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Phytophthora-mikrobien merkitys puiden taudinaiheuttajina on viime aikoina korostunut mm.
uusien lajien 16ytymisen myota. My6s ennestddan tunnetut lajit ovat usein osoittautuneet puiden
harsuuntumisen aiheuttajiksi abioottisten syiden asemesta. On my6s havahduttu uhkaan, ettd
kansainvalinen kasvikauppa levittdd tauteja helposti maasta toiseen. Tautien levidmisen estami-
sessd tarvitaan tehokkaita seulontamenetelmii, joiden avulla kasvien terveys voidaan nopeasti ja
luotettavasti tutkia ja estdd sairaan aineiston paisy uusille alueille.

Phytophthora-lajien perinteinen morfologinen tunnistus on usein vaikeaa, koska niiden eristimi-
nen tutkittavasta materiaalista on hankalaa. Liséksi pysyvia muoto-opillisia tuntomerkkeja on vahan,
lajinsisdinen vaihtelu on suurta ja lajien vililld esiintyy yhtéldisyyksid ja risteytymistd. Kdytannon
méaritystarpeisiin ja tutkimuksen apuvilineiksi on kehitetty polymeraasiketjureaktioon (PCR)
perustuvia DNA:n monistusmenetelmii, joilla taudinaiheuttaja voidaan tunnistaa suoraan kasvi-,
vesi- tai maandytteestd ilman maljaviljelya.

Sormenjilkianalyysit (RFLBAFLP,RAPD, RAMS, SSCP) vaativat tutkittavan mikrobin eristaimisen
puhdasviljelmiksi ja soveltuvat parhaiten tutkimuskayttéon. Niiden avulla voidaan selvittad esim.
patogeenien sukulaisuussuhteita, risteytymistd, lajinkehitystd, populaatiogenetiikkaa ja tautien epi-
demiologiaa. DNA:n emisjarjestyksen selvittaminen antaa tarkkaa tietoa tutkittavasta kohteesta.
Phytophthora-lajeistakin on jo kertynyt paljon tietoa DNA-tietokantoihin, joihin vertaamalla saadaan
esim. varmistetuksi, ovatko eristetyt mikrobit jo kuvattuja vai uusia lajeja.

Molekulaariset menetelmit ovat helpottaneet ja nopeuttaneet kasvintarkastusta ja muuta
kaytannon kasvinsuojelutyotd. Ne eivdt kuitenkaan yksin riitd patogeenin osoittamiseen viran-
omaisty0ssa, jossa [0ydoksistd usein seuraa torjuntatoimia. Suomen kasvintarkastuksessa posi-
tiiviset DNA-testien tulokset ja patogeenin eldvyys varmistetaankin aina myds maljaviljelylld ja
morfologisella tunnistuksella.
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| Johdanto

hytophthora-suvusta tunnetaan nykyisin 6070
pidosin maalevintiisti lajia, jotka sdilyvit kauan
hengissd maan orgaanisessa aineksessa kestoasteina
(Erwin ja Ribeiro 1996). Ne tartuttavat vain terveiti
kasveja, ja puilla infektio usein alkaa juurista, jolloin
oireet saattavat nikyd latvustossa vasta pitkdnkin
ajan padsti. Tsao (1990) on jopa esittinyt, ettd 90%
puiden ja pensaiden versoissa nikyvistd sairauksista
on Phytophthora-mikrobien aiheuttamia.
Euroopassa esiintyviin havu- ja lehtipuiden har-
suuntumisiin liitetddn lukuisia vanhastaan tunnettuja
Phytophthora-lajeja (esim. Schubert ym. 1999, Bal-
ci ja Halmschlager 2003, Jonsson ym. 2003, Oszako
ym. 2004). Niiden liséksi puista on 16ytynyt monia
uusia lajeja, jotka on kuvattu viimeisten viiden vuo-
den aikana, kuten P. inundata, joka esiintyy puilla
ja pensailla mérilld paikoilla sekd P. quercina, P.
psychrophila, P. europaea, P. uliginosa ja P. pseudo-
syringae, jotka kaikki ovat 10ytyneet tutkittaessa
tammien harsuuntumista Euroopassa (Jung ym.
1999, 2002, Schubert ym. 1999, Balci ja Halmschla-
ger 2003, Brasier ym. 2003, Jonsson ym. 2003).
P. psychrophila, joka Euroopassa on kuvattu juu-
ristoa vahingoittavana patogeenina, on aiheuttanut
USA:ssa yhdessi vasta dskettdin kuvatun P. nemo-
rosan kanssa lehtilaikkuja ja runkokoroja tammilla
(Quercus agrifolia), parkkitammilla (Lithocarpus
densiflorus), laakeripuilla (Umbellularia californi-
ca) ja punapuilla (Sequoia sempervirens) seki Kali-
forniassa ettd Oregonissa (Hansen ym. 2003). Yksi
suurimmista huolenaiheista metsidpatologian alalla
on télld hetkelld tammen dkkikuoleman aiheuttaja P.
ramorum, josta enemman tdssd samassa numerossa
olevassa artikkelissa (Lilja ja Kokkola 2005).
Phytophthora-suvussa on P. ramorumin (Komis-
sion padtos viliaikaisista ... 2002, 2004) lisédksi
muitakin hyvin haitallisia ja jopa vaarallisia kas-
vintuhoojia, kuten P. cinnamomi (Smith. ym. 1997)
ja P. fragariae var. fragariae (Laki kasvinterveyden
suojelemisesta 702/2003). Tillaisten tuhoojien le-
vidmisen estdaminen edellyttdd laajoja kartoituksia ja
suurten ndytemaéirien testaamista herkilld, tismalli-
selld ja luotettavalla menetelméilld. Tunnistusmene-
telmén tulee my®os olla rutiinitydskentelyyn sopiva,
toistettava ja nopea (esim. Bonants ym. 2000a,b,
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Bilodeau ym. 2002, Garbelotto 2003, Kong ym.
2004). Phytophthora-tutkimuksissa tarvitaan myos
menetelmid lajien vilisten risteymien havaitsemi-
seen, koska ne ovat verrattavissa tulokaslajeihin ja
voivat aiheuttaa epidemioita uusilla esiintymisalu-
eillaan (Brasier ym. 1999).

2 Perinteiset eristykseen ja
morfologiaan perustuvat
menetelmat

2.1 Phytopthora-lajien eristys

Phytophthora-lajien maljaviljely tiedetdédn yleisesti
vaikeaksi, silld niiden eristiminen kasveista, vedesti
ja maasta on usein hankalaa (Ivors ja Garbelotto
2002). Phytophthorat levidvit vain kasvussa olevis-
sa kasvinosissa ja ovat yleenséd huonoja kilpailijoita
muiden mikrobien kanssa (Erwin ja Ribeiro 1996,
Martin ym. 2004). Eristyksen epdonnistumisen voi
aiheuttaa esim. kuuma ja kuiva vuodenaika tai kuiva
kasvimateriaali (Kox ym. 2002, Garbelotto 2003).
Paras eristdmistulos saavutetaan, kun néytteet saa-
daan viipymiittd ravintoalustoille, joihin on lisétty
muiden mikrobien kasvua estivid kemikaaleja (Tsao
ja Ocana 1969, Hansen ym. 1979, Kennerley ja
Bruck 1981, Hamm ja Hansen 1982, Jeffers ja Mar-
tin 1986). Maassa tai kasveissa olevia kestoasteita
voidaan aktivoida kuivattamalla ja kostuttamalla
materiaalia useamman kerran perdkkdin. Téhin
voidaan liittdd myos jakso, jonka aikana niytteitd
pidetiin kosteina viiledssd (4—8 °C) sporangioiden
eli parveiluitiopesikkeiden ja parveiluitididen tuo-
ton vauhdittamiseksi (Rahimian ja Mitchell 1988).
Mikrobeja voidaan my0s pyydystidd sekd maasta,
vedestd ettd kasveista kdyttimalld syottejd, joihin
Phytophthoran parveiluitiot tarttuvat. Syotteind kiy-
tetddn joko raakoja hedelmii tai kokonaisia kasveja
tai kasvien osia. Esim. omenaan tehdéén kolo, johon
pannaan joko maata tai palanen oireista kasvia. Toi-
nen vaihtoehto on lisiitd astiaan, jossa on maata ja
vettd tai pelkéstiin tutkittavaa vetti, syotiksi hedel-
mii, kasveja tai kasvin osia. Syotteihin tulee parissa
péivéssd laikkuja, joista varsinainen eristys usein
onnistuu (Streito ym. 2002, Themann ym. 2002).
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Kuva |. Phytophthora-lajeja voidaan pyydystda kasveista tai maasta raakojen ’Golden
Delicious’ -omenoiden avulla. Phytophthorat kasvavat omenan sisdin asetetusta naytteesta
maltoon, josta ne voidaan edelleen eristad ravintoalustalle. Kuva Arja Lilja, Metla.

2.2 Lajinmairitys morfologian perusteella

Y1i 40 vuotta sitten Waterhouse (1963) jakoi ensim-
mdisend eri puolilla maailmaa kuvatut Phytophtho-
rat kuuteen ryhmién morfologian ja fysiologian mu-
kaan. Jaottelun perusteina ovat mm. sporangioiden
ja niiden suuaukon sekd munaitididen rakenne ja
anteridiumien kiinnittymistapa munaitiopesikkee-
seen (Waterhouse 1963). Yksi tirked jakoperuste
on myos se, tuottaako viljelméa suvullisen asteen eli
munaitiditd ilman pariutusta (Waterhouse 1963).
Yksinédn, ilman pariutusta munaitiditi tuottavia la-
jeja nimitetiddn homotallisiksi. Heterotalliset lajit sen
sijaan vaativat eri kantojen, Al ja A2, kohtaamisen
ennenkuin suvullinen muoto voi syntyd. Oomycetes-
mikrobit ovat siind mielessé poikkeuksellisia, ettd ne
voivat pariutua vieraan lajin kanssa kunhan se vain
edustaa vastakkaista pariutumistyyppid (Werres ym.
2001). Vaikka Phytophthora-lajeille on tehty monia
maédrityskaavioita, Stampsin ym. (1990) tdydentama
kuuden ryhmén luokitus on vield yleisesti kiytetty.
Esim. uusien lajien kuvausten yhteydessi usein edel-
leen mainitaan mihin ryhméén kuvattu laji kuuluu,
vaikka nykyisin tiedetéin, ettd lajien kehittymisen
historia ei tue titd jakoa (Cooke ym. 2000a, Martin
ja Tooley 2003a,b, Kroon ym. 2004a).

Hamm ja Hansen (1991) ovat tehneet yhteenvedon,
jossa kerrotaan menetelmisté, joilla Phytophthorien
eristdminen onnistuu metsdpuiden taimilta seké niis-
td tekniikoista, joilla viljelmét saadaan tuottamaan
tunnistuksen vaatimat rakenteet. Omat sovellukset
tekniikoista on tehty myos tutkimuksessa, jossa kar-
toitettiin Phytophthora-lajien osuutta alueilla, joilla
esiintyi tammien harsuuntumista (Jung ym. 1996).

Morfologisen tunnistuksen etuna on se, ettd pa-
togeenin eldvyys tulee osoitetuksi médrityksen yh-
teydessid. Tdma on erityisen tirkedsd epidemiologi-
sissa tutkimuksissa ja tapauksissa, joissa 10ydokset
aiheuttavat lakisidteisid kasvinsuojelutoimenpiteiti
(Jung ym. 1996, Garbelotto 2003).

2.3 Morfologisen lajinmaarityksen
ongelmat

Perinteiset morfologiset méiritysmenetelmét ovat
yleensd vaivalloisia ja hitaita, silld ne edellyttivit
patogeenin eristamisti ravintoalustalle sekd puhdas-
viljelyd. Sen lisiksi on tunnettava tekniikat, joiden
avulla viljelmi saadaan tuottamaan rakenteet, joihin
lajin médritys perustuu. Koxin ym. (2002) mukaan
esim. P. ramorumin eristimiseen kasvista ja tun-
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nistukseen kuluu aikaa véhintdin 5-10 vrk. Vield
hitaampaa on maandytteiden tutkiminen syottikas-
vien avulla. Mansikan punamidén aiheuttajan, P.
Jfragariaen osoittaminen maasta syottikasveilla vie
5-6 viikkoa. My®s pariutustestit ovat hitaita ja voi-
vat usein epdonnistua (Kroon ym. 2004b).

Phytophthora-lajien morfologista mééritysté vai-
keuttavat lajinsisdinen vaihtelu ja lajienviliset yhta-
laisyydet sekd risteymit (Man in’t Veld ym. 1998,
Brasier ym. 1999, Bonants ym. 2002b). Morfologian
samankaltaisuus on aiheuttanut myds sen, etti la-
jeiksi on nimetty 10yhésti samankaltaisten isolaattien
muodostamia lajikomplekseja, kuten P. megasperma
ja P. drechsleri (Cooke ja Duncan 1997, Liew ym.
1998, Cooke ym. 2000b). Pysyvid muoto-opillisia
tuntomerkkejd on niukasti, minkd vuoksi lajitasoi-
nen tunnistus voi epdonnistua asiantuntijaltakin.
Morfologian muuntelevuus ryhmien sisélld haittaa
mairityskaavojen kiyttod, ja onkin johtanut siihen,
ettd uusia lajeja on luultu aiemmin kuvatuiksi tai jo
tunnettuja lajeja uusiksi tautiriskeiksi (Cooke ym.
2000b).

3 Molekyylibiologiset
menetelmait

3.1 Periaate

Taudinaiheuttajan DNA:n tai RNA:n tunnistamiseen
perustuvat menetelmit ovat nopeasti yleistyneet ja
osin syrjiyttdneet muita tekniikoita kasvitautien
madrityksessd ja tutkimuksessa. Useimmat nidistd
pohjautuvat polymeraasiketjureaktioon (PCR), jossa
tutkittavan organismin DNA 10ydetdin kasvi- ym.
niytteestd keinotekoisesti valmistettujen lyhyiden
DNA-juosteiden eli alukkeiden avulla. Alukkeiden
emdsjirjestys suunnitellaan siten, ettd ne kiinnittyvit
pareittain tutkimuskohteen perimin, ja niiden véliin
jad tunnistuksen tms. tarkoituksen kannalta sopiva
DNA-jakso. Tdté jaksoa monistetaan keinotekoisesti
DNA-polymeraasientsyymin avulla, ja monistunut
PCR-tuote tai sen puuttuminen havaitaan geeli-
elektroforeesin tai merkkiaineiden vilityksella.
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3.2 Tunnistuksessa ja tutkimuksessa
kdaytetyt DNA-alueet

Perimin emisjérjestyksen on todettu olevan saman-
kaltainen ldheisten lajien keskuudessa. Tutkimuksen
tavoite ja se, milld taksonomisella tasolla organisme-
ja halutaan tunnistaa ja erotella toisistaan, sanelee
mitd perimén aluetta tarkoitukseen voidaan kiyt-
tad. Tuman ribosomaalisen DNA:n (rDNA) geenien
vilisten ITS-alueiden (internal transcribed spacer
regions) emisjirjestystd on laajasti hyddynnetty
PCR-alukkeiden tunnistuskohtana taudinaiheutta-
jien, myos Phytophthora-lajien, médrittamisessi ja
lajinkehityksen tutkimuksessa (Cooke ja Duncan
1997, Brasier ym. 1999, Schubert ym. 1999, Bon-
ants ym. 2000a,b, Hughes ym. 2000, Nechwatal ym.
2001, Werres ym. 2001, Bonants ym. 2002, Duncan
ja Cooke 2002, Grote ym. 2002, Ivors ja Garbelotto
2002, Kox ym. 2002, Garbelotto 2003, Martin ja
Tooley 2003b). Ne ovatkin yleensd hyvin kayttokel-
poisia, koska niiden kopioluku solussa on suuri ja
emisjdrjestys useimmiten lajille ominainen.
ITS-alueiden emisjirjestyksen vaihtelu ei kuiten-
kaan aina ole riittdvdd ldhisukuisten lajien erotte-
lemiseen (esim. Liew ym. 1998), ja ITS-alueisiin
perustuvat lajispesifiset alukkeet voivat ristireagoida
muiden lajien kanssa, etenkin jos PCR:n reaktio-olot
eivit ole tarpeeksi tarkat tai jos kohde-DNA:ta on
liikaa (Garbelotto 2003). Joillakin saman morfolo-
giaryhmin lajeilla, kuten nelosryhmin P. infestans-
ja P. mirabilis- sekd ykkosryhmén P. cactorum-, P.
idaei- ja P. pseudotsugae -lajeilla on identtinen ITS-
alueiden emisjirjestys (Cooke ym. 2000b, Rizzo ym.
2002). Bilodeaun ym. (2002) mukaan ITS-alueiden
DNA-sekvenssin analysointi ei mydskiin erotellut
luotettavasti P. ramorumia ja P, lateralista toisistaan.
Werres ym. (2001) osoittivatkin, ettd ndiden lajien
ITS1-alueilla on vain kolmen ja ITS2-alueilla kah-
deksan nukleotidin ero. Ristireaktiosta aiheutuvan
vidrdn médrityksen riski on kuitenkin kdytannossi
melko vihdinen, koska P. lateralis on juuristopa-
togeeni (Hall 1991), kun taas P. ramorum tartuttaa
kasvien maanpdillisid osia (Werres ym. 2001).
Mitokondrio-DNA:n sytokromi-c-oksidaasigee-
nien (coxI ja coxIl) aluetta on myds usein kiytetty
PCR-alukkeiden suunnitteluun, koska siin esiintyy
lajienvilistd vaihtelua ja sen geenien kopioluku on
suuri. Alueella on myos konservoituneita jaksoja,
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joita voidaan hyodyntidd sukuspesifisten alukkeiden
suunnittelussa (Martin ym. 2004). Cox-geenien sek-
venssid on kdytetty mm. P. ramorumin tunnistuk-
seen ja sukulaisuuden vertailuun P. nemorosan ja P.
pseudosyringaen kanssa (Garbelotto 2003, Martin
ja Tooley 2003a,b, 2004). Viimeksi mainitut lajit
aiheuttavat samanlaisia oireita kuin P. ramorum sa-
moissa kasvilajeissa (Martin ym. 2004). Kroon ym.
(2004b) kehittivdt cox1-geeniin perustuvan testin,
joka erottaa P. ramorumin Al- ja A2-pariutumis-
tyypit toisistaan.

Tuman DNA:ssa sijaitsevan beta-tubuliinigeenin
emisjdrjestyksen on joillakin lajeilla todettu sisélté-
vin enemmén lajienvélistd vaihtelua kuin ITS-aluei-
den. Tétd vaihtelua on kidytetty mm. P. ramorumin
tunnistamiseen (Garbelotto 2003) ja erottamiseen P.
lateralis-lajista (Bilodeau ym. 2002). Beta-tubuliini-
geenid, kuten my6s muutamia muita tuman DNA:n
geenialueita, on hyddynnetty Phytophthora-lajien
kehityshistorian selvittimisessi ja niiden perusteella
on esitetty taksonomisen luokittelun uudistamista
(Kroon ym. 2004a).

Phytophthora-lajien sisdistd muuntelua ja ristey-
mid on tutkittu tekniikoilla, jotka perustuvat tietylla
tai koko genomin alueella oleviin restriktioentsyy-
mien (Brasier ym. 1999, Cooke ym. 2000b, Werres
ym. 2001, Bonants ym. 2002, Fung ym. 2002) tai
sattumanvaraisten PCR-alukkeiden tunnistuskohtiin
(Cooke ym. 1996, Man in’t Veld ym.1998, English
ym. 1999, Schubert ym. 1999) tai mikrosatelliitti-
lokuksiin (Prospero ym. 2004).

3.3 Molekulaarinen lajinmaaritys suoraan
ndytteesta

3.3.1 Tavallinen ja kaksois-PCR-testi

Tavallinen yksivaiheinen PCR-testi, jossa useim-
miten kdytetddn vain yhdenlaista taksonispesifistd
alukeparia kohteen tunnistamiseen, on osoittautunut
kayttokelpoiseksi Phytophthora-lajien rutiinitestauk-
sessa suoraan kasvista (esim. Liew ym. 1998, Schu-
bert ym. 1999, Nechwatal ym. 2001, Grote ym. 2000,
2002, Kox ym. 2002, Garbelotto 2003) ja vedestd
sekd vesiviljelyssd kiytetystd ravinneliuoksesta
ja kivivillasta (Grote ym. 2000, 2002, Kong ym.
2003a). Sen sijaan Nechwatal ym. (2001) totesivat,

ettd maanidytteiden tutkimisessa testi voi antaa via-
rid negatiivisia tuloksia, koska maasta eristettyyn
DNA:han saattaa jdddi epdpuhtauksia, jotka estivit
polymeraasin toimintaa PCR-monistuksessa.

Groten ym. (2002) mukaan tavallisella PCR-testil-
ld voitiin tunnistaa 4 ng P. medicaginis-lajin DNA:ta
niytteestd, jossa isdntidkasvin ja patogeenin DNA-
pitoisuuksien suhde oli 1000000: 1. Bonants ym.
(2000a) puolestaan pystyivit osoittamaan 1 pg:n
P. fragariaen DNA:ta parveiluitidliuoksesta. Yksi-
vaiheisen PCR:n heikkoutena on kuitenkin toisinaan
ollut suhteellisen huono tunnistusherkkyys.

Tunnistuskykyd on parannettu kehittdmalld kak-
sois-PCR-testi (nested-PCR), jossa kohde-DNA
monistetaan kahden erilaisen alukeparin avulla jo-
ko yhtdaikaisesti tai kahden perdkk&disen monistus-
kierroksen aikana. Alukeparit on yleensi suunniteltu
siten, ettd toinen tunnistaa ja monistaa laajemman
elioryhmén, esimerkiksi Phytophthora-suvun ja sen
ldhisukujen DNA:ta. Toisen alukeparin tunnistus-
kohdat sijaitsevat ensimmaiisen parin monistaman
DNA-jakson sisilld ja ovat etsittdaville mikrobille
ominaiset tarkemmalla taksonomisella tasolla.

Kaksois-PCR-testid kiytetddn yleisesti Phyto-
phthora-lajien tunnistamiseen ja rikastamiseen
ndytteistd (esim. Bonants ym. 2000a, Cooke ym.
2000b, Hughes ym. 2000, Nechwatal ym. 2001,
Duncan ja Cooke 2002, Grote ym. 2002, Garbe-
lotto 2003, Kroon ym. 2004b, Martin ym. 2004).
Groten ym. (2002) mukaan kaksois-PCR oli tuhat
kertaa herkempi P. nicotianaen tunnistuksessa kuin
tavanomainen yksinkertainen PCR. Nechwatal ym.
(2001) totesivat, ettd kahden sisdkkédisen alukeparin
PCR:114 voitiin havaita 5 kpl P. citricolan ja 300
kpl P. quercinan parveiluitioitd 100 ml:ssa niytet-
td, joskin orgaanisesta maa-aineksesta tunnistus oli
heikompaa. Duncanin ja Cooken (2002) mukaan
kaksois-PCR lisdid testauksen herkkyyttd ja spesi-
fisyyttd ja sopii erityisen hyvin Phytophthora-la-
jien etsimiseen epidpuhtaista, useita mikrobilajeja
sisdltdvistd kasvi- ja vesindytteistd. Vaikka maassa
olevat inhiboivat aineet haittaavat polymeraasiketju-
reaktiota, kaksois-PCR on heiddn mukaansa kyllin
herkki likaistenkin ndytteiden, kuten ojaveden ja
maan tutkimiseen.
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3.3.2 Kvantitatiivinen PCR-testi

Kvantitatiivisissa PCR-testeissd (real-time PCR)
kohde-DNA tunnistetaan ja monistetaan samalla
tavalla kuin tavallisessa ja kaksois-PCR-testis-
sd. Erona on kuitenkin se, ettd monistustuotteen
midrdd voidaan mitata merkkiaineiden vilityksel-
1a monistuksen aikana ja siten saada tietoa esim.
taudinaiheuttajan runsaudesta tutkitussa niyttees-
sd. Merkkiaineet aktivoituvat mitattavaan muotoon
alukkeiden tunnistaessa kohteensa ja DNA:n monis-
reaktioseoksessa.

Kvantitatiivisen PCR:n kéyttd on yleistyméssa
my®6s Phytophthora-lajien diagnostiikassa ja tutki-
muksessa (Ivors ja Garbelotto 2002, Hayden ym.
2004). Ivors ja Garbelotto (2002) tutkivat P. ramo-
rumin tunnistusta ja tartunnan voimakkuutta seki P,
ramorumin ja P. ilicis-tyyppisen tuntemattoman lajin
yhtéaikaista tunnistusta samassa koeputkessa kvan-
titatiivisella PCR-tekniikalla (TagMan®). Kahden
lajin yhtédaikainen tunnistus onnistui hyvin, mutta
ITS2-alueille tehdyt P. ramorum-alukkeet ristirea-
goivat P. lateralis-lajin kanssa.

Kvantitatiivinen PCR-tekniikka on hyodyllinen
esim. epidemiologisissa ja etiologisissa tutkimuk-
sissa, koska sen avulla voidaan erottaa tartunnan
saaneet kasvit sellaisista kasveista, joiden pinnal-
la taudinaiheuttaja on satunnaisena epdpuhtautena
(Garbelotto 2003, Hayden ym. 2004). Garbelotto
(2003) on esittdnyt, ettd kvantitatiivisen PCR-ana-
lyysin avulla voitaisiin médrittdd se taudinaiheutta-
jan pitoisuus, joka osoittaa, ettd patogeeni on eldvi
ja tartutuskykyinen. Téti tietoa voitaisiin hyddyn-
tdd esim. kasvinsuojelusididosten toimeenpanossa.
Kvantitatiivisten PCR-menetelmien etuna on myos
testiin kuluvan ajan lyheneminen pariin tuntiin
(esim. Ivors ja Garbelotto 2002), koska PCR-tuotetta
ei tarvitse analysoida geelielektroforeesin avulla.

3.4 Puhdasviljelmien tutkiminen sormen-
jalkitekniikoilla

Sormenjilkianalyyseilld tarkoitetaan tekniikoita,
joilla tutkittavan organismin koko periméi tai sen
osaa pilkkomalla ja monistamalla saadaan aikaan
eliville ominainen ja yksilollinen eripituisten DNA-
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palojen joukko. Erikokoiset palat erotellaan toisis-
taan tavallisesti geelielektroforeesin avulla, jolloin
niistdi muodostuu DNA-sormenjiljiksi nimitetty
juovakuvio. DNA-sormenjéljet poikkeavat toisistaan
yleensi sitd enemmin, mitd kaukaisempaa sukua
eliot ovat toisilleen. Sormenjélkianalyysit sopivat
parhaiten tutkimustarkoituksiin, koska niiden on-
nistunut tulkinta edellyttidi tutkittavien mikrobien
eristdmistd puhdasviljelmiksi.

3.4.1 RFLP- ja AFLP-analyysit

Restriktiofragmenttien pituusvaihtelun analyysissd
(RFLP, restriction fragment lenght polymorphism)
tutkittava DNA-alue pilkotaan restriktioentsyy-
meilld, jotka katkaisevat sen kullekin entsyymille
ominaisista tunnistuskohdista tiettyjen emédsryhmien
vilistd. Katkaisukohtien lukumééri ja etdisyys toi-
sistaan vaihtelevat yksiloiden ja organismien valilld
ja saavat aikaan toisistaan poikkeavat sormenjalki-
kuviot.

ITS-alueiden analysointia RFLP-tekniikalla on
kdytetty Phytophthora-risteymien selvittdimiseen
(Bonants ym. 2000b) ja lajintunnistukseen (Duncan
ja Cooke 2002). Cooke ym. (2000b) totesivat RFLP-
analyysin kéyttokelpoiseksi lajintunnistusmenetel-
miksi silloin, kun nédytteessd oli vain yhtd Phyto-
phthora-lajia. Jos lajeja oli useampia tai joukossa oli
Pythiumeja, RFLP-sormenjilkikuvion fragmenttien
yhteenlaskettu pituus saattoi ylittdd alkuperdisen
pilkotun alueen pituuden. Tilloin tunnistus vaati
tyolditi ja aikaa vievid jatkotoimia.

Tapauksissa, joissa sukulaistaksoneilla on saman-
kaltaiset ITS-alueet tai, kun tarvitaan lajinsisdis-
td erottelua, AFLP-analyysi (amplified fragment
lenght polymorphism) on sopivampi kuin RFLP
(Cooke ym. 2000b). AFLP-analyysi perustuu
restriktioentsyymeilld pilkotun DNA:n spesifiseen
PCR-monistukseen, joka tuottaa suuren joukon
monimuotoisia DNA-merkkijaksoja. AFLP:n etuna
pidetédn erityisesti sitd, ettd tulokset ovat toistettavia
ja selkeiti ja tekniikan avulla saadaan tietoa koko
genomin alueelta kohtuullisessa ajassa.

Werres ym. (2001) kéayttivit AFLP-analyysid
muiden tekniikoiden ohella kuvatessaan P. ramo-
rumin uutena lajina. Heiddn mukaansa P. ramoru-
min AFLP-sormenjilkikuvio, kuten isoentsyymi-
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profiilikin, poikkesi muista lajeista, myos ldheisesti
P. lateraliksesta. P. ramorumin lajinsisdinen vaihtelu
sen sijaan oli hyvin vihiistd. Bonants ym. (2002)
havaitsivat AFLP-analyysilld pienid eroja amerik-
kalaisten ja eurooppalaisten P. ramorum-isolaattien
vililld. DNA:n emisjirjestyksen selvittiminen (sek-
vensointi) varmisti kuitenkin, ettd isolaatit kuuluivat
samaan lajiin. Kroon ym. (2004b) kritisoivat AFLP:n
kiyttdd pariutumistyyppien miirittimisessd, koska
menetelma on tyolds ja tuloksia on toisinaan vaikea
analysoida. Fung ym. (2002) tutkivat Kalifornias-
ta eri kasvilajeista kerittyjd P. ramorum-niytteiti
AFLP-analyysilli ja havaitsivat seki eroja ettd yh-
taldisyyksid eri isolaattien vililla.

Brasier ym. (1999) osoittivat AFLP:n avulla, et-
td uusi aggressiivinen lepdn Phytophthora, jonka
Brasier ym. (2004) kuvasivat vasta viime vuonna
(P. alni subsp. alni, P. alni subsp. uniformis ja P.
alni subsp. multiformis), kasitti joukon heteroploi-
disia lajienvilisid risteymid, joihin olivat osallisina
P. cambivoran ja P. fragariaen kaltaiset patogeenit.
Vaikka AFLP-sormenjilkitekniikkaa pidetdén erityi-
sen sopivana lajinsisdisen muuntelun ja risteymien
tutkimiseen, sitd on kdytetty my0s lajinméaéritykseen
(Bonants ym. 2000a, 2002).

3.4.2 RAPD-analyysi

RAPD-analyysi (randomly amplified polymorphic
DNA) on PCR-tekniikka, jossa DNA:n vaihtelevuut-
ta tutkitaan monistamalla sitd lyhyiden sattumanva-
raisten alukkeiden avulla. Monistukseen kdytetidin
yleensd vain yhdenlaisia alukkeita, jotka tarttuvat
tunnistuskohtiinsa tutkittavalle DNA-alueelle, joka
usein kasittdd koko genomin. PCR-monistustuotetta
syntyy silloin, kun tunnistuskohdat sijaitsevat sopi-
van vilimatkan pédéssd toisistaan ja alukkeet suun-
tautuvat toisiaan kohden oikealla tavalla. RAPD-
analyysi ei vaadi lainkaan etukéteistietoa kohde-
DNA:n emisjdrjestyksestd, vaan kiyttokelpoiset
sormenjdlkikuviot saadaan aikaan kokeilemalla eri
alukkeita.

RAPD-tekniikkaa on useimmiten kiytetty lajin-
sisdisen muuntelun havaitsemiseen (esim. Lilja
ym. 1998). Cooke ym. (1996) kuitenkin tutkivat sen
avulla ldhisukuisten lajien P. cactorum, P. clandes-
tina, P. pseudotsugae, P. iranica ja P. idaei eroja ja

havaitsivat, etti RAPD:t erottelivat lajit paremmin
kuin ITS-alueiden sekvenssien analysointi. RAPD-
tekniikkaa on my0Os hyodynnetty lajispesifisten
PCR-alukkeiden valmistamisessa (Schubert ym.
1999).

RAPD-sormenjilkid on lisdksi kdytetty Phyto-
phthora-hybridien analysointiin. Man in’t Veld ym.
(1998) osoittivat P. nicotianae- ja P. cactorum-lajien
vilisen luonnollisen risteymidn RAPD:n ja isoent-
syymianalyysin avulla ja English ym. (1999) kiyt-
tivit sitd P. capsicin ja P. nicotianaen risteytyksen
tutkimiseen.

3.4.3 Mikrosatelliitit

Mikrosatelliitit ovat DNA-alueita, jotka koostuvat
yhdestéd kuuteen eméksen muodostamista toistojak-
soista, joille on ominaista suuri mutatoivuus. Niitd
esiintyy runsaasti erilaisten elididen periméissd, ja ne
ovat pituudeltaan poikkeuksellisen vaihtelevia jopa
saman populaation yksildiden vililld. Mikrosatelliit-
teja voidaan siis kayttdd merkkijaksoina myds hyvin
ldhisukuisten organismien erottamiseksi toisistaan.
Merkkijaksojen eristimiseen, valintaan ja monis-
tukseen on kehitetty monenlaisia menetelmid, jotka
kaikki ovat varsin monivaiheisia ja -mutkaisia.

Mikrosatelliitteja ei ole kovin paljon hyodynnetty
Phytophthora-tutkimuksessa, mahdollisesti teknii-
kan tyoldayden vuoksi. Prospero ym. (2004) kehit-
tivit mikrosatelliittimerkkijaksot P. ramorumin
levidmisen ja populaatiorakenteen tutkimiseen Ore-
gonissa. He havaitsivat Al- ja A2-pariutumistyyp-
pien vililld eroja seitseméssé lokuksessa 14 monis-
tetusta ja totesivat neljd lokusta kiyttokelpoisiksi
lajinmaérityksessd, koska ne erottivat P. ramorumin
my®ds ldhisukuisista lajeista. Tdmén lisdksi mikro-
satelliittimerkkijaksoja on hyoddynnetty RAMS
(random amplified microsatellites) -analyysissi,
jossa vertailtiin eri isdntdkasveista eristettyjen P.
cactorum-kantojen geneettisid eroja (Hantula ym.
1997, 2000).
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3.4.4 SSCP-analyysi

Yksisdikeisen nukleiinihapon rakenteen ja kolmi-
ulotteisen muodon vaihteluun perustuva SSCP-ana-
lyysi (single strand conformation polymorphism)
on erityisesti pistemutaatioiden havainnointiin
kehitetty tekniikka. Tutkittava DNA-alue monis-
tetaan PCR:1ld ja denaturoidaan yksisidikeiseksi.
Yksisdikeinen juoste muodostaa emisten pariutu-
misen kautta itsensd kanssa kaksisdikeisid rakentei-
ta. Pienetkin muutokset emisjarjestyksessd voivat
vaikuttaa sisdisiin emésten pariutumisiin ja niiden
my6td DNA-kappaleen muotoon ja liikkuvuuteen
geelielektroforeesissa. Tekniikka vaatii elektro-
foreesilta hyvéi erottelukykyaé.

SSCP-analyysi ei ole ollut kovin yleinen Phyto-
phthora-lajien tutkimuksessa. Kong ym. (2003b)
monistivat 29 Phytophtora-lajin ribosomaalista
DNA:ta kidyttden ITS6 ja ITS7 alueita alukkeina ja
analysoivat PCR-tuotteen SSCP-analyysilld kdytté-
en kehittdmédnsi yksijuosteista DNA:ta molekyy-
lipainoverrokkina ja totesivat, ettid tekniikalla oli
mahdollista erottaa kaikki lajit toisistaan geeliin
muodostuneiden sormenjilkikuvioiden avulla. Li-
sdksi analyysi osoitti P. megasperma- ja P. drechs-
leri-lajikompleksien sisdisen muuntelun ja jakaantu-
misen alaryhmiin. SSCP-analyysii on my®0s esitetty
keinoksi, jolla P. ramorum voidaan 16ytdd nopeasti
epdilyttivistd kasvieristd (Kong ym. 2004). Garbe-
lotto (2003) puolestaan mainitsee SSCP-tekniikan
sopivan mm. lajispesifisen PCR:n monistustuotteen
oikeellisuuden tarkistamiseen.

3.5 Sekvensointi

DNA:n emisjdrjestyksen selvittiminen ja vertaa-
minen tunnettuihin sekvensseihin antaa kaikkein
tarkinta tietoa tutkittavan kohteen identiteetisti,
kehityshistoriasta ja sukulaisuussuhteista. Phyto-
phthora-lajeistakin on jo kertynyt paljon sekvens-
sitietoa DNA-tietokantoihin. Duncan ja Cooke
(2002) mainitsivat, ettd kaikkien tunnettujen silloin
olemassa olevien Phytophthora-lajien ITS-alueiden
emisjirjestykset oli v. 2002 selvitetty ja koottu tieto-
kannaksi. Uusia lajeja voidaan verrata tietokantaan,
mikd helpottaa ja nopeuttaa niiden méadritystéd suu-
resti.
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Cooke ym. (2000a) selvittivat Phytophthora-
suvun episelvdd asemaa Oomycetes-mikrobien
ryhmissd ITS-alueiden emdsjirjestyksen avulla.
Oomycetes-taksoni jakaantui kahteen selvddn paa-
haaraan, joista toisessa olivat Saprolegniales-lahkon
ja toisessa Pythiales- ja Peronosporales-lahkojen
jasenet. Phytophthorat ryhmittyivdt Peronospora-
les-haarassa varsin tiiviiksi ryhmaksi, jossa niiden
liséksi oli myds lehtihomeiden edustaja Peronospora
sparsa. Viimeksi mainittu havainto voi Cooken ym.
(2000a) mukaan viitata siihen, ettd biotrofiset lehti-
homeet ovat aika dskettdin kehittyneet Phytophtho-
ra-kantamuodosta. Tulokset tukivat myos késitysti,
ettd Phytophthorat ovat kehittyneet Pythium-lajien
kaltaisen kantamuodon vilitykselld tuntemattomasta
esi-isdstd.

Sekvensointia on luonnollisesti kdytetty sukulai-
suuden ja lajinkehityksen tutkimiseen myos Phyto-
phtora-suvun sisilld. Kroon ym. (2004a) havaitsivat
tuman- ja mitokondrio-DNA:n geenien sekvenssien
perusteella, ettei klassinen (Waterhouse 1963) luo-
kittelu kuvasta Phytophthorien lajinkehitystd. He
esittivét lajien uutta jakoa kahdeksaan padaryhmiin
tutkimiensa 48 lajin perusteella. Heiddn mukaansa
myo6s morfologisten, patogeenisten ja lisddntymi-
seen liittyvien piirteiden evoluutiosta voitiin tehda
pédtelmii lajien muodostamasta sukupuukaaviosta.
[Imiasun piirteet eivit kuitenkaan vélttaméttd kuvas-
ta lajinkehityksellistd sukulaisuutta, koska ne ovat
voineet kehittyd toisistaan riippumatta eri lajeilla.
Myoskddan homo- tai heterotallisuus ei nidyttdnyt
periytyvin yhdeltd ainoalta kantalajilta.

Cooke ja Duncan (1997) tutkivat 16 Phytophthora-
lajin kehitystd ja sukulaisuutta ITS-alueiden sekven-
soinnilla ja saivat aikaan ryhmittelyn, joka osittain
oli yhteneviinen klassisen jaottelun kanssa. Papil-
lattomat lajit erottuivat selvésti muista, mutta pa-
pillalliset ja puolipapillalliset ryhmittyivit samaan
puukaavion haaraan. ITS-sekvenssien analyysi viit-
tasi siihen, ettei pariutumistyyppié tai anteridiumin
kiinnittymistapaa voi pitdd luotettavina luokittelu-
perusteina. Cooken ja Duncanin (1997) mukaan em.
ominaisuudet voivat olla geneettisesti melko yksin-
kertaisesti sdddeltyjd, ja ne ovat voineet muuttua
evoluutiossa useammin kuin yhden kerran.

Uusia lajeja ovat tutkineet sekvensoimalla esim.
Martin ja Tooley (2003b). He esittivit coxIl-gee-
nin ja ITS-alueen emisjirjestyksen perusteella, ettd
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P. ramorum, P. nemorosa ja P. pseudosyringae ovat
kehityshistorialtaan erillisid uusia lajeja eivitki la-
jienvilisen risteytymisen tulosta. Kahta viimeksi
mainittua, vihemmin aggressiivista lajia, on tavattu
P. ramorumin lisdksi tammen dkkikuoleman yhtey-
dessi oireellisissa kasveissa Kaliforniassa.
Sekvensointi on helpottunut ja nopeutunut kau-
pallisten reagenssipakettien ja automaattisten sek-
vensointilaitteistojen yleistymisen myotd, ja sitd
voidaankin kidyttdd myos kdytdnnon kasvinsuoje-
lutydssd vaikkapa muiden tunnistusmenetelmien
tulosten tarkistamiseen. Esimerkiksi lajispesifisen
PCR-maidrityksen oikeellisuus voidaan melko kite-
vasti varmistaa sekvensoimalla PCR-tuote, etenkin
jos se on kooltaan melko pieni, mieluummin alle 500
emisparia (Garbelotto 2003). Suurten puhdasviljel-
miméirien rutiiniméirityksiin sekvensointi kuiten-
kin saattaa olla vield liian kallis menetelma. Téllai-
siin tarkoituksiin sopivat esim. sormenjilkitekniikat
toistaiseksi paremmin (Kong ym. 2003b).

4 Molekulaaristen mene-
telmien edut kasvin-
tarkastuksessa

DNA:n monistamiseen perustuvien menetelmien
tunnistusherkkyys on usein todettu muita teknii-
koita paremmaksi. Esimerkiksi Koxin ym. (2002)
mukaan PCR-tekniikalla pystyttiin havaitsemaan
94 % ja maljaviljelyn avulla 74 % P. ramorum -po-
sitiivisista ndytteistd. Myos Garbelotto (2003) totesi,
ettd PCR:n avulla voitiin vdérien negatiivisten tulos-
ten médrad vihentdd. Testi soveltui maljaviljelyssd
vaikeiksi osoittautuneille P. ramorumin iséntékasvi-
lajeille, ja oli kdytinndssé ndiden tutkimiseen ainoa
vaihtoehto. Etuna oli my®&s se, ettd taudinaiheuttaja
voitiin luotettavasti tunnistaa suoraan isintékasvista
pieninékin pitoisuuksina. PCR-menetelmé soveltui
myds ndytteille, joissa patogeeni oli tarkoitukselli-
sesti tehty tartutuskyvyttomiksi ja joita siten voitiin
kisitelld aiheuttamatta tartuntavaaraa ymparistoon.
Taudinaiheuttaja voitiin 10ytdd nopeasti suurista
niyteméadristd, joskin huolellinen nidytteen valmistus
ja DNA:n eristys oli ensiarvoisen tdrkedd testin luo-
tettavuuden kannalta. Huonosti onnistunut DNA:n

eristys johtaa vidiriin negatiivisiin tuloksiin, joiden
havaitsemiseksi testiin onkin sisdllytettdva kontrolli-
alukkeet, jotka monistavat esim. kasvin DNA:ta.

Molekulaariset tunnistusmenetelmét eivit kui-
tenkaan yksin riitd taudinaiheuttajan osoittamiseen
kasvintarkastuksessa, jossa 10ydoksistd usein seu-
raa torjuntatoimenpiteitd. Blomqvist ja Kubiasiak
(2003) huomauttivat, ettd maissa, joissa vaaralli-
sen patogeenin jo tiedetddn esiintyvin, oireiltaan
tyypillisten kasvien positiivinen DNA-testin tulos
saattaa riittdd varmistamaan tuhoojan esiintymisen.
Sen sijaan, jos tuhoojaa ei ole alueella aiemmin
tavattu, tarvitaan positiivisen DNA-testin lisédksi
morfologinen médritys ja/tai sopivan DNA-alueen
sekvensointi.

KTTK:n kasvitarkastuslaboratoriossa molekyyli-
biologiset tekniikat ovat helpottaneet ja nopeuttaneet
kasvintarkastusta ja muuta kdytdnnon kasvinsuoje-
luty6td. Suomen kasvintarkastuksessa bakteerien ja
sienten DNA-pohjainen miiritys varmistetaan kui-
tenkin aina my6s muilla menetelmilld. Viranomais-
tyOssd keskitytddn pddasiassa niihin tuhoojiin, jotka
mainitaan lainsddddnndssi, ja niiden tunnistukseen
kiytetddn tutkijoiden kehittdmid valmiita menetel-
mid. Onkin ensiarvoisen tirkedd, ettd tieteelliselld
tutkimuksella selvitetdin laajempaa Phytophthora-
lajistoa ja sen merkitystd sekd kehitetddn diagnos-
tisia menetelmid. Tdmédn ryhmén mikrobeilla on
todennikdoisesti luultua suurempi merkitys puiden
tuhoojina, silld viime aikoina on osoitettu selvésti,
ettd harsuuntuneiden puiden vaivojen syyni on kui-
vuuden ja muiden abioottisten tautien sijasta vanhoja
tai uusia Phytophthora-lajeja (Jung ym. 1999, 2002,
2003, Schubert ym. 1999, Balci ja Halmschlager
2003, Brasier ym. 2003, Jonsson ym. 2003).
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