotovorum CFBP 2046T
Pectobacterium atrosepticum Ecal039
Pectobacterium atrosepticum SCRI1043
Pectobacterium atrosepticum s0409
Pectobacterium atrosepticum Hambi 1429T, synonyymi ICMP 1526
Pectobacterium wasabiae SCC3193
Pectobacterium wasabiae s0429-6
Pectobacterium wasabiae CFBP 3304T, synonyymi ICMP 9121
Pectobacterium carotovorum alalaji odoriferum ICMP 11533
Pectobacterium carotovorum alalaji brasiliense CFBP 6617T

Pectobacterium betavasculorum ICMP 4226T
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Dickeya solani s0432-1
Dickeya solani PRI 2019
Dickeya solani IPO 2222T
Salmonella enterica SeelL.T2

2.3 DNA-sekvensointi

Kenttdkokeessa kiytetyisti Pcc-kannoista haluttiin sekvensoida osa acnAd-geenin
koodaavasta  sekvenssistd, jotta voitiin vahvistaa kantojen jakaantuminen
fylogeneettisesti kahteen ryhméaidn. Genominen DNA eristettiin yon yli kasvaneista
kannoista kayttdmalla DNEasy® Blood and Tissue Kit -pakkausta (Qiagen). PCR-reaktio
25 ul: 10 pl monistettavaa DNA:ta, 0.2 U Tag-polymeraasia (Roche Diagnostics), 2.5 pl
10- kertaista DNA-puskuria, 1.5 mMs MgCl2, 200 uM dNTP-sekoitusta ja 0.2 pmol
kutakin aluketta. PCR-ohjelma suoritettiin Mastercycler-merkkiselld PCR-laitteella
(Eppendorf). Kéytetty PCR-ohjelma: denaturaatiolampétila +95 °C 5 minuutin ajan, 35
monistussyklid, joissa +94 °C 30 s, +53 °C 30 s, +72 °C 60 s, jonka jdlkeen terminaalinen
pidennysvaihe +72 °C 7 min ajan. Kontrollina kdytettiin kantaa SCC3193. Alukkeet olivat
acnAl (Sigma, 5°-3' GCCTCGCCGCCGCTGGTGGT) ja acnA2 (Sigma, 5'-3'
CCGCGCATCATCACTTCATG). PCR- tuote ajettiin elektroforeesilla ja eristettiin
geelistd kiyttien E.ZN.A™ Gel extraction kitia (Omega bio-tek, Inc) ja lihetettiin
Helsingin Yliopiston sekvensointiyksikkdon. Osittaisia geenisekvenssejd vertailtiin
kayttdimalla Clustal Omega -ohjelmaa (liite 2). Tyyppikannat tilattiin CFBP-
kantakokoelmasta ja niiden sekvenssit NCBI:n tietokannasta (taulukko 3). Kannoista
muodostettiin fylogeneettinen puu acnA-sekvenssien avulla. Saaduilla sekvensseilld
etsittiin yhtenevéisyyksid tyyppikantojen sekvensseistdi NCBI:n BLAST-tietokantahaun
avulla (Agostino 2012).

2.4 Bakteriosiinien tuotto

Tutkimuksessa haluttiin testata mukuloista ja varsista eristettyjen Pcc-kantojen kykyé
estdd virulenttien kantojen kasvua erittimalld alustaan antimikrobisia yhdisteitd, sekd
selvittdd eroavatko ryhmit 1 ja 2 toisistaan toksiinien tuoton suhteen. Bakteerikannat
inokuloitiin maljalta koeputkiin, joissa oli 5 ml LB-kasvulaustaa, ja niitd kasvatettiin +

28 °C yon yli. Taman jélkeen kasvatusliemien ODgoo-arvo sdddettiin arvoon 0,1 steriilin
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LB-liemen avulla. Kannat yhdistettiin uuteen koepukeen 5 ml:aan LB-lientd, 50 pl
kumpaakin testattavaa kantaa. Kummankin bakteerin méara sekaviljelméssa mairitettiin
maljaamalla 103, 10 ja 107 -laimennokset erillispesikkeiksi kokeen alussa ja uudelleen
3-4 tunnin paista. D. solani s0432-1 -kannan pesikkeet pystyy selkeésti erottamaan Pcc-
kantojen pesikkeistd, joten ne laskettiin suoraan LB-maljoilta. Kokeissa, joissa kantoja
kasvatettiin Pcc SCC1 -kannan kanssa, kaikki pesdkkeet siirrostettiin kasvamaan
ampisilliini- ja LB-maljoille, silld kaikki testattavat kannat kasvavat LB-maljalla, mutta
ainoastaan SCC1-kanta kykenee kasvamaan ampisilliinimaljalla koska se on luontaisesti

resistentti.

Antimikrobisten yhdisteiden tuottoa testattiin myds minimimaljoilla, joille bakteerisoluja
maljattiin pehmytagariin sekoitettuna. Testattavat kannat inokuloitiin pisteinokulaationa
pehmytagariin siirrostetun vertailukannan péélle. Vertailukantoja oli kasvatettu ensin
koeputkissa yon yli, jonka jélkeen 50 ul kasvuliuosta sekoitettiin Sml:aan puolijadhmedi
minimialustaa. Seos levitettiin minimimaljalle, sen annettiin jdhmettyd ja testattavat
kannat siirrostettiin alustaan hammastikulla kevyesti painamalla. Maljoja kasvatettiin 2
vuorokautta ja estorenkaiden koko ja tyyppi kirjattiin ylos. Estorenkaat jaettiin kuuteen
tyyppiin niiden koon ja selkeyden mukaan: 0 = ei estorengasta; 1 = pieni ja heikosti
havaittava, samea estorengas; 2 = keskikokoinen, samea estorengas; 3 = suuri, samea
estorengas; 4 = suuri, kirkas rengas epidselvilld diffuusioreunalla; 5 = suuri/selked ja

kirkas estorengas selkedlld reunalla.

2.5 Kenttakoe

Kenttikokeessa haluttiin tutkia Pcc-kantojen roolia perunansolukossa, sekéd testata
voisivatko bakteerikannat vdhentdd perunassa ja maaperdssd luontaisesti tavattavista
muista bakteereista johtuvia tyvimaétdoireita pellolla. Koe jérjestettiin Jokioisissa kesilld
2010. Kéytossa oli kaksi erityyppistd perunalajiketta, Rikea ja Fontane (Shafique ym.
2010), joiden epdiltiin olevan saastuneita muilla taudinaiheuttajilla. Mukulat inokuloitiin
kadnteisessd autoklavoinnissa alipaineen avulla (bakteeriliemien ODsoo = 0,2) ja
istutettiin toukokuun lopulla. Kdésittelyksi valittiin kolme kantaa kummastakin
sekvenssien avulla muodostetusta kantaryhmaésti, ja kontrollina kéytettiin tislattua vett.
Yksittdisiin ruutuihin istutettiin kuudella bakteerikannalla saastutettuja mukuloita seka
vesikontrollikdsittelyn mukuloita 7 riviin, 20 mukulaa / rivi. Koemalli oli lohkoittain

satunnaistettu koe, jossa oli nelji kerrannetta. Jokaisella kannalla késiteltiin yhteensd 80
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mukulaa ja yhteensd kokeessa istutettiin 560 mukulaa. Palstojen leveys oli 5 m ja

palstojen viliin sekd reunoille oli jitetty metrin levyinen kulkutie.

Perunoiden oireita tarkkailtiin kesén aikana. Kokeen lopulla ruutujen taimien keskipituus
mitattiin ja lopullinen taimimédrd kirjattiin ylos. Kokeen lopuksi mukulat keréttiin,
jokaisen kerranteen kokonaissato punnittiin ja méidantyneiden mukuloiden osuus

kirjattiin ylos.

Kuva 5. Kenttikokeen koeruutuja Jokioisissa

Kenttékokeen jdlkeen kokeessa kdytetyt Pcc-kannat haluttiin eristdd perunansolukosta
Kochin postulaattien mukaisesti. Kenttdkokeen aikana ei havaittu tyvimitdisid versoja,
joten kantoja yritettiin eristdd kenttdkokeen jélkeen kerdtyistd mukuloista. Mukuloiden
kuorikerrosta rikottiin veitselld ja niitd inkuboitiin kosteissa oloissa muutaman pdivan
ajan, kunnes bakteerien entsyymit alkoivat hajottaa solukkoa. Solukkoa maljattiin
selektiiviselle CVP-alustalle, jotta pektolyyttiset bakteerit saataisiin eroteltua muista
bakteereista, minkd jdlkeen kuoppia ~muodostavat bakteerit  siirrostettiin

puhdasviljelmiksi
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2.6 Kenttdkokeen mukuloista eristettyjen kantojen lajinmaaritys

biokemiallisten ominaisuuksien ja sekvenssien perusteella

Osa kenttékokeessa eristetyistd kannoista muodosti kuoppapesékkeita CVP-maljoilla.
Niiden kantojen biokemiallisista ominaisuuksista testattiin gram-reaktio, oksidaasi- ja
katalyysiaktiivisuus, sukroosinpelkistyskyky, fakultatiivinen anaerobisuus, indolin
tuottaminen tryptofaanista, ketometyyliklukosidin tuotto sekd kasvuston viri YDC-

alustalla (Schaad ym. 2001, Perombelon ja VVan Der Wolf 2002).

Kenttdkokeen jidlkeen mukuloista eristettyjen kantojen ITS-alue haluttiin sekvensoida.
PCR:ssi kiytettiin alukkeita 114fja Llr, entsyymind DyNAzyme™ (Finzymes Oy) ja
PCR-ohjelmaa +94 °C 2 min, + 94 °C 1 min, +60 °C 1 min, +72 °C 1 min 30 s, timi
toistetaan 32 kertaa, +72 °C 10 min (Fessehaie ym. 2002). Tuote ldhetettiin sekvensointiin

alukkeilla L1r ja 1491f.

3 TULOKSET

3.1 Kantojen fylogeneettinen ryhmittely acnA-geenin sekvenssien avulla

Kokeessa kéytettyjen Pcc-kantojen fylogeneettinen sijoittuminen kahteen ryhméén halut-
tiiln varmistaa acnA-geenin sekvenssin perusteella. Geelikuva osoitti PCR-reaktion
onnistuneen, vaikka geelissd ndkyikin paljon epdspesifistd monistumista (kuva 6).

Kannoista muodostettiin fylogeneettinen puu acnA-sekvenssien avulla (kuva 7).
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Kuva 6. Pcc-kannat geelissa acnA-geenin PCR:n jéalkeen. Kannat 1-7 numero-
jarjestyksessa: s0416 s0417, s0421, s0427, t0437, t0438 ja SCC3193. Vasemmassa
reunassa olevan kokostandardin avulla valittiin oikeanpituinen, noin 500 emasparia pitka
fragmentti, jonka sisaltdma DNA eristettiin geelisté ja sekvensoitiin.

_ P. wasabiae -tyyppikanta

Pcc s0416

Pcc s0421

Pccs0427
Pcct0437 Ryhma 2
Pcc t0438

PchCMP 5702 P.c. subsp. carotovorum -tyyppikanta

P.c. subsp. odoriferum -tyyppikanta
F. atrosepticum -tyyppikanta
P. betavasculorum -tyyppikanta

|| See LT2 | Salmonella enterica subsp. enterica -tyyppikanta

0,03

Kuva 7. Tutkimuksessa kéytettyjen Pcc-kantojen ja eri tyyppikantojen sijoittuminen
acnA-geenin sekvensoinnin perusteella fylogeneettiseen puuhun, jossa tutkittavat kannat
muodostivat kaksi erillistd ryhmdd. Ryhma 2 sijoittui puussa ldhemmaéksi Pcc-lajin
tyyppikantaa.
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3.2 Sekvensoinnin perusteella muodostetut ryhméat erosivat toksiinien
tuoton suhteen

Muista Pcc-kannoista poikkeavien kantojen kykyd kilpailla Pcc SCCl-kannan ja D.
solani s0432-1 -kannan kanssa testattiin nesteméisessd kasvualustassa. Alustavat tulokset
osoittavat, ettd ryhmédn 1 kannat pystyivit useimmiten lisidméén konsentraatiotaan kun
niitd kasvatettiin liemiviljelméssd yhdessd muiden kantojen kanssa. Varsista eristetyt
kannat s0417 ja s0421 lisddntyivdt voimakkaasti kasvaessaan samassa alustassa D.
solani-kannan kanssa, kun taas kannan s0416 osuus viljelmésta jdi vahdiseksi D. solani
s0432-1 -kannan kanssa kasvaessa mutta ei Pcc-kannan SCC1 kanssa (kuva 8). Koska
kokeet olivat huomattavan suuritdisid ja tulokset eivit olleet kovin selvid, paitettiin

kokeita jatkaa kayttden eri menetelmaa.
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Kuva 8. Pcc-kantojen s0416, s0417, s0421 ja t0438 yhden vuorokauden kasvatuksen
tulokset 5 ml:n liemikasvatuksissa, joihin oli inokuloitu kahta kantaa. Toisena kantana
putkissa oli joko Pcc SCCI1 tai Dickeya solani s0432-1.
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Pektobakteerikantojen kykya tuottaa muiden kantojen kasvua estivié toksiineja testattiin
kiintedlld minimi-alustalla, johon oli valettu vertailukanta pehmytagarissa ja siirrostettu
testattava kanta hammastikulla. Positiivinen tulos havaittiin siirrostetun kannan ymparille
muodostuvana estorenkaana, kun siirrostetun kannan erittimét yhdisteet estivit

pehmytagarissa olevia vertailukannan soluja kasvamasta. Estorenkaat jaettiin kuuteen

ryhméén renkaan koon ja selkeyden mukaan (kuvat 9-10 ja taulukko 2).

Kuva 9. Estorengastyypit 0-5: 1 = pieni diffuusiorengas < 5 mm, 2 = keskikokoinen
diffuusiorengas 6-9 mm, 3 = suuri mutta epéselva diffuusiorengas > 10 mm, 4 = suuri ja
kirkas diffuusiorengas > 10 mm, 5 = suuri, kirkas ja selkedrajainen rengas > 10 mm.

Kuva 10. Perunasta eristettyjen Pcc-kantojen muodostamat estorenkaat maljoilla, joilla
pehmytagariin oli maljattu Dickeya-kanta s0432-1 sekéd Pcb-kanta 6617T. Ylarivissd ovat
ryhmén 1 kannat s0416, s0417 ja s0421, keskimmaisessa rivissd ryhmén 2 kannat s0427,
t0437 ja t0438 ja alarivissd negatiivisina kontrolleina sama kanta kuin agarissa sekd
puhtaalla hammastikulla tehty inokulaatio ilman bakteerikasvustoa.



Taulukko 2. Estorenkaat minimialustalla. Maljoille pistoinokulaationa siirrostetut kannat ovat sarakkeissa, pehmytagarin avulla maljatut vertailukannat

riveilld. Kaikki kannat testattiin. Estorengastyypit kuten kuvassa 9, tyhji ruutu = 0, ei estorengasta
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3.3 Kenttakokeen tulokset

Kenttdkokeessa haluttiin testata, vaikuttavatko mérkdmatdisistd mukuloista ja
tyvimétéisistd varsista eristetyt Pcc-kannat perunan terveyteen ja tyvimidddn
muodostumiseen pellolla. Tétd tutkittiin saastuttamalla bakteerikannoilla kahden
perunalajikkeen mukuloita ja tutkimalla niistd kasvatettujen kasvien terveyttd ja kokoa,
sekd mittaamalla sadon méadrd ja laatu kokeen jédlkeen. Kokeessa kaytetyt
siemenperunaerit oli valittu sen vuoksi etti siemenperunan tuottajan mukaan niissé
epdiltiin olevan paljon muita taudinaiheuttajia. Kuten edellisessékin kenttdkokeessa
(Pasanen ym. 2013), tédlldkdan kertaa kasveissa ei havaittu tyvimaétéisid kasveja, mutta
jotkin késittelyt vihensivit selkedsti taimettumista (kuva 11). Tyvimitdisid versoja ei
16ydetty, ja muutkin oireet koostuivat 1dhinna kuivista lehdistd ja lehdenkirjistd seké
satunnaisista kloroottisista tai pienikasvuisista taimista (kuva 12). Rikealla edelld
mainitut oireet ilmenivét pidasiassa varresta eristetyn kannan s0417 ja vesikontrollin
kasveissa. Fontanella oireet havaittiin varresta eristettyjen kantojen s0417 ja s0421,
mukulasta eristetyn kannan t0437 sekd vesikontrollin kasveissa. Muista selkeésti
poikkeavan tuloksen antoi Fontanen s0417-kannan késittely, silld sen kasveista suuri osa

jéi taimettumatta ja loputkin kasvit olivat pienikokoisia, kuivia ja kloroottisia.

Kisittelyiden tuloksissa oli merkittidvid lajikkeenvilisid eroja. Rikean vesikontrolli oli
lajikkeen tervein, kun taas Fontanen kohdalla vesikontrollin kasvien taimikorkeus ja
sadon miira olivat alhaiset (kuva 11, taulukko 3). Tuloksiin vaikuttaa varmastikin kesan
2010 poikkeukselliset helteet ja normaalitasoa vdhdisempi sademiidrd (Ilmatieteen
laitoksen vuositilastot). Tuloksista voidaan pditelld, ettd kannat saattoivat parantaa yhden
lajikkeen terveyttd, kun taas toisessa lajikkeessa niilld oli perunan terveyttd huonontava
vaikutus. Vaikka kéisittelyt eivdt tuottaneet varsinaisia tyvimétioireita, havaittiin
joidenkin niistdi mukuloissa muita enemmin mitdd kokeen jdlkeen. Kenttikokeen
tulokset eivit kuitenkaan anna syytd olettaa, ettd poikkeavat Pcc-kannat toimisivat

antagonisteina vihentden taudinoireita pellolla.
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Kuva 11. Rikean (ylld) ja Fontanen (alla) keskimdirdinen taimikorkeus sekd keski-
mairdinen taimien lukumiiré kenttdkokeen paittyessa



Kuva 12. Kenttdkokeen aikana ei havaittu juurikaan tyvimétéoireita. Suuri osa kasveissa
havannoiduista oireista johtui luultavasti muista tekijoistd kuin bakteerikésittelyista.
Oireita olivat kellertdvit ja rusehtavat laikut lehdissé, kellertivit ja rusehtavat lehdet ja
lehden kérjet, kuivuneet lehdykit, harmaat ja kuivuneet versojen kérjet ja kokeen
loppupuolella harmahtavat laikut varsissa.

Taulukko 3. Rikean ja Fontanen kokonaissato ja mddén solukon maara

Kokonaissato (kg), Rikea Madan solukon méaéré (kg), Rikea

Keskiarvo Keskihajonta Keskiarvo Keskihajonta
Vesikontrolli 9,601 1,762 0,140 0,109
s0416 9,627 0,212 0,028 0,032
s0417 10,190 1,496 0,069 0,137
s0421 9,721 1,599 0,027 0,053
s0427 9,315 2,029 0,000 0,000
t0437 8,673 1,122 0,004 0,008
t0438 9,326 0,383 0,042 0,084

Kokonaissato (kg), Fontane Méadéan solukon maéra (kg), Fontane

Keskiarvo Keskihajonta Keskiarvo Keskihajonta
Vesikontrolli 10,209 1,004 0,000 0,000
s0416 12,193 1,089 0,033 0,066
s0417 3,855 1,307 0,353 0,150
s0421 10,912 1,004 0,087 0,106
s0427 11,663 1,184 0,000 0,000
t0437 11,702 0,662 0,008 0,016
t0438 10,349 0,781 0,044 0,088
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3.4 Kenttdkokeen mukuloista eristettyjen kantojen lajinmaaritys

Kenttékokeessa kdytetyt kannat haluttiin eristdd kokeen jélkeen maétdisistd mukuloista.
Kantojen lajinmadrityksessa kdytettiin apuna biokemiallisia testejd, mutta niiden tulokset
olivat epamadriisié eikd tuloksia esitetd. Vaikka osa kenttdkokeen mukuloista eristetyista
kannoista oli biokemiallisilta ominaisuuksiltaan Pcc-kannan kaltaisia, osoitti ITS-alueen
sekvensointi niiden olevan yhtd lukuunottamatta muita, luonnossa ja maaperissi

yleisesti esiintyvid bakteereita.

Kantojen ITS-alueelle 16ytyi homologiaa useista eri suvuista. Bakteerikannalla t0438
kasitellyn kasvin satomukulasta eristetyn bakteerikannan sekvenssi antoi BLAST-haussa
homologiaa myds Pcc-kannoista (id-% 95-96, E 0.0), mutta ne 1dydettiin 16S-23S -
alueelta. Listan kérkeen sijoittuivat Pcc-kannoista Pcc t0439 (id-% 95, E 0.0), Pcc t0433
(1d-% 95, E 0.0), Pcc t0444 (1d-% 95, E 0.0), Pcc t0443 (id-% 95, E 0.0) ja Pcc t0403 (id-
% 95, E 0.0), Pcc t0435-5 (id-% 95, E 0.0) ja Pcc t0438 (id-% 95, E 0.0). Eristetylld
kannalla oli siis yhtdldisyyksid Pcc-kannan t0438 kanssa, mutta yhtéldisyys oli kuitenkin
vain 95%, joten tulosten perusteella ei voida olla varmoja onko kyse samasta kannasta.
Linjauksesta nédkyi ettd sekvenssit olivat huomattavan homologisia aminopédssé, jossa
nukleotidit 1- 450 ovat ldhes samat melkein kaikissa tuloksissa, kun taas karboksipédédssa

oleva saman pituinen alueen homologia oli alempi.

4 TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Pcc-kannat voitiin jakaa kahteen ryhmaan acnA-sekvenssien avulla

AcnA-geenin sekvensointi todisti ettd tutkimuksessa kéytetyt Pcc-kannat jakautuvat
selkedsti kahteen ryhméédn, kuten Pasanen tutkimusryhmineen oli jo aikaisemmin
havainnut (Pasanen ym. 2013). Ryhma 1 pitd4 siséllddn varresta eristetyt Pcc-kannat, ja
ryhméd 2 yhden varresta eristetyn kannan ja kaksi mukulasta eristettyd kantaa. Koska
kantojen jakaantuminen voitiin havaita selkeésti jo acnAd-sekvenssien avulla piirretyssi

puussa, ei muita geeneja ollut tarpeen sekvensoida tdssd tyOssa.
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4.2 Kantojen toksiinintuottokyvyssa oli eroja

Osa perunanvarresta eristetyistd kannoista eritti kasvualustaan yhdisteitd, jotka estivét
tehokkaasti muiden tyvimétidbakteerien kasvua. Perunanvarresta eristetyt kannat
muodostivat eriasteisia estorenkaita mm. kantoja Pcc SCC1, D. solani s0432-1 ja P.
carotovorum alalaji brasiliense CFBP 6617 vastaan, kun taas mukulasta eristetyt kannat
eivit pystyneet estimddn muiden kantojen kasvua yhtd tehokkaasti. Varresta eristetty
mutta fylogeneettisesti mukulasta eristettyjen kantojen kanssa ryhmittyva kanta Pcc
s0427 muistutti ominaisuuksiltaan mukulassa viihtyvid kantoja, joten toksiinien tuoton
suhteen ei ole olennaista mistd kasviosasta kanta on eristetty. Tuloksien perusteella
voidaan olettaa, ettd varsista eristetyt kannat saattaisivat toimia antagonisteina kasvissa.
Tulokset osoittivat myds, ettd muille ldhisukuisille kannoille toksisten yhdisteiden tuotto
on yleinen pektobakteereiden ominaisuus. Vastaavia tuloksia on saatu aikaisemmissakin
tutkimuksissa (Kazemi-Zaromi ym. 2016). Tuloksista voidaan péitelld myds ettd
mukuloissa yleisesti esiintyvit Pcc-kannat sekd Pa-kannat olivat muita testattavia kantoja
heikompia toksisten yhdisteiden tuoton suhteen. Mydskdén wasabista eristetty P
wasabiae -tyyppikanta CFBP 3304 ei muodostanut estorenkaita mitdfin perunasta

eristettyd kantaa vastaan.

4.3 Kannat eivéat vahenténeet tyviméataoireita kenttakokeessa

Kesd 2010 oli poikkeuksellisen kuuma ja kuiva, joka luultavasti vaikeutti bakteerien
kasvua kenttidkokeen aikana. Kasvukauden korkeiden 1dmpétilojen voisi olettaa suosivan
luontaisista taudinaiheuttajista D. solania, silld sen optimildmpdtila on pektobakteereja
korkeampi. Kenttikokeen kasvit olivat kuitenkin yleisesti ottaen terveitd vaikka niiden

oletettiin olevan heikkolaatuista siemenperunaa jossa oli paljon taudiniaheuttajia.

Kéytetyt perunalajikkeet erosivat toisistaan. Fontane oli kokonaisuudessaan Rikeaa
terveempi. Fontanen vesikontrollin kasvien korkeus oli lajikkeen toisiksi pienin, joka voi
johtua siitd ettd mukuloiden kasvu on ldhtenyt kdyntiin muita kasittelyitd hitaammin.
Bakteerikésittelyilld on siis saattanut olla suotuisa vaikutus kasvin alkuvaiheen
kehitykseen. Joidenkin typped sitovien juuristobakteerien tiedetddn edistdvén
iséntdkasvin kasvua ja kehitystd sekd myos kilpailevan muita mikrobeja vastaan, ja niitd

onkin mahdollista kdyttdd sekd biolannoitteina ettd biologisessa torjunnassa (Bevivino
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ym. 1998, Fessehaie ym. 2002, Vessey 2003). Kannan s0417 késittely tuotti Fontanella
poikkeuksellisia tuloksia. Taimettumattomia oli paljon ja taimettuneet kasvitkin olivat
pienid ja kloroottisia. Tdm&d havainto tukee tutkimusryhmédn aiemmin saamia
kenttikokeen tuloksia (Pasanen ym. 2013). Kannalla s0417 késitellyissi Fontanen
mukuloissa havaittiin kenttdkokeen jilkeen myds eniten mérkdmitidd. Perunanvarsissa
vithtyvédn kannan s0417 ei ole kuitenkaan havaittu aikaisemmissa tutkimuksissa olevan

aggressiivinen taudinaiheuttaja.

Rikean kohdalla bakteerikasitellyt kasvit olivat vesikontrollia lyhyempid. Tdmai saattaa
johtua siitd, ettd kdsittelyiden indusoima puolustusvaste kasvissa on kéyttdnyt kasvin
metaboliatuotteita (Herms ym. 1992, Agrawal 1999, Heil ym. 2000). Vaikka késittely on
saattanut hidastaa kasvin alkuvaiheen kehitysta, on kasveista tullut kuitenkin kestavampid
jauseampi niisté sdilyi hengissad kokeen loppuun. Vastaava havainto tehtiin myos Rikealla
kantojen s0427 ja t0437 kisittelyiden kohdalla, joiden kasvien taimikorkeus ja
kokonaissato olivat jddnet alhaisiksi, mutta sato oli hyvélaatuista eikd markdmitiaa

havaittu.

4.4 Kantojen ominaisuudet ja tunnistus

Kenttdkokeen jdlkeen kasveista eristettyjen bakteerikantojen sellulaasinhajotuskyky oli
huono ja niiden tuloksia ketometyyliglukosidialustalla oli ajoittain vaikea tulkita.
Pektobakteerien biokemiallisissa ominaisuuksissa on kuitenkin havaittu paljon
lajiensisdistd variaatiota (Oliveira ym. 2003, Yahiaoui-Zaidi ym. 2003). Kokeessa
kdytettyjen kantojen ominaisuudet ovat myOds monilta osin tyyppikantojen
ominaisuuksista poikkeavia, joten lajinmééritys pelkdstddn biokemiallisten testien
perusteella ei ollut riittdvd, vaan eristetyt kannat tunnistettiin myos sekvenssitietoa

kayttden.

Kenttdkokeen loputtua mukuloista ei useista yrityksistd huolimatta onnistuttu eristimaan
kokeessa kdytettyjad kantoja. Yksi Rikean mukuloista eristetyistd kannoista oli ITS-alueen
sekvensoinnin perusteella Pcc-kannan t0438 kaltainen, ja vaikka sen lajia ei pystytty
madrittiméddn kuuluu se todenndkdisesti Pectobacterium-sukuun.  Aikaisemmissa
tutkimuksissa onkin havaittu, ettd joidenkin pektobakteerikantojen ITS-alueen sekvenssit
voivat poikeata huomattavastikin tyyppikantojen sekvensseistd (Baghaee-Ravari ym.

2011). Muiden kenttdkokeen mukuloista eristettyjen kantojen sekvenssit olivat
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samankaltaisia Enterobacter-, Raoultella-, Citrobacter-, Cedecea- tai Klebsiella-sukujen
bakteerien sekvenssien kanssa. Jotkin K/ebsiella-suvun bakteerit ovat ihmispatogeeneja,
ja Klebsiella oxytoca on yleinen maaperdbakteeri. Jotkin Klebsiella-suvun bakteerit
edistévit kasvien terveyttd ja ehkdisevat mm. erdiden sienitautien kasvua, ja Enterobacter
clocaen on todettu olevan tehokas Fusarium-sienen aiheuttaman kuivamédén torjunnassa

(Khalil 2010).

Tutkimuksessa kéytetyistd Pcc-kannoista suurin osa oli eristetty alunperin
perunanvarresta, joka saattaa olla niiden luontainen elinymparisto. Tdméan vuoksi niiden
puuttuminen mukuloiden solukosta ei ole yllattavad. Kenttdkokeen aikana ei kuitenkaan

havaittu tyvimétiisid versoja, joten niisté ei pystytty eristiméén taudinaiheuttajia.

5 JOHTOPAATOKSET

Kantojen acnA-geenin sekvenssien fylogeneettinen analyysi sijoitti varsista ja mukuloista
eristetyt kannat selkeédsti omiin ryhmiinsd. Tutkimuksessa kéytetyt, pddosin varsista
eristetyt, ryhmadn 1 kuuluvat Pcc-kannat poikkeavat ominaisuuksiltaan tyyppikannoista
muodostaen oman ainutlaatuisen ryhménsi. Varsista eristetyt ryhmin 1 kannat eivit
oletettavasti ole kuitenkaan rajoittuneet ainoastaan perunanvarsiin, silli samanlaisia
kantoja on l6ydetty myds mukuloista. Kokeet osoittivatkin, ettd kantojen jaottelussa
fylogeneettinen sijainti on merkitsevimpédd, kuin se mistd ne on alun perin eristetty.
Tulokset tukevatkin tutkimusryhmén aiempaa havaintoa (Pasanen ym. 2013), jonka
mukaan perunan varsien ja mukuloiden luontaiset pektobakteeripopulaatiot ovat
ominaisuuksiltaan hyvin erilaisia, mutta niiden elinympéristo ei vélttimitta rajoitu vain

sithen osaan kasvia, mistd ne on alun perin eristetty.

Yksi tdmédn tutkimuksen tavoitteista oli selvittdd perunan varsista eristettyjen
aikaisemmin tuntemattomien Pcc-kantojen roolia perunansolukossa. Kannat 16ydettiin
tyvimdtdisen perunan varsista ja mukuloista tilanteessa, jossa muita samansukuisia
taudinaiheuttajia ei ollut ldsnd. Kantojen ei kuitenkaan ole havaittu kokeellisesti
aiheuttavan tyvimadtdd perunalla, ja niiden merkitys perunan varsisolukossa on edelleen
osittain tuntematon. Kannat ovat voineet saapua perunan varsiin sekunddari-infektoijina.
Niiden alkuperd voi olla joko kasteluvedessé tai ne saattavat kulkea siemenperunan tai

hyonteisten mukana pellolta toiselle. Kannat ovat saattaneet eldd jonkin aikaa kasvin
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pinnalla ja ovat sen jilkeen tunkeutuneet taudinoireiseen solukkoon vasta sen jélkeen kun

jokin toinen bakteerikanta on aloittanut solukon hajottamisen.

Tulokset osoittivat, ettd padosin varsissa eldvat Pcc-kannat pystyvét estiméén tehokkaasti
muiden tyvimétdbakteerien kasvua tuottamalla toksisia, kenties antibiootin tai
bakteriosiinin kaltaisia yhdisteitd. Onkin mahdollista, ettd varsissa tavattavat kannat
kayttavat erittimidén yhdisteitd hyvikseen tunkeutuakseen kasvisolukkoon, joka on jo

madintynyt ensisijaisen bakteeri-infektion toimesta.

Osa tutkimuksessa kéytetyistd kannoista pystyi tuottamaan muille kannoille toksisia
yhdisteitd huomattavasti Pcc-tyyppikantoja ja P. atrosepticum -kantoja tehokkaammin,
minkd vuoksi niiden mahdollista antagonistivaikutusta haluttiin tutkia kenttikokeessa.
Kenttdkokeen tulokset eivdt kuitenkaan vahvistaneet niilli olevan antagonistisia
ominaisuuksia. /n vitro -kokeiden tulokset ovatkin vain harvoin suoraan verrannollisia
kentéltd saatuihin tuloksiin, silld pelto-olosuhteissa useat eri kannat ovat interaktiossa
keskenddn, ja tuloksiin vaikuttavat monet bioottiset ja abioottiset tekijat. Osa mukuloista
eristetyilld kannoilla késitellyistd kasveista tuotti kuitenkin kenttikokeessa terveen ja
hyvélaatuisen sadon. Viime vuosina onkin havaittu, ettd jotkut Pcc-kannat estévit
virulenttien mérkdmétébakteerien kasvua mukulassa varastoinnin aikana, ja niiden
kayttod perunanmirkdmididn torjunnassa tullaan todenndkoisesti kokeilemaan jo

ldhivuosina (Kazemi-Zaromi ym. 2016).

Kenttdkokeen véhiiset oireet johtuivat varmasti suurilta osin kuivasta kesastd, joka ei
suosinut taudinkehitystd. Tyviméatdoireet voivat kuitenkin olla hyvinkin erilaisia riippuen
mm. siemenperunan bakteerikonsentraatiosta, lajikkeen herkkyydesti ja sddoloista, kuten
kasvukauden ldmpdtilasta ja maaperin kosteusasteesta (Pérombelon 2002). Vaikka kesi
2010 e1 vastannut sddolosuhteiltaan Eteld-Suomen keskiarvoa, saattavat kuumat ja
viahésateiset kesdt yleistyd ldhivuosikymmenind. On mielenkiintoista seurata, miten
kasvukauden keskildmpdtilan nousu vaikuttaa viljelykasvien luontaisiin bakteereihin ja

mitkd muodostuvat valtalajeiksi suomalaisessa perunanviljelyssa.

Kenttdkokeen tuloksissa merkittdvin muuttuja oli perunalajike. Fontanella onkin havaittu
alemmissa tutkimuksissa olevan jonkinasteinen vastustuskyky tyvimitibakteereja
vastaan (Shafique ym. 2010). Fontanen tapauksessa kuitenkin Pcc-kannalla s0417

infektoidut kasvit olivat selkedsti muita sairaampia. Suuri osa kasveista jii taimettumatta
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ja loputkin olivat kitukasvuisia. Ndiden kasvien sato jdi pieneksi ja mukuloissa havaittiin
kokeen jdlkeen eniten mérkdmétidd. Kanta s0417 antoi kuitenkin lupaavia tuloksia in
vitro-kokeissa estdmailld virulenttien kantojen kasvua. Téstd voidaan péételld, ettd
varsissa viithtyvé Pcc-kanta s0417 on tehokas tuottamaan toksiineja jotka estavit muiden
kantojen kasvua, mutta samalla se omaa patogeenisia ominaisuuksia jotka vaikuttavat

negatiivisesti kasvin terveyteen.

Kyky tuottaa muita samassa ekologisessa lokerossa eldvid bakteereita tappavia yhdisteiti
on yleinen tyvi- ja mirkdmétibakteerien ominaisuus. Se saattaa olla my0s merkki
kantojen yhteisestd kehityshistoriasta. Elintilasta ja ravinteista kilpailevat kannat ovat
todennékoisesti olleet jo pidemmén aikaa vuorovaikutuksessa keskenddn niiden
luontaisessa elinympéristossid. Ne saattavat eldd iséntdkasvissa ldhelld toisiaan, jolloin
niille on kehittynyt kyky tuottaa toisiinsa vaikuttavia yhdisteitd. Tétd tukevat myos in
vitro -testien tulokset, joiden mukaan pddosin varsissa tavattavat ryhmén 1 kannat
pystyivit estimédn tehokkaasti D. solani -1ajin ja hiljattain Suomeen levinneen Pcb-lajin
kasvua minimialustalla, mutta D. solani kykeni my0s estiméén varresta eristettyjen Pcc-
kantojen kasvua. Pddosin mukulasta eristetyt kannat eivét taas pysty estimain D. solani
ja Pcb-kantojen kasvua. Tdma johtuu todennédkoisesti siitd, ettd kannat viihtyvit kasvin
eri osissa: D. solani ja Pcb kasvavat varsissa, kun taas ryhmén 2 Pcc-kantoja tavataan
lahinnd mukuloissa, joten ne eivét joudu usein vuorovaikutukseen keskenddn. Téll6in
yhteistd kehityshistoriaa e1 ole, eikd kannoilla ole kehittynyt tarvetta tuottaa toisiinsa
tehoavia spesifisid antimikrobisia yhdisteitd. Poikkeuksena tdstd on mukulakantojen
kanssa ryhmittyva varresta eristetty kanta s0427, joka ei myoskddn pystynyt estiméén D.
solani -kantojen kasvua. Se saattaa olla uudempi tulokas perunansolukossa, eikd yhteista
kehityshistoriaa timén vuoksi ole. Bakteereiden yhteisen historian puuttuminen voi myos
selittdd, miksi wasabista eristetty P. wasabiae -lajin tyyppikanta CFBP 3304 ei tuottanut

estorenkaita yhdelldkdén perunasta eristetyistd bakteereista.

Tamin tutkimuksen tulokset vahvistavat aikaisemman ryhmén tulokset, joiden mukaan
perunan varsista eristetyt, poikkeavat Pcc-kannat eivit kykene aiheuttamaan tyvimaitda
perunalla (Pasanen ym. 2013). Tdmén kokeen tulokset antavat kuitenkin viitteitd niiden
patogeenisesta luonteesta. Tdssd valossa niiden kdyttd antagonisteina ei ole
todenndkodisesti mahdollista. On kuitenkin vield epéselvdd, mikd tutkimuksessa
kiytettyjen Pcc-kantojen rooli isédntdkasvissa on, ja kuinka paljon ne vaikuttavat

tyvimddidn puhkeamiseen ja taudinkehitykseen. Selvdd on kuitenkin se, ettd eri
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bakteerikannat ovat monimutkaisessa vuorovaikutuksessa keskenddn niin maaperéssi

kuin isintdkasvin solukossa.
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Pcc tO437 0 0-—-—————
PcoICMP11533 ---——--—————————————————
PoccICMP5T702 @ -
SeelI2 0 Z0—--————- GEIGETCGOGTATGOGCTGECCGGARACATGARTATTARCCTCGOGRACAGRCC
PaICMF1526  --————- GEIEETCGOCTACGCGCTGECGEGRARATATGARTGTCGAT CTGRACGCAACRRC
PbICMP4226 @ — ——————- GEIGETCGOETACGOECTEECEEEEAATATGARTGTCGATCTGRCGCARGRARC
PwaICMF9121 ~  --—————- GEIGETCGOGTATGCGCTGECGEGGAATATGARCATCGATCTGACACAAGRAC
Pococ a0421 COGCECTGEIGETICGCGTATGOGT TGECAGEGAATATGAACGTCGAT CTGACGCARGARC
Pocc s04146 C-GOECTGEIGETCRCGTATGOGT TGECGEEEAATATGRACGTCGAT CTGACECARGRAC
Pococ_a0417 C-GOECTGEIGETCGCGTATGOGT TGECGEEGAATATGRACGTCGATCTGACGCARGARC
Pocc t0438 C-GOECTGETGET CGCATACGOGCTGEOGEEGAATAT GAACGTCGATCTGACGCARGART
Pococ a0427 C-GOECTGEIGETCGCATACGOGCTGEOGEEEAATATGAACGTCGATCTGACGCARGARC
Pcc t0437 00 —-——- CIGETGETCERCATACGOGCTGEOGEEEAATATGRRACGTCGATCTGACGCARGRARAC
PcoICMP11533 2  --—————- GEIGETCGOGTATGCGCTGECGEGGAATATGARTGTCGATCTGACGCARGRRC
PccICMEST02 ——————- GEIGETCGOGTATGCGCTGECGEG5AATATGALOGTCGAT CTGRCGCARAGRAT

HEE A EEE Ak ke KRdkd kR ek ke * L 1 * * % W
SeelLI2 CGCTIGEEETACGAT CGTARMGECGATCOGETATACCT GRAGGATATCTGECCTTCGECGE
PaICMF1524 CECTGEET GARGAT CGTGRCGERARARMGCCGTITATCTGARAGRCATCTGECCCTCGROGR
PRICMF4224 CECTGEET GARGAT CGTGACGEGRARMGCCGTITATCTTARAGRCATCTGGCCCTCGRCGA
PwaICMF9121 CECTGEEEEEARGATGETGACGECARMGCAGTCTATCTGRRAGRCATCTGECCTTCGRCGA
Pococ a0421 CGCIGEET GARGAT CGTGACEEGARMGCCGTCTACCT GARRGATATCTGECCGTCGRCGA
Pcc s0414& CECTGEEET GARGAT CGTGRCGEGRARMGCCGTCTACCT GRRAGATATCTGECCGTCGRCGR
Pococ a0417 CECTIGEET GARGAT CGTGACGEGRARMGCCGTCTACCT GARAGATATCTGECCGTCGACGA
Pocc t0438 CECTEEET GARGATCGTGACGEGRRMGCCGTCTACCT GRRAGATATCTGECCGTCGRACTA
Pococ a0427 CGCTIGEET GARGATCGTGACGEGRARNGCCGTCTACCT GRARARGATATCTGECCGTCGACTA
Pocc t0437 CECTGEEET GARGAT CGTGRCGEGRRMGCCGTCTACCT GRRAGATATCTGECCGTCGRACTA
PocoICMP11533 CECTGEET GARGAT CGTGRACGEGRARMGCCGTCTACCT GARAGATATCTGEGCCGTCGRCAR
PccICMEST02 CEITEEET GARGAT CGTGACGEGRRLGCCGTCTACCTAR R AGATATCTGECCGTCGRACTA

ek kkkk * kkk Kk K AR * *OokE KA AE AEk kk Ak AAEE AEE &



SeelT2
PaICMF1526
FbEICMP4226
PwaICMP9121
Pococ_s0421
Pcc_s30416
Pococ_=0417
Pooc_t0438
Poco_ 30427
Pcc_t0437
PcoICMF11533
PccICMPS702

Seell2
PaICMP1526
FbEICMP4226
FwaICMF3121
Pococ_=0421
Pococ_s0414
Pcoc_ 30417
Pcc_t0438
Pococ_=0427
Poc_t0437
PcoICMP11533
PccICMEST702

SeelT2
PaICMF1526
FbICMFP4226
PwaICMP9121
Poco_ 30421
Pcc_3041a
Pococ_=0417
Pooc_t0438
Poc_ 30427
Pcc_t0437
PocoICMF11533
PccICMPST702

JeelT2
PaICMP1526
FbICMP4226
PwaICMF3121
Fococ_s30421
Poc_s0414
Pocc_30417
Pcoc_t0438
Fococ_s30427
Poc_t0437
PcoICMP11533
PccICMEST702
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AGGARRTTGC--CORCECCRITRARCTRETATCA—-TCAGATATGTTCCGTARLGAGTAT
ARGOGETGECEEACGCGETATTGART ————GTCRAACGCTGECAT GTTCCACARLCRRTAT
ARGOGETGECGEATGCGETATTGART ————GTCAGOGCAGGCAT G TTCCACARGCRATAT
AGEOGETGECEEACGCGETATTGART ————GTCAGCGCAGGCAT GTTCCACCARCRARTAT
ARGORETEECEEATRCGETGT TRARC———— 5T CAGCGCAGECAT GTTCCACARLCRAGTAT
ARGORETEECEEATECGETGT TGARC———— 5T CAGOGCAGECAT GTTCCACARRCRAGTAT
AAGOEEIGECEEATECEETIGI TGARC————GICAGCGCAGECAT GTTCCACARRCAGTAT
ARG TEECAGACGCAGTATTGARC ————GTCAGCGOGEGRAATGTTCCACAR R CRAGTAT
ARG TEECAGACGCAGTATTGARC ————GTCAGCGOEEEAATGTTCCACAR R CAGTAT
ARGCEETGECAGACGCAGTATTGRARC————GTCAGCGCEEERATGTTCCACARRCRAGTAT
AAGOEEIGECEEAGECAGTATTGARC ———— 6T TAGCGCTGECAT GTTCCACARLCAGTAT

AAGOEETEECOGEACGCAGTATTGARC————GTCAGCECTEECATGTTCCACRRA L CAGTAT
* % * k& ET EETET] * & I T T T T * % kEw

GOEERA GG ITAGEECACEEARGA R TGEAR A TCGATTCAGGTITGA—-ATCGICCGATA
GCCRCAGT T T TRARGETACGCAGEAGT GEGCARGATATCGAGGTCGACGATRARATCC TR
GCIECEEIGT I TRARGECACGCACEAGT GRCAGGATATCGAGGTCRACGRACRRCCC TR
GCEECEETIGTITRARGERARCAGRGEAGT GECARGACATTGAGGT CRACGACRRCCC—TA
GCIECEEIGT ITRARGETACGCAGEAGT GECARGACATCGRARGT CGACRRCRRATCC—TA
GCTECGETIGT I TRARGETACGCAGEAGT GERCARGACATCGARGTCGACARCRATOC TR
GCIRCGEIGTITRARGETACGCAGEAGT GECARGACATCGARGTCGACARCRATOC TR
GCCECIGIGTITRAGEECACECAGRAGT GECARGATATCGAGGTTGACGACRRATCC—TA
GOCECIGIGT ITAGEECACGCAGEAGT GECARGATATCGAGETITGACGACARTCC—TA
GCCRCIGTGT T TRAGEECACGCAGEAGT GRCARGATATCGAGGTTGACGACRATOC TR
GOEECAGTGTITRARGECACGCACEAGT GECARGATATCGARGTCGACARCRACCC——CR
GCCECCEIGTITRRARGECACGCAGERAGT GECARGATATCGAGGT CRRACARCRRACCC—CA

EE 3 Fhkkkkkkd KA KR * kk kkE K * K EREE * * *

CCT AT G CAGTCGGAT TR A CCTATATTOGCCT GTCGCCTTICTITGAT GRARTGE
CCTATCAGTGECCGEARGRATCGACCTATATTOGCCAGRCGCCTTICTITCTGRATAT G
CCIAT AT GECCGEARGRATCGACCTATATTCGCCARLCGCCTTICTITCTGRATAT G
CCTAT AR TGO CGEARGART LA CCTATATTOGT CAGRCGCCTTICTITCTGRAGAT G
CCTAT AR TGECCGEARGR A TOGACCTATATCOGT CAGRCGCCTTICTICCTGRATAT G
CCTATCARATGECCGEARGRATCGACCTATATCOGT CAGRCGCCTTICTICCTGRATAT G
CCTAT AR TGEOCGEARGRATCGACCTATATCOGT CAGACGCCTTICTICCTGRATAT G
CCTATCAATGEOCGEARGRATCGACCTATATCOGT CAGRCGCCTTICTICCTGRACAT G
CCTAT AR TGEOCGEARGR A TOGACCTATATCOGCCAGRCGCCTTICTICTTGRACAT G
CCTATCARATGECCGEARGRATCGACCTATATCOGCCAGRCGCCTTICTICTTGRACAT G
CCTATCAATGEOCGEARGAGT CGACCTATATTCGCCAGACGCCTTICTITCTGRATAT G
CCTATCRATGEOCGEARGAGTCGACCTATATTOGCCAGRCGCCTTICTICCTGRACAT G

HEEE HEEE * HEh kk Ak EAEEEE K & HEEEE AT AT HE kAR

AGEOCCAGCCTRCGCCAGTCARAGATATCCACGECRCGCETATCCIGEOGATGCTEEGCGE
GEARRGREACCERAGCCEETTCAGGATAT CCACARGROGCGEATTCIGEOGATGCTEEECGE
GEAR RGO CGEA R CCGAT TCAGGATATCCACARGRCGCGCATTCTAGOGATGCTEEECG
GEAARGRACCTRAGCCEET TCAGGATATCCACARGRCGCGCATTCIGEOGATGCT RS
GRAARGAGCCTRAGCCEET TCAGGATAT CCACARCECGCECATTCIGEOGAT I TERGCGE
GRAARGRGCCTRAGCCGET TCAGGATAT CCACAROGCGCGEATTCIGEOGAT T TEEETE
GRAR RGO CTGAGCCGET TCAGGATAT CCACARCGCGCGCATTCIGEOGAT I TEEGIG
FEAARGRACCTRAGCCAGT TCAGGATATCCACARTRCACGTATTCIGROGATGCTERGECE
GEAARGRACCTRAGCCAGT TCAGGATATCCACARTRCACGTATTCIGEOGATGCTEEGCGE
GEARRGRE A CCTRAGCCAGT TCAGGATATCCACARTGCACGTATTCIGEOGATGCT GGG
GEARRGACCCTRAGCCGET TCAGGATAT CCACARTRCACGCATTCTGEOGATGCTEEECGE
GRAAA ARG A CCTRAGCCAGT TCAGGATATCCACARTRCACGTATTCIGROGATGCTEEGCE

* kk & * * EE L] Fk KK Ak KA hkkhkkd HEEE &



Seell2
FaICMF1526
FbICMF4226
PwaICMF9121
Pooc_s0421
Pococ_s041a
Pocc_ 30417
Pocc_t0438
Pooc_s0427
Pooc_t0437
PcoICME11533
PccICMPST702

Seell2
FaICMF1526
FbICMFP4226
PwaICMFP9121
Pocc_ 30421
Pcc_ 30414
Pocc 30417
Pooc_t0433
Pocc_ 30427
Pocc_t0437
PcoICMEL1533
PccICMESTO2

SeelI2
PaICMP1526
FbICMP4226
PwaICMF9121
Pocc_s0421
Fooc_s0414
Pocc_ 30417
Pocc_t0438
Pocc 30427
Fooc_t0437
PcoICMP11533
PoccICMESTO02
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ATTCORGTGACGACCGRCCATATTTCCOOGGCCEECAGTAT CARGOCGEACAGT CCCRCCE
ATTCRGITACARCCGACCACATCTOGCCAGCAGGCRRCATCARGOGTGATAGCCCTGCAR
ATTCCGITACARCCGACCATATCTCGCCAGCAGGCRARTATCARGCGTGATAGCCCGRCAR
ATTCRGTCACGACCGACCATATCTCACCRGCAGGTARCATCARGCOGCGATAGCCCAGCAS
ATTCORGTGACARCTGRCCATATCTCACCGGCAGGCARCATCARGOGCGATAGCCCGECAS
ATTCRGTCACCACCGACCATATCTCGCCOGECAGGCARCATCARGOGCGATAGCCCAGCAL
ATTCRGTCACCACCGACCATATCTCGCCORECAGGCARCATCARGOGCGATAGCCCAGCAR
ATTCRGTCACARCGEACCATATCTCACCAGCAGGTARCATCARGCGTGACAGCCCGECAS
ATTCOGGTCACARCGERCCATATCTCACCAGCAGGTARCATCARGOGTGACAGOCCGECAS
ATTCGGTCACARCGEACCATATCTCACCAGCAGGTARCATCARGOGTGACAGCCCGECAL
ATTCRGTCACARCGEATCATATCTCACCAGCAGGCRRCATCAR R CGTGATAGTCCGECAL
ATTCRGTCACARCGEACCATATCTCACCAGCAGGCRARCATCARGCGCGATAGCCCGECAS

HhkE HE hE HE kk kk Kk Kk kA AE kA & HEEEE K Hk HE AE kA &

GRCECTATCT AR L A A O CT TGAGCGEARGEATTTTARCTCCTATGEATCACGET

GEARRTACTTGCTGEAGCEOGETIGTCGARACTGOGEAGT TCARCTCTTACGETTCACGAT
GEARRTATTTGCTGEAGCGOGECGICGARRCTGOGEAGT TCARCTCTTACGETTCACGET
GEAARTATITGCTGEAGCEOEECGICTARACTGOGEAGT TCALCTCTTACGETTCACGED
GRAARTATTTGCTGEAGCGOGECET CGARACGECGEAGTTCARCTCTTACGETTCACGALD
GRLR R TR TTTGCT GEAGCEOGECEICGAR A GECGEAGT TCARCTCTTACGETTCACGAD
GRLRRTATTTGCTGEAGCGOGECGICGARRCGECGEAGTTCARCTCTTACGECTCACGAD

GIGETARCCATGALGT ST GRATGOGCGS
GTEETARCCATGALGT ST G- ———————
GTGETARCCAT A LG TGAT GAT —————
GCEETRARCCATRRLGTIGE—————————
GCEGTARCCATG————————————————
GCGGTARCCATGAL ——————————————
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LITE 2. Minimialusta

Lopullinen
Suolat ja sokerit Per 1 litra konsentraatio
1 M fosfaattipuskuria, pH 5,7 50 ml 50 mM
1 M (NH4)2504 7,6 ml 7,6 mM
1 M MgCl; 1,7 ml 1,7 mM
5 M NacCl 0,3 ml 1,7 mM
20% sukroosi 25 ml 0,50 %

Valmista liuokset, steriloi autoklaavissa. Sukroosin kohdalla kéayta steriilifiltteria,
silla korkea kuumuus voi karamellisoida sokerin.

1 M fosfaattipuskuri: Per 100 ml
1 M K2HPO4 8,4 ml
KH2PO4 91,6 ml

Valmista puskuri, sadda pH-arvoksi 5,7 kayttden apuna NAOH:ia.

Steriloi autoklaavissa.

Puolijdhmea alusta: Per 1 litra
Agar 7,549
Steriili vesi taytté 1000 ml:aan

1. Autoklavoi agar ja 50-80% tarvittavasta vedestd. Ja&dhdytd kunnes 60°C.
2. Lisaa steriloidut suolat ja sokeri.
3. Tayta lopputilavuuteen steriililla kuumalla vedelld, sekoita hyvin.

4. Séilyta lampokaapissa jotta seos ei jahmety.

Maljat: Per 1 litra
Agar 15¢
Steriili vesi tayttd 1000 ml:aan

1. Autoklavoi agar ja 50-80% tarvittavasta vedestd. Jadhdyta kunnes
60°C.

2. Lisé&a steriloidut suolat ja sokeri.
3. Tayta lopputilavuuteen steriilillda kuumalla vedelld, sekoita hyvin.

4. Vala maljat.



