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Mansikan mustalaikun aiheuttaja Colletotrichum acutatum sailyy kasvinjat-
teissa
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Mansikan mustalaikku (Colletotrichum acutatum) I6ytyi ensimmadisen kerran Suomesta vuonna 2000
Hollannista tuoduista mansikan taimista. Koska kyseessa on karanteenituhooja, sen levidmisen estami-
seksi viranomaiset asettivat mansikan avomaaviljelyyn kolmen vuoden karanteenin saastuneille loh-
koille. Taudinaiheuttajan sdilymisestd Suomen ilmasto-oloissa ei silloin ollut viela tutkittua tietoa.

Mustalaikun aiheuttajan séilymistd mansikan kasvinjatteissa selvitettiin 2002-2003 MTT kasvin-
suojelun tutkimuksen tiloissa Jokioisilla. Mansikan lehtid, tyvid ja marjoja tartutettiin keinotekoisesti
kasvihuoneessa C. acutatum —sienelld ja saastutettua kasviainesta sdilytettiin muovisangoissa hiek-
kamaahan peitettynd ja maan pinnalla yli talven. Koe tehtiin seka ulkona ettd kylmilld&dn olevassa
muovihuoneessa, jossa lampétila laski tammikuun alussa alle —30°C useaksi vuorokaudeksi. Saastutet-
tu kasvinjate oli pakattu pieniin verkkopusseihin ja pusseja otettiin séilytyspaikoista kevaalla ja kesélla
kasvihuonetesteja varten. Taudinaiheuttajan sailyminen tartutuskykyisend testattiin kasvihuoneessa
Jonsok- ja Rita-lajikkeiden taimilla.

Mustalaikku saatiin tarttumaan testitaimiin keskikes&an asti sdilytetyistd, tartutetuista kas-
vinosista. Kasveissa todettiin mustalaikkuoireita sekd ronsyissé ettd lehtiruodeissa. Taudinaiheuttaja
voitiin saada kasvamaan oireellisista kasvinosista ravintoalustalla ja oireettomistakin osista se todettiin
PCR-diagnostiikalla. Heindkuun lopulle asti maassa sdilytetyista kasvinosista tauti ei endd aiheuttanut
mansikantaimiin ndkyvié oireita. Taudinaiheuttaja voitiin kuitenkin todeta molekyylibiologisesti testi-
kasveista otetuista lehtiruodin tyvi- ja juurakkondytteista.

Mustalaikun sdilymistd maassa ilman kasvinjatettd testattiin myds saastuneelta peltolohkolta
otetuista maandytteistd istuttamalla niihin kasvihuoneessa mansikan taimia. Maandytteet otettiin Piik-
kiostd MTT puutarhatuotannon tutkimuksen koekentéltd, jossa vuonna 2002 todettiin mustalaikkua ja
kasvusto havitettiin polttamalla. Mustalaikun aiheuttaja todettiin PCR-testilld kasveista, jotka olivat
kasvaneet maassa, josta sairaat kasvit oli hévitetty yli vuosi aikaisemmin polttamalla.

Tehdyn sdilytyskokeen johtopaédtoksend on, ettd Colletotrichum acutatum pystyy séilyméén
maassa tai maan pinnalla kasvinjatteissa elinkykyisend ainakin seuraavaan kevaaseen, jopa kesaan as-
ti. Tauti voi sailyé piilevana tartunnan saaneissa elévissa kasveissa, my0s rikkakasveissa. Siksi kolmen
vuoden karanteeni on tarpeen taudin levidmisen ehkaisemiseksi.

Asiasanat: Fragaria x ananassa, Colletotrichum acutatum, maa, kasvinjate, tartunta, PCR
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Johdanto

Colletotrichum acutatum aiheuttaa mansikan mustalaikkutaudin oireita marjoissa, lehtiruodeissa, juu-
rakoissa ja ronsyissa (Howard ym, 1992). Taudinaiheuttaja todettiin Suomessa ensimmaisen kerran
vuonna 2000 maahantuoduissa mansikantaimissa (Parikka ja Kokkola, 2001). C. acutatum on méari-
telty karanteenituhoojaksi Euroopan Unionin alueella (Anon., 1997). Suomessa C. acutatum-sienen
tartuttamat mansikkakasvustot hadvitetddn taudin levidmisen estamiseksi. Taudinaiheuttajaa ei ollut
tavattu Suomessa ennen vuotta 2000, eikd sen séilymisesta talven yli suomalaisissa oloissa ollut aikai-
sempaa tietoa. Sienen sdilymistd maassa ja kasvinjatteessd on tutkittu etelampénd: Kaliforniassa ron-
sypaloissa (Eastburn ja Gubler, 1990) ja lIsraelissa muumioituneissa marjoissa (Freeman ym, 2002).
Pohjoisissa oloissa sienen on Ohiossa tehdyssa tutkimuksessa todettu talvehtivan muumioituneissa
marjoissa (Wilson ym, 1992). C. acutatum voi sdilya kasveissa epifyyttisend ja endofyyttisina tartun-
toina (Freeman ym, 2001; Leandro ym, 2001) ja useat rikkakasvilajit voivat olla taudinaiheuttajan
isantia (Berrie ym., 2003). Sieni on eristetty selektiivialustalla vahan aikaisemmin kesannoidusta tai-
mistomaasta, jossa on kasvanut tartunnan saaneita kasveja (Eastburn ja Gubler, 1990),. Suomessa C.
acutatum on todettu PCR menetelmalla luonnollisesti saastuneista, oireettomista kasveista (Parikka ja
Lemmetty, 2004). Méaérityksessa kaytettiin aikaisesmmin julkaistuja (Sreenivasaprasad ym, 1996) aluk-
keita Calnt2 ja ITS4.

Suomessa saastuneen mansikkakasvuston havityksen jalkeen lohkolle on méaarétty kolmen vuo-
den karanteeniaika. Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd, kuinka kauan C. acutatum voi séilya kasvin-
jatteessd ja maassa suomalaisissa oloissa. Tietoa tarvitaan taudin aiheuttaman riskin maarittdmiseksi.

Aineisto ja menetelmat
Saastutetun kasvinjatteen valmistus ja talven sadolot

Colletotrichum acutatum-sienen sdilymistd saastuneessa kasvinjatteessé tutkittiin talven 2002-2003
aikana keinotekoisesti saastutetuilla mansikan kasvinosilla: lehdill&, lehtiruodeilla, juurakoilla ja mar-
joilla. Ne oli tartutettu kasvihuoneessa ruiskuttamalla C. acutatum- itiosuspensiolla ja antamalla kas-
vinosien kuivua. Tartutettu kasviaines jaettiin pieniin nylonverkkopusseihin, 3,5 g /pussi. Pussit asetet-
tiin muovisankoihin, joissa oli hiekkamaata: maan pinnalle sek& peitettynd 9 ja 15 cm syvyyteen. Kuu-
si sangoista asetettiin ulos 25.10. 2002 ja toiset kuusi l[Ammittdmattémadn muovihuoneeseen 24.10.
2002. Ulkona sangot kaivettiin maahan, kasvihuoneessa ne jatettiin maan pinnalle.

Séaa oli kylma lokakuussa 2002 ja maa alkoi jaatya marraskuun alussa. Ulos asetetut sangot kas-
vinjétteineen jaatyivat pian ja olivat talvella lumen peittdmié. Lampdtila maan pinnalla vaihteli 0°C ja
—20°C valilla ennen lumen tuloa. L&mpdotila nousi kevaalla yli 5°C toukokuun alussa ja yli 10°C 20.5.
Kasvihuoneessa lampdtilat vaihtelivat —31 - +25°C talven aikana ja kevaalla ja peittamétén maa kuivui
voimakkaasti.

Pyydyskasvitestit kasvihuoneessa

Nylonverkkopussit poistettiin sangoista kolmessa erdssé: toukokuussa, kesédkuussa ja heindkuussa.
Pusseissa talven yli ollut kasviaines kéytettiin tartuttamaan nuoria mansikantaimia kasvihuonekokeis-
sa, jotka aloitettiin 23.5., 30.6. ja 5.8. 2003. Jonsok- ja Rita-lajikkeiden juurrutetut, 3- 4- lehtiset ron-
sytaimet istutettiin 0,5 | ruukkuihin turveseokseen. Talven yli sdilytetty kasviaines asetettiin kasvien
vierelle turpeen pinnalle ruukkuihin. Ruutu muodostui kolmesta taimesta/ruutu, kerranteita oli kolme.
Ruudut erotettiin toisistaan muoviverhoilla. Tartutuksen jalkeen ilmankosteus pidettiin 100% tasolla
24 tuntia ja sen jalkeen yokosteus oli 100% viikon verran. Lampdtila oli kokeiden aikana paivallé
24°C ja yolla 20°C, paivanpituus 16 tuntia. Kasvit tarkastettiin mustalaikun oireiden havaitsemiseksi
koejakson (5 viikkoa) kuluessa ja ndytteita lehdistd, lehtiruodeista, kukista, ronsyista ja marjoista otet-
tiin ravintoalustalla viljelyyn ja PCR-maarityksiin (Parikka ja Lemmetty, 2004)
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Colletotrichum acutatum-sienen eristys kasveista ja PCR-maaritys

Koejakson lopussa oireellisia marjoja, lehtiruoteja ja ronsyja viljeltiin perunadekstroosialustalla (20g/1,
Difco Laboratories, Ranska), johon ei lisdtty antibiootteja. PCR-maaritykseen otettiin néytteeitd (100
mg) lehtiruotien tyvilté ja juurakoista. Naytteet séilytettiin —20°C mikroputkissa. DNA eristys ja PCR
maéaritys tehtiin aikaisemman kuvauksen mukaan (Parikka ja Lemmetty,2004). PCR madritysta kaytet-
tiin piilevien C. acutatum tartuntojen havaitsemiseen, koska niitd on vaikea todeta PDA kasvatuksissa
muiden sienten ja bakteerien takia.

Pyydyskasvitesti luonnollisesti saastuneesta peltomaasta

Maanéytteité otettiin kesakuussa ja syyskuussa 2003 pellolta, jolta tartunnan saanut mansikkakasvusto
oli havitetty polttamalla heindkuussa 2002. Peltolohko (hietamaa) oli kynnetty ja kylvetty apila-
timoteiseoksella. Kymmenen maandytetta kerdattiin lohkolta maan pinnalta ja toiset kymmenen sa-
moilta paikoilta 5 cm syvyydeltd. Maandytteet sekoitettiin hdyrytettyyn turpeeseen (1/1) ja seokseen
istutettiin Jonsok-lajikkeen ronsytaimia 0,5 | ruukkuihin 3 tainta/ndyte. Kasvatusolot kasvihuoneessa
olivat samat kuin kasvinjatetestauksessa. Koeaika oli 8 viikkoa. Kasveista tarkastettiin tautioireet koe-
jakson jalkeen ja niista otettiin naytteitd sekd PDA-viljelyyn ettd PCR maaritykseen.

Tulokset ja tulosten tarkastelu
Sailyminen kasvinjatteessa

Colletotrichum acutatum séilyi talven yli kasvinjétteessd sekd maan pinnalla ettd maalla peitettyna.
Jatteestd késin sieni pystyi tartuttamaan ja aiheuttamaan oireita mansikan taimille, kun séilytys maassa
kesti toukokuuhun ja kesdkuuhun asti. C. acutatum pystyttiin eristimain PDA-alustalla kasvinjatet-
teelld saastutettujen pyydyskasvien lehtiruodeista ja ronsyista. Sieni oli sailynyt elossa sekd lammit-
tdmattdmassa kasvihuoneessa ettd ulkona, seké peittdméattdmand maan pinnalla ettd maalla peitettyna
9 ja 15 cm syvyydessa. Sieni ei ollut endd eristettavissd PDA-alustalla, kun syéttikasvit tartutettiin
heindkuun lopulle asti sailytylla kasvinjatteella.

Ulkona maa oli talvikauden jadssd, mutta lammittdmattomassé kasvihuoneessa hietamaa oli hy-
vin kuivaa kevaalla ja lampotilojen vaihtelu oli suurta. Wilson ym (1992) ovat todenneet, ettd pelkas-
tdan lampdatilojen vaihtelulla ei ollut ilmeistd vaikutusta C.acutatum- sienen sdilymiseen elossa 6 kuu-
kauden talvikauden ajan pelto-oloissa muumioituneissa tai muumioitumattomissa marjoissa. Tutki-
muksen mukaan Ohion oloissa sieni voi olla eristettavissd kuuden kuukauden jalkeen, kun se on ollut
maan pinnalla tai 5-8 cm syvyydessa. Eastburn ja Gubler (1992) ovat todenneet ettd lampdtilalla ja
maan kosteudella on selva vaikutus C. acutatum sienen sdilymiseen. Sieni sailyy parhaiten viiledssa ja
kuivassa, missa Kilpailevien sienten kasvu on vahdistd ja C. acutatum itse kéyttaa hitaasti kasvinjatetta.
Lampimissé oloissa Kaliforniassa on myds todettu C. acutatum- sienen sdilyvan 5-7 cm syvyyteen
peitetyissd kasvinjatteissa 9 kuukautta. Israelissa on toisaalta todettu, ettd sieni ei ollut enda eristetta-
vissé luonnollisesti saastuneista mansikan juurakoista, kun ne olivat olleet 10-20 cm syvyydessa maas-
sa viiden kuukauden ajan, mutta keinotekoisesti saastutetuissa , muumioituneista marjoissa sieni séilyi
paremmin (Freeman ym, 2002).

Meidan kokeissamme C. acutatum ei aiheuttanut endad oireita, eikd sieni ollut eristettavissa
PDA-alustalle, kun pyydyskasvit tartutettiin elokuun heindkuun lopulle asti maassa sailytyll& kasvin-
jatteelld. Heindkuun aikana maa oli ollut hyvin mérkaa jonkin aikaa ja nousevat lampétilat kesa- ja
heindkuun aikana aiheuttivat ilmeisesti sienen eléavan rihmaston nopean haviamisen, kuten Eastburn
ja Gubler (1992) ovat aikaisemmin todenneet.

Colletotrichum acutatum-sienelle spesifinen 490bp tuote monistui syottikasveista , jotka oli tar-
tutettu talven yli maan pinnalla ja eri syvyydelld sdilytetylla kasvinjatteelld. PCR tulokset olivat verrat-
tavissa sieniviljelyjen tuloksiin PDA-alustalla. PCR osoitti positiivisia tuloksia useista naytteistd, joista
pystyttiin my0s eristdmaén C. acutatum. Toisaalta selvasti positiivisia tuloksia saatiin myds ndytteis-
ta, joista ei pystytty eristdaméén sientd PDA-alustalla. Runsaammin ei-spesifisia reaktiotuotteita monis-
tui oikean tuotteen lisaksi juurakosta kuin lehtiruodeista otetuista ndytteista. Lisaksi ei-spesifisten tuot-
teiden mé&aré oli suurempi myohempéan kesalla tehdyssa kokeessa, johon kéytetty kasvinjéte oli saily-
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tetty pisimpaan. Oletettavasti silloin pyydyskasveissa oli eniten C. acutatum-sienen kanssa kasvinjét-
teessd kilpailevien sienten aiheuttamia infektioita. Tama voi olla myds syyné heikkoihin C.acutatum-
spesifisiin tuotteisiin. Kasvinjatteen koostumus néyttdd myods vaikuttavan sédilymiseen ja PCR-
maarityksen tulokseen.

Sailyminen maassa

Heikkoja positiivisia reaktiotuotteita todettiin PCR madarityksessa pyydyskasveista, jotka oli istutettu
sekd heindkuussa ettd syyskuussa keréttyihin maandytteisiin. Sek& maan pinnalta ettd 5 cm syvyydesta
otetut ndytteet tuottivat positiivisia tuloksia. Aikaisemmin tehtyjen tutkimusten mukaan eldvé sienipo-
pulaatio maassa véhenee vahitellen 11 kuukauden kuluessa (Eastburn ja Gubler, 1992). Meidan en-
simmaiset naytteemme otettiin tutkittavaksi 12 kuukautta ja toiset lahes 14 kuukautta saastuneiden
kasvien hdvittdmisen ja maan kesannoinnin jalkeen.

Suomessa maan lampétila on alhainen, mika voi parantaa C. acutatum-sienen sailymista jopa
ilman kasvinjatettd. Easburn ja Gubler (1992) testasivat sienen esiintymistd maassa ruiskuttamalla
mansikkaa maasuspensiolla ja tarkastelemalla lehtiruoteihin kukkiin kehittyneitd oireita. Meilld ei
pyydyskasveihin kehittynyt nékyvia oireita, vain vahdista ruskettumista oli havaittavissa juurakon si-
sélla. C. acutatum-sientd ei mydskaan pystytty eristimaan kasveista PDA-alustalle. Tulokset kuitenkin
osoittavat, ettd sieni voi sailyd tartutuskykyisend maassa seuraavaan kasvukauteen. Toisaalta C. acuta-
tum voi tartuttaa muita isdntakasveja, kuten mansikkaviljelman rikkakasveja, mm ronsyleinikkia (Ber-
rie ym, 2003). Kunnollinen kesannointi ja rikkakasvien torjunta on tarkeda karanteenin aikana, jotta
varmistetaan, ettei viljelmalla esiinny tartutuskykyisté C.acutatum-sienté.

Johtopéaatokset

Colletotrichum acutatum on vaarallinen mansikan taudinaiheuttaja, jota esiintyy Keski-Euroopasta
tuotavissa taimissa. Taudin asettuminen pysyvésti suomeen pyritddn torjumaan havittdméalla sairaat
kasvit. Kun taudinaiheuttaja tulosten mukaan voi séilyé sairaassa kasvinjatteessa ainakin seuraavaan
kasvukauteen, on huolellisuus torjuntatoimissa tarpeen. C. acutatum sdilyy talven yli hyvin my®ds il-
man suojaavaa lumipeitettd kylméssa kasvihuonetilassa. Lyhyt karanteeniaika voi aiheuttaa néissa ti-
loissa seuraavan kasvuston sairastumisen. Taudinaiheuttajan torjunnassa on otettava huomioon kas-
veissa olevan piilevan tartunnan mahdollisuus taudin sdilyttajand ja levittgjana.
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