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Tiivistelma

Viime vuosina bakteeritaudit ovat lisddntyneet Eteld-Savon vihannesviljelmilld ongelmallisten s&a-
olosuhteiden vaikutuksesta. Jaavuorisalaatilla on havaittu enenevdssa maérin bakteerien aiheuttamaa
laikku- ja méatétautia, joka erityisesti lampiminé kesina on paikoitellen tuhonnut suuria osia sadosta.
VihTa-hankkeessa kyseisen taudin aiheuttajaksi maaritettiin morfologisten, biokemiallisten ja DNA-
sekvensointiin perustuvien menetelmien avulla Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp -niminen bak-
teeri. Alkuvuodesta 2011 Kasvinsuojeluseuran sanastojaosto ehdotti hankkeen tutkimustulosten perus-
teella taudin viralliseksi nimeksi salaatinpiilom&tda. Piilomatataudin torjuntatoimien kehittdmiseksi
selvitettiin VihTa-hankkeessa tarkemmin DNA-tekniikoiden seké fylogeneettisten analyysien avulla
P. cichorii -bakteerin monimuotoisuutta ja leviamistd pellolle. Tutkimuksissa selvisi Etel&-Savosta
eristettyjen P. cichorii -bakteerien jakaantuvan kahteen toisistaan selkedsti poikkeavaan alaryhméén.
Bakteeria ei alustavissa tutkimuksissa ole 16ydetty salaatinsiemenistd, kasvihuoneessa kasvatetuista
nuorista taimista tai avomaalla kaytettdvasta kasteluvedestd. Sen sijaan patogeeni onnistuttiin erista-
maén talven jalkeen peltomaasta sekd siihen muokatusta salaattijatteestd. Tutkimuksen perusteella
suositeltavina piiloméatataudin hallintakeinoina Suomessa voidaan pitd4 vuoroviljelyd, infektoituneen
salaattijatteen poiskeradmisté ja hyvan viljelyhygienian noudattamista.

Pahkahome on entuudestaan tunnettu monien viljelykasvien vakava kasvinsuojeluongelma. Taudin
on Suomessa katsottu olevan iséntékasvista riippumatta yksinomaan Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary -sienen aiheuttama. Avomaavihanneksia infektoivat kirjallisuuden mukaan myds S. minor Jagger
ja S. subarctica nom. prov. (Sclerotinia species 1) -nimiset lajit. Kummastakaan ei ole aiempia havain-
toja Suomesta. VihTa-hankkeessa kartoitettiin pahkahomeen aiheuttamia satotappioita Eteld-Savon
vihannesviljelmilla sekd maaritettiin tarkemmin morfologisten ja DNA-tekniikkaan perustuvien mene-
telmin avulla vihanneksille pahkahometta aiheuttavat lajit. Liséksi hankkeessa selvitettiin mikrosate-
liitti-DNA-menetelmien avulla tarkemmin pahkahomeiden lajinsisdistd monimuotoisuutta. Tutkimuk-
sessa Eteld-Savon vihannesviljelmilla havaituista pahkahomeinfektioista tunnistettiin S. sclerotiorum -
lajin lisaksi myds S. subarctica nom. prov. -laji. Aiemmin S. subarctica hom. prov. on tavattu vain
luonnonkasveilla Norjassa ja Iso-Britanniassa, sekd avomaavihanneksilta Yhdysvalloissa, Alaskan
osavaltiossa. Etel&d-Savosta S. subarctica nov. prov. -sienié eristettiin parsakaalin, kurpitsan, jadvuori-
salaatin sekd roomansalaatin pahkahomeinfektioista. Patogeenisyyskokeissa S. subarctica nov. prov.
aiheutti jadvuorisalaatille tdysin samankaltaisia taudinoireita kuin S. sclerotiorum. Molempien pahka-
homelajien populaatiot Etel&d-Savossa osoittautuivat mikrosatelliitti-DNA-tutkimuksen perusteella
hyvin heterogeenisiksi.
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Johdanto

Viime vuosina bakteeritaudit ovat lisdantyneet Eteld-Savon vihannesviljelmilld ongelmallisten s&a-
olosuhteiden vaikutuksesta. Bakteeritautien ohella pahkahome on tunnetusti merkittava taudinaiheutta-
ja koko vihannestuotantosektorilla. Tautien taloudellinen merkitys on ammattiviljelijoille suuri, silla
sadonmenetys korjuuvaiheessa voi lajista ja lajikkeesta riippuen nousta jopa 50 %:iin. Eteldsavolaisten
vihannesviljelijoiden aloitteesta edelld mainittujen tautiongelmien tutkimusta toteutettiin Maa- ja met-
sétalousministerion rahoittamassa, Vihannestilojen kannattavuuden kehittdminen tautien ja lannoituk-
sen hallinnalla (VihTa) -hankkeessa.

Viime vuosina Etel&-Savon jadvuorisalaattipelloilla on havaittu enenevassa mééarin ikavaa baktee-
rien aiheuttamaa laikku- ja matatautia. Erityisesti lampimind kesind tauti on paikoitellen tuhonnut suu-
ria osia sadosta. Tyypillisesti taudin oireet ilmenevét jadvuorisalaatilla kerén sisélehdissé ensin pienind
tummina laikkuina, jotka myohemmin laajenevat ja alkavat médéantyd. Tavallisesti keran ulkolehdet
sédilyvat infektiossa vahingoittumattomina, joskin vuonna 2011 oireita oli havaittavissa myds kerén
ulkolehdissa. Tauti on muodostunut tuotannon kannalta erityisen hankalaksi, koska sitd ei salaatin
korjuuvaiheessa pystytd tehokkaasti havaitsemaan. Oireet muistuttavat erityisesti Pseudomonas cicho-
rii (Swingle) Stapp -bakteerin aiheuttamaa “varnish spot” -nimistd tautia (Grocan ym. 1977), joka
1970-luvulla muodostui nopeassa tahdissa jadvuorisalaatin vakavaksi kasvinsuojeluongelmaksi Yh-
dysvalloissa, Japanissa ja Italiassa. Myds muiden bakteerien, erityisesti muiden fluoresoivien pseudo-
monasten on huomattu aiheuttavat ja&vuorisalaatille samankaltaisia oireita. Kankila (1998) havaitsi
edella mainitun kaltaisia bakteeritautiongelmia Kaakkois-Pirkanmaan jaavuorisalaattipelloilla jo 1990-
luvun lopulla. Tutkijat onnistuivat eristdmdén talloin salaatista muun muassa P. cichorii -bakteereja,
mutta patogeenisyyskokeiden puuttuessa jéivat taudin syy-seuraussuhteet talldin tarkemmin selvitta-
mattd. VihTa-hankkeen havaintojen tapaan myds Kaakkois-Pirkanmaalla taudin huomattiin olevan
vakavampi ongelma nimenomaan lampimind kasvukausina.

Maailmanlaajuisesti merkittavaa salaatin “varnish spot” -tautia pidetaan seka siemen- ettd maale-
vintdisend. Kasvustossa bakteeri levidd sadeveden aiheuttamissa roiskeissa ja kasvihuoneisiin pato-
geenin on huomattu padsevan kasteluveden mukana. Koska P. cichorii -bakteerin aiheuttamat tau-
dinoireet ilmenevat tyypillisesti vasta korjuukypsilla kasveilla, taytyy taudin torjunnan perustua ennen
kaikkea epidemioiden ennaltaehkaisemiseen. Ennaltaehkaisevia P. cichorii -infektioiden torjuntatoi-
menpiteind pidetdén terveen kylvosiemenen kéyttod, viljelykiertoa, infektoituneen salaattijatteen pois-
ker&d&mista, liiallisen kastelun vélttdmista seké yleisesti hyvén viljelyhygienian noudattamista.

Pahkahome aiheuttaa maailmanlaajuisesti vakavia tuhoja lukuisille eri viljelykasveille. Suomessa
taudin on katsottu olevan isantakasvista riippumatta yksinomaan Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary -sienen aiheuttama. Jadvuorisalaattia infektoi kuitenkin kirjallisuuden mukaan myés S. minor
Jagger -niminen pahkahomesieni. S. minor -lajista on havaintoja Etela- ja Keski-Euroopasta, Eteléd- ja
Pohjois-Amerikasta, Aasiasta, Afrikasta ja Australiasta, mutta havaintoja Suomesta ei ole Kirjattu.
Liséksi avomaavihanneksille pahkahometta aiheuttaa vasta hiljattain tieteelle kuvattu S. subarctica
nov. prov. (Sclerotinia species 1) -niminen sieni. Toistaiseksi S. subarctica nov. prov. -lajin on havait-
tu aiheuttavan pahkahometta vihanneksille vain Yhdysvalloissa, Alaskan osavaltiossa. Taudinaiheutta-
ja on eristetty myds luonnonkasveilta Norjasta ja Iso-Britanniasta. Sclerotinia-suvusta muita Suoma-
laisittain merkittavia patogeeneja ovat apilamatad aiheuttava S. trifoliorum Erikss., sekd nurmikasveja
vahingoittava pohjanpahkasieni S. borealis Bubak et Vleugel.

Pahkahomesienten elinkiertoon kuuluvat tiiviit rihmastopahkat (sklerootiot), joiden avulla se séi-
lyy maassa useita vuosia. Sopivissa olosuhteissa pahkat tuottavat maljamaisia itiGemia (apoteekio),
joista vapautuvat koteloitiét leviavat pitkia matkoja. Sopivan isantédkasvin kasvaessa lahelld saattaa
maassa itdva pahka tuottaa itidemien sijaan vain pelkkaa sienirihmastoa. S. minor -lajin on todettu
tuottavan itidemia ja itidita vain harvoin, kun taas S. sclerotiorum -lajin katsotaan tyypillisesti suosi-
van ilmalevintdd koteloitididen avulla. Tosin viileissé ilmasto-olosuhteissa maalevinnélld katsotaan
olevan enemman merkitysta myds S. sclerotiorum -lajin kohdalla. Koteloitiét ovat pahkahomeen su-
vullisia lisdadntymisrakenteita, joten niiden muodostuminen edellyttad pariutumista. S. sclerotiorum -
lajia pidetdadn homotallisena sienend, miké tarkoittaa etta lajilla on vain yhdenlaista pariutumistyyppia
edustavia sienirihmoja, joiden valilla suvullinen lisdéantyminen voi tapahtua. Toisin sanoen sieniyksild
ei valttamatta tarvitse toista osapuolta pariutumiseen ja suvulliseen lisaantymiseen. Populaation ge-
neettistd monimuotoisuutta tutkimalla voidaan saada lisdtietoa yksil6iden vélisen pariutumisen toden-
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nakodisyydestd ja sitd kautta viitteitd myds siitd, tapahtuuko paikallisessa pahkapopulaatiossa levidmis-
t& suvullisten itididen avulla.

Jadvuorisalaatilla ilmenevan bakteeritaudin osalta tdmén tutkimuksen tavoite oli selvittdd taudin
etiologia Kochin postulaateissa madritettyjen periaatteiden mukaisesti, morfologiaan, biokemiallisiin
ominaisuuksiin ja DNA-sekvensointiin perustuvien menetelmien avulla. Lisatavoitteena oli selvittaé
DNA-sekvensoinnin ja fylogeneettisten analyysien perusteella taudinaiheuttajaksi maaritetyn patogee-
nin monimuotoisuutta sekd talvehtimista peltomaassa. Pahkahomeen osalta tdmén tutkimuksen tavoite
oli maarittdd morfologiaan, DNA-tekniikkaan ja sekvensointiin perustuvien menetelmien avulla vi-
hanneksia Eteld-Savossa infektoivat pahkahomelajit. Liséksi osatavoitteena oli saada mikrosateliitti-
DNA-menetelmien avulla lisatietoa pahkahomepopulaatioiden monimuotoisuudesta Eteld-Savossa.

Aineisto ja menetelmat

Bakteerien eristiminen, tunnistaminen ja patogeenisyyskokeet

Rapeakerésalaatilla esiintyvan bakteeritaudin etiologia selvitettiin 22 tautindytteestd, jotka olivat kerat-
ty vuosien 2009-2011 aikana neljélta eri vihannesviljelytilalta Eteld-Savosta. Kaikki morfologialtaan
erityyliset bakteeripesékkeet siirrostettiin puhdasviljelmiksi, joista Pseudomonas-suvun lajit tunnistet-
tiin alustavasti niiden fluoresoivan pigmentin muodostuskyvyn perusteella. Pseudomonakset tunnistet-
tiin tarkemmin biokemiallisia ominaisuuksia mittaavan LOPAT-koesarjan perusteella sekd sekven-
soimalla osa bakteerien 16S rRNA-geenistd. Patogeenisyyskokeissa néytteista eristettyjen bakteerien
taudinaiheuttamiskyky testattiin infektoimalla niilla terveitd salaatinlehtid. Oireiden ilmaannuttua eris-
tettiin oirekohdista bakteereja, jotka tunnistettiin fluoresoimisreaktion ja LOPAT-koesarjan avulla.
Tarkemmat tiedot tutkimukseen sovelletuista menetelmistd ja koejarjestelyistd on esitelty Tuomolan
(2011) maisterintutkielmassa.

Taudinaiheuttajabakteerien monimuotoisuus ja talvehtiminen peltomaassa

Taudinaiheuttajaksi mééaritetyn bakteerin monimuotoisuutta Eteld-Savossa analysoitiin kaikkien edella
mainittujen lajimaaritykseen kaytettyjen menetelmien osalta, seka sekvensoimalla osa taudinaiheutta-
jien hypersensitiivisyys ja patogeenisyysalueen (hrp) hrcRST-geeneistd. Sekvensointiin ja fylogeneet-
tisiin analyyseihin valittiin 20 taudinaiheuttajaksi tunnistettua bakteeri-isolaattia, jotka olivat padsaan-
toisin eristetty eri tautinaytteistd. Lisaksi fylogeneettisiin analyyseihin haettiin NCBI:n sekvenssitieto-
kantaan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) tallennettuja kansainvélisid taudinaiheuttajabakteerin hrp-
alueen sekvensseja. Sovelletut menetelmédt hrcRST-geenien monistamiseksi, sekd fylogeneettisten
analyysien toteuttamiseksi on esitelty Tuomolan (2011) maisterintutkielmassa.

Taudinaiheuttajaksi méaéritetyn bakteerin talvehtimista peltomaassa tutkittiin kevaalla 2011 kera-
tyistd kymmenestd peltomaandytteestd, jotka kaikki sisélsivat myds maatumatonta salaattijatettd edel-
liseltd kasvukaudelta. Kaikista naytteista eristettiin DNA:ta MoBio Laboratories Inc. PowerMax®
DNA Isolation Kit -valmispakkauksen avulla valmistajan ohjeiden mukaisesti. Kahdeksasta maandyt-
teesta eristettiin bakteereja pintahajotusmenetelmalld suoraan PCSM- ja PCM-1-selektiivialustoille
(Jones ym. 1990, Uematsu ym. 1982). Maljoja inkuboitiin +28 °C:ssa seitseman vuorokautta, minka
jalkeen maljalle rikastuneesta bakteerisekakasvustosta eristettiin DNA:ta Qiagen DNeasy Blood &
Tissue Kit -valmispakkauksen avulla. Eristettyd DNA:ta monistettiin PCR:ss& Verbaendertin (2006)
kuvaamilla F2- ja R1-alukkeilla, jotka spesifisesti monistavat patogeenin hrp-alueelta noin 230 nuk-
leotidin mittaista DNA-fragmenttia. Monistuneiden fragmenttien koko ja silmamaaréinen kvantifiointi
suoritettiin geelielektroforeesin avulla vertaamalla ndytteitd ajossa mukana olleeseen kokostandardiin
sekd useisiin tunnettuihin vertailukantoihin. Koe suoritettiin kolmena toistona kaikille naytteille. Sil-
min nahtava oikeankokoinen DNA-fragmentti tulkittiin positiiviseksi. Kolmen selkedn positiivisen
tuloksen jalkeen fragmentti eristettiin ja sekvensoitiin tarkemman tunnistustuloksen saamiseksi. Sek-
vensseistd muodostettiin fylogeneettinen sukupuu samaan tapaan kuin hrcRST-kokeessa. Liséksi fylo-
geneettisiin analyyseihin liitettiin sekvenssitietoja hrcRST-kokeesta sekd NCBI:n sekvenssitietokan-
nasta.

Pahkahomelajien tunnistaminen ja monimuotoisuus Etela-Savossa
Sienet eristettiin pintasteriloiduista vihannesnaytteista vuosien 2009-2011 aikana. Puhdasviljelmia
kasvatettiin peruna-dekstroosi-agarilla (PDA), joista ne tunnistettiin alustavasti pahkahomeiksi morfo-
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logisten ominaisuuksien perusteella. Tarkempi lajinmaaritys tehtiin sekvensoimalla osa sienten ITS-2
(internal transcribed spacer) alueesta ja vertaamalla sitd BLAST-algoritmin avulla NCBI:n verk-
kosivuilla (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) kansainvalisiin sekvenssitietokantojen vastaaviin
sekvensseihin, sekd Holst-Jensenin  ym. (1998) julkaisemaan Sclerotiniaceae-heimon ITS-
sekvenssiaineistoon. Edelleen eri pahkahomelajeja pyrittiin erottamaan toisistaan tutkimalla PCR-
pohjaisten menetelmien avulla sisaltddkd niiden 28S rRNA-geeni (LSU) ryhma 1 -nimisen intronin
(Group 1 intron). Holst-Jensenin (1998) mukaan S. sclerotiorum -lajin 28S rRNA-geeni siséltdd noin
300 nukleotidin mittaisen ryhméa 1 intronin, kun taas S. subarctica nov. prov. ja S. minor -lajeilta se
kokonaan puuttuu. Tarkemmat tiedot tutkimukseen sovelletuista menetelmisté on esitelty Li"in (2011)
maisterintutkielmassa.

Pahkahomeisolaattien monimuotoisuutta analysoitiin mikrosatelliitti-DNA-menetelmien perusteel-
la. Tutkimuksiin k&ytettiin Sirjusinghin & Kohnin (2001) kuvaamia mikrosatelliitteja 7-2, 13-2, 55-4,
110-4, sek&d Wintonin ym. (2007) kuvaamia satelliitteja 1, 3, 5 ja 7. PCR-menetelmét toteutettiin Sir-
jusinghin & Kohnin (2001) ohjeiden mukaisesti. Fragmenttianalyysi suoritettiin Helsingin yliopiston,
Biotekniikan instituutissa ja analyysin tulokset tarkistettiin Peak Scanner™ v1.0 -ohjelmalla. Populaa-
tiossa tapahtuvan satunnaispariutumisen todennakgisyytta arvioitiin Multilocus 1.3b -ohjelmalla.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Bakteeritautin etiologia

Morfologisten ominaisuuksien, LOPAT-kokeiden, 16S rRNA-geenin sekvensointitulosten ja pato-
geenisyyskokeiden tulosten perusteella jadvuorisalaatilla esiintyvén laikku- ja matataudin ensisijaisek-
si taudinaiheuttajaksi mééritettiin P. cichorii -bakteeri. Kasvinsuojeluseuran sanastojaosto nimesi tau-
din hankkeen tutkimustulosten perusteella salaatinpiilomadéaksi. Myds muut naytteista eristetyt pseu-
domonakset aiheuttivat patogeenisyyskokeissa oireita salaatille. Nama oireet olivat kuitenkin lahto-
kohtaisesti erilaisia kuin piilomatainfektioissa, eik& yleisesti niin vakavia kuin P. cichorii -bakteerin
aiheuttamat oireet. Todennakoisesti muut pseudomonakset esiintyvat pitkalle edenneissé salaatinpii-
lomatainfektioissa sekundaarisina patogeeneina.

P. cichorii -bakteerin monimuotoisuus ja talvehtiminen Etela-Savossa

Morfologisten ominaisuuksien ja hrcRST-sekvenssien perusteella P. cichorii -bakteerit jakaantuivat
kahteen toisistaan selvasti poikkeavaan ryhmaan PC1 ja PC2 (Kuva 1). Osa sekvenssitietokannan P.
cichorii - bakteereista muodostivat fylogeneettisissa analyyseissd myds kolmannen P. cichorii -
alaryhman PC3. Madritetyt ryhmat vastaavat monelta osin hiljattain Belgiassa madritettyja P. cichorii
-alaryhmia (Cottyn ym. 2009).

Maandytteistd onnistuttiin eristimdin P. cichorii -bakteerin hrc-alueen DNA:ta sekd suoraan
maasta etta selektiivialustoilla rikastetussa bakteerisekaviljelmistd. Sekvensseistd muodostetussa fylo-
geneettisessa sukupuussa oli selkedsti havaittavissa maanaytteistd monistuneiden sekvenssien yhden-
mukaisuus P. cichorii -vertailukantojen vastaaviin sekvensseihin. Koska P. cichorii -bakteeri pystyi
talven jalkeen rikastumaan kokeissa kaytetyilla selektiivialustoilla, voidaan sen maassa talvehtivaa
populaatiota pitdd hyvinkin elinvoimaisena. Maanaytteiden P. cichorii -bakteerit olivat analysoidun
sekvenssialueen perusteella taysin identtisia niiden P. cichorii -bakteerien kanssa, jotka olivat eristetty
samaisilta pelloilta edellisend kesana (Kuva 1).

Pahkahomelajit

Suurin osa vihanneksilta eristetyistd pahkahomeisolaateista tunnistettiin morfologian, ITS-2 alueen
sekvenssien ja ryhma | intronin havaitsemiseen perustuvin menetelmin S. sclerotiorum -lajiksi. Yllat-
tden osa kannoista tunnistettiin edelld mainittujen menetelmien perusteella S. subarctica nov. prov. -
lajiksi. Molempia lajeja l0ydettiin samoilta vihannespelloilla. Aiemmin S. subarctica nov. prov. -
sientd on tavattu vain luonnonkasveilla Norjassa ja Iso-Britanniassa, sekd avomaavihanneksilla Yh-
dysvalloissa, Alaskan osavaltiossa (Clarkson ym. 2010, Holst-Jensen ym. 1998, Winton ym. 2006,
Winton ym. 2007). Eteld-Savossa S. subarctica nov. prov. -sienid eristettiin parsakaalista, kurpitsasta,
jadvuorisalaatista sekd roomansalaatista. Naistd parsakaalia voidaan pitdd uutena S. subarctica nov.
prov. -lajin isantakasvina. Lajin patogeenisyys testattiin jadvuorisalaatilla, jolle se aiheutti tdysin sa-
mankaltaisia pahkahomeoireita kuin S. sclerotiorum (Kuva 2). Jd&vuorisalaatin osalta my6s Kochin
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postulaatit taytettiin, kun taudinaiheuttaja uudelleen eristettiin infektoiduista salaateista ja tunnistettiin
rihmaston yhtenevaisyyskokeen (MCG — mycelial compatibily group) avulla. Morfologian perusteella
edell&d mainitut lajit muistuttavat hyvin paljon toisiaan, joskin pahkojen koossa, niiden madréssé seka
puhdasviljelmien varissd PDA:lla on havaittavissa eroja (Kuva 2). ITS-2 sekvenssien perusteella lajit
ovat verrattain luotettavasti erotettavissa toisistaan ja muista Sclerotinia-suvun lajeista. Niin ikaan
Li“in (2011) ryhma I intronin havainnointimenetelma osoittautui hyvin luotettavaksi ja nopeaksi me-
netelmaksi erottaa ndma kaksi morfologialtaan samankaltaista pahkahomelajia toisistaan.
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Kuva 1. Vasemmalla fenogrammi joka on muodostettu Eteld-Savosta eristettyjen sekd NCBI:n tietokannasta
haettujen P. cichorii -bakteerien 803 nukleotidin mittaisten hrcRST-sekvenssien perusteella. Kolme eri P. cicho-
rii -ryhméa (PC1, PC2 ja PC3) nakyvéat kuvassa tummennettuina. Etela-Savosta eristetyt kannat ovat lihavoitu.
Oikean puoleisessa kuvassa maanaytteistda muodostettu fenogrammi, joka on muodostettu Etel&d-Savosta eristet-
tyjen P. cichorii -bakteerien 223 nukleotidin mittaisten hrc-sekvenssien sekd maanaytteista monistuneiden sek-
venssien perusteella. Kuvassa punaisella on merkitty Juvalta vuonna 2010 eristettyjen P. cichorii -bakteerien
(VJH-101.A ja VJH-102.B) hrc-sekvenssit, seka samaiselta pellolta maanaytteistd vuonna 2011 (J2011.A,
J2011.B, J2011.C, J2011.D, J2011.E, J2011.G) perdisin olevat sekvenssit. Sinisellda on merkitty Joroisista perai-
sin olevat maanéaytteiden (EA2011.B ja EA2011.A) sekvenssit, sekd samalta pellolta vuonna 2010 tautisista
naytteista eristettyjen P. cichorii -bakteerien (VEA-101.C, VEA-102.B) sekvenssit. Molemmat sukupuut ovat
muodostettu TREECON for Windows -ohjelmalla. Kantojen etéisyyksia toisistaan arvioitiin Jukes & Cantorin
evoluutiomallin avulla ja puun muodostukseen kaytettiin NJ-algoritmia. Tuhannen bootstrapping-toiston tuki-
prosentit nédkyvat puun haaraumakohdissa.

S. sclerotiorum ja S.subarctica -lajien monimuotoisuus.

Pahkahomesienten monimuotoisuustutkimuksiin valittiin 23 S. sclerotiorum -isolaattia, jotka olivat
kaikki keratty vuosien 2010 ja 2011 aikana samalta pellolta, seké kaikki 11 tutkielmassa méaaritettya S.
subarctica nov. prov. -isolaattia. Mikrosatelliitti markkerit 7-2, 13-2, 55-4, 110-4 osoittivat
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23 S. sclerotiorum -isolaatin siséltdvén 13 eri genotyyppid, kun taas S. subarctica nov. prov. -lajin
osalta kaikki 11 isolaattia olivat markkerien 1, 3, 5 ja 7 mukaan geneettisesti toisistaan poikkeavia. S.
subarctica nov. prov. -isolaattien madré ei ena riittanyt luotettavampiin tilastollisiin analyyseihin. Sen
sijaan S. sclerotiorum -lajin monimuotoisuutta analysoitiin edelleen Multilocus 1.3b -ohjelmalla, jonka
tulosten mukaan tutkitussa S. sclerotiorum -populaatiossa todenndkdisesti tapahtuu yksildiden valista
pariutumista (Ia-arvo 0,081, P=0,18). Tulokset viittaisivat suvullisten itididen kuuluvan osaksi lajin
paikallista ekologiaa.

Kuva 2. S. sclerotiorum ja S. subarctica nov. prov. -lajien morfologiset erot PDA:lla, seka sienten aiheuttamat
oireet jadvuorisalaatille. S. subarctica nov. prov. (a) muodostaa S. sclerotiorum -lajiin (b) verrattuna vdhemmén
pahkoja, jotka kuitenkin kooltaan ovat suurempia. Lisdksi eroja voidaan havaita kasvuston vérissé. Pato-
geenisyyskokeissa S. subarctica nov. prov. (c) aiheutti tdysin samankaltaisia pahkahomeoireita salaatille kuin S.
sclerotiorum (d).

Johtopaatokset

Jéévuorisalaatilla ilmenevén salaatinpiilométataudin aiheuttajaksi maadritettiin P. cichorii -bakteeri.
Bakteeria ei alustavissa tutkimuksissa ole 10ydetty salaatinsiemenistd, kasvihuoneessa kasvatetuista
nuorista taimista tai avomaalla kaytettdvéstd kasteluvedestd. Sen sijaan patogeeni onnistuttiin erista-
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maén talven jalkeen peltomaanéytteistd, jotka sisélsivat maahan muokattua maatumatonta salaattijatet-
td. Maanaytteistd eristetyt bakteerit vastaavat ominaisuuksiltaan bakteereja, joita samaisilla pellolla
eristettiin salaateista edellisend kesand. Tutkimuksen perusteella suositeltavina piilomatataudin hallin-
takeinoina Suomessa voidaan pitdd vuoroviljelyd, infektoituneen salaattijatteen pois kerdamista ja
hyvén viljelyhygienian noudattamista.

Pahkahometta vihanneksille Suomessa aiheuttavat sekd S. sclerotiorum ettd S. subarctica nov.
prov. -lajit. Mahdollisesti sienilla on Suomessa my@s muitakin yhteisié isdntdkasveja. Molemmat lajit
esiintyvat Eteld-Savossa geneettisesti hyvin monimuotoisina, mik& viittaa suvullisten koteloitiéiden
olevan osa lajien paikallista ekologiaa. Jatkossa olisi tarke&é selvittaa erityyppisten pahkahomerotujen
virulenttisuutta eri isdntakasveilla.
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