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Apilaméta (Sclerotinia trifoliorum) on ehk& térkein satotappioiden aiheuttaja puna- ja
valkoapilalla Euroopan ja Pohjois-Amerikan pohjoisosissa. Lisdksi monet yleiset maasienet,
kuten Fusarium-lgjit di punahomeet, voivat puna-apilalle epésuctuisissa oloissa aiheuttaa
juurilahoa.

Suomessa apilan juurilahoa ja apilamétéa on tutkittu niittonurmissa lagjemmin viimeksi 1960-
luvulla. Muissa Pohjoismaissa apilamétdkantojen sukulaisuussuhteita muihin Sclerotinia-
suvun lgjeihin on tutkittu Norjassa 1990-luvulla, kun taas Ruotsissa on 2000-luvulla tutkittu
Fusarium-punahomeiden aiheuttamaa juurilahoa luomu-puna-apilassa.

Taman tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd luomuapilapeltojen juurisienikoostumusta
verrattuna tavanomaiseen viljelyyn. Lisdksi tutkimme viljasta eristettyjen Fusarium- ja
apilamétdkantojen patogeenisuutta puna-apilalla laboratoriokokeissa sekd biologisten
torjuntamenetel mien kéyttoa apilamétéd vastaan.

pellossa on monen vuoden gjan suuri tautiriski. Apilanviljellyn romahtamisesta viimeisen 40
vuoden aikana on seurannut se, etta apilaméta on hévinnyt lagjoilta alueilta varsinkin Etel& ja
Lansi-Suomesta. Pohjoisilla alueilla, esim. Kainuussa apilamétéa on yha vieldkin yleinen.
Toisin kuin apilamétd, Fusarium-punahomeet voivat el lahottajina maaperassi tai muissa
isAntdkasveissa, kun puna-apilaa @ ole pellossa, joten ne ovat véhemman riippuvaisia puna-
apilasta. Erilaisten taudinaiheuttgjien lagjistoa analysoitiin  Jokioisissa siirtymavaiheen
luomupellolla, Juvalla luomupellolla sekd kahdella tavanomaisesti viljellylla apilapellolla
Marttilassa. Gliocladium-, Trichoderma- ja Rhizoctonia-isolaatteja |6ytyi enemman vanhoista
kuin nuorista luomuapilapelloista, kun taas nuoremmista pelloista [0ytyi enemméan
Cylindrocarpon-isolaattga. Tavanomaisesti viljellyilla pelloilla oli runssammin Fusarium
avenaceum ja F. culmorum-punahomeita ilmeisesti seurauksena apilaa edelténeesta
viljanviljelysta Kuitenkin vain yksi tutkituista 14 punahomeisolaatista aiheutti tautioireita
puna-apilan siementaimilla. Useiden punahome- ja apilaméatakantojen tunnistus varmistettiin
jaF. avenaceum-punahomeen isolaattien sukulai suussuhteita tutkittiin DNA-analyyseilla.
Vuosina 2003-2004 tekemassdmme tutkimuksessa apilamétaa tavattiin vain Pohjois-, 1t& ja
Kaakkois-Suomessa, vaikka se 1960-luvulla oli yleinen kaikkialla Suomessa. Aggressiivisin
apilamétékanta 10ytyi Lapista. Apilalgjikkeiden vélilla oli eroja apilamatdherkkyydessa.
Bjursde-lgjiketta on aiemmin pidetty kestvimpana puna-apilalajikkeena apilamétda vastaan.
Laboratoriokokeissa Bjursele ja siité polveutuva Betty olivatkin Jokioinen- ja llte-lgjikkeita
kestdvampia Yksi tutkituista biopreparaateista, vendldinen ” Alirin”, osoittautui jonkin verran
tehokkaaksi apilamétéé vastaan laboratoriokokeissa. Tulos oli vaatimaton parin viikon viive
apilamé&dén tuhossa, mutta se antaa viitteita siitd, et biopreparaatella sasttaa olla tehoa
apilamét&a vastaan myos kenttdol oissa, jos tehokas preparaatti onnistutaan |6ytamaan.
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Johdanto

Apilaméta (Sclerotinia trifoliorum) on ehkd térkein satotappioiden aiheuttgja puna- ja
valkoapilalla Euroopan ja PohjoissAmerikan pohjoisosissa. Apilaméta iskeytyy yleensi
nuoriin, hyvakuntoisiin apilanurmiin. Apilamadan on havaittu leviavan pelloilla ja iskeytyvan
apiloihin vida 0 °C:n lampétilassa, joka on huomattavasti sienirihmaston kasvun
optimilampotilan aapuolela. Apilanmétdd voidaan torjua kayttdmalla taudinkestévia
lgikkeita. Kemikaalgjakin on kokeiltu, jopa menestyksdla syksyisin ennen lumentuloa
(Ylimaki, 1969), mutta esim. Kemira-growhow e voi talla hetkella suositdla mitéén
kemiallista val mistetta apilamétaa vastaan.

Juurilaho tuhoaa apilan juuria jo taimiasteelta alkaen. Monet yleiset maasienet, kuten
Fusarium-lgjit di punahomeet, voivat puna-apilalle epasuctuisissa oloissa aiheuttaa
juurilahoa. Vanhenevissa kasvustoissa on niittojen yhteydessa syntyneitda mekaanisia
vaurioita. Ne tarjoavat monille maassa déaville taudinaiheuttgjille helpon paésyn kasvien
juuristoon. Oireet vaihtelevat riippuen taudin aiheuttajista, isdntdkasveista ja ympéristoloista.
Tauti johtaa juurien johtosolukon vioittumiseen ja lopulta sen tuhoutumiseen.
Sienirihmastojen tukkiessa johtosolukkoja apilan aineenvaihdunta héiriintyy ja kasvit
ndivettyvat vahitellen. Johtosolukon tuhouduttua sienet tunkeutuvat ympérillakin oleviin
solukkoihin ja lahottavat ne. Juurien lahoamista tapahtuu kaikkina vuodenaikoina, mutta
selvimmét tuhot havaitaan kevaallg, jolloin kasvit ovat talven heikentami& (Y liméki, 1967).

Suomessa apilan juurilahoa ja apilamétéd on tutkittu niittonurmissa lagjemmin
viimeksi  1960-luvulla (Ylimaki 1967, 1969). Muissa Pohjoismaissa apilamétdkantojen
sukulaisuussuhteita muihin Sclerotinia-suvun lajeihin on tutkittu Norjassa 1990-luvulla
(Holst-Jensen ym., 1998), kun taas Ruotsissa on 2000-luvulla tutkittu Fusarium-
punahomeiden ai heuttamaa juurilahoa luomu-puna-apilassa (Wallenhammar ym., 2005).

Taman tutkimuksen tavoitteena oli selvittéd luomuapilapeltojen
juurisienikoostumusta  verrattuna tavanomaiseen  viljelyyn.  Apilan taudinaiheuttgjia
tunnistettiin nyt ensi kerran DNA-menetelmien avulla. Liséksi tutkimme viljasta eristettyjen
Fusarium- ja apilamétdkantojen patogeenisuutta puna-apilalla laboratoriokokeissa seka
biologisten torjuntamenetelmien kayttod apilamétéd vastaan. Tyon austavia tuloksia on
esitetty Ruotsissa NJF-seminaarissa kesdlla 2005 (Yli-Mattila ym., 2005).

Aineisto ja menetelmat

Sieni-isolaattien eristdminen ja tunnistaminen

Sieni-isolaatit eristettiin pintasteriloiduista (1 % hypokloriitti 5 min) puna-apilan juurista
vuosina 2003-2004. Naytteet kerdttiin, Jokioisissa siirtyméavaiheen luomupellolta, Juvalla
luomupellolta sekd Marttilassa kahdelta tavanomaisesti viljelylta apilapellolta. Apilaméta-
isolaatit eristettiin 70 % etanolilla pintasteriloiduista rihmastopahkoista, joita keréttiin
Rovaniemeltd, Sotkamosta ja Juvalta kenttékokeista, joissa apilamété oli tuhonnut puna-
apilaa. Puhdasviljemien tunnistus tehtiin makro- ja mikroskooppisten tuntomerkkien
perusteella. DNA-eristykset, ITS (internal transcribed spacer)-sekvensoinnit ja ndin saatujen
DNA-sekvenssien  vertailut  tunnettuihin - ITS-sekvensseithin - lgjien  tunnistuksen
varmistamiseksi tehtiin Yli-Mattila ym. (2004) mukaisesti. F. avenaceum-kantojen tunnistus
varmistettiin lgjispesifisilla DNA-alukkeilla (Yli-Mattila ym., 2004) Kymmendla F.
avenaceum-kannalla tehtiin myds RAPD-PCR-analyysi (Yli-Mattila ym., 1996, Paavanen-
Huhtalaym., 1999).

Puna-apilalajikkeet

Tyon laboratorio-osuudessa tutkittiin neljda puna-apilalajiketta. Néista diploidi Jokioinen on
kotoisin Suomesta, tetraploidi Ilte Virosta ja diploidi Bjursele ja siita kehitetty tetraploidi
Betty Ruotsista. Tetraploidit lajikkeet ovat satoisampia kuin diploidit lgjikkeet, ja Betty on
lisaks huomattavasti talvenkestavampi kuin muut nyt tutkitut lajikkeet (Hakala & Jauhiainen
2006, Maatilan Pirkka 2/2000).
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Puna-apilasaastutukset, resistenssikokeet sienill& ja biopreparaattien tehokkuuden testaus
Puna-apilan siemenet pintasteriloitiin 0,1 % AgNOz-liuoksella minuutin gjan, minka jalkeen
ne huuhddtiin steriililla vedella Fusariuntitiditd tuotettiin Petri-maljoilla kasvatetuilla
puhdasviljelmilla Yli-Mattila ym. (2005) mukaisesti. Steriloidut apilan siemenet kasitetiin
itidsuspensioilla (2,5 x 10° - 10° itiéta/ml) 10 min ajan. Tamén jalkeen siemenet kuivattiin ja
laitettiin suodatinpaperille Petri-maljoille. Kokeet tehtiin neljana toistona (50 siementa per
Petri-malja) jatkuvassa valossa 24 asteen lampdtilassa. Tulokset tarkastettiin kahden viikon
kuluttua. Seitseman Fusarium-kannan patogeenisuutta tutkittiin seka Bjursele- etté Jokioinen-
lajikkeella, ja sen jadlkeen vield seitseméan kannan patogeenisuutta tutkittiin  Jokioinen-
lajikkeella. Patogeenisuutta arvioitiin itdmisen perusteella.

Apilamédasta tuotettiin rihmastonpaloja siséltdva suspensio mukaellen Marum ym.
(1994) menetelméa. Irti leikattuihin apilan lehtiin (kaikki nelja lajiketta), jotka oli sijoitettu
0,5 % vesi-agarille (joka sisdls 50 mg/l bentsimidatsolia) pipetoitiin  homogenoituja
rihmastonpal oja siséltava 10 ul:n ymppi ja lehtia pidettiin 15 °C:n lampétilassa 12 tunnin
valo-pimeasyklissd 10-14 vuorokauden gan. Ymppi vamistettiin viikon ik&isestd PD-
nesteviljelmastd ja lopullista rihmastonpalasuspension  konsentraatio  séadettiin
spektrofotometrin avulla (absorptio 1,2 647 nm:n aallonpituudella). Y mppayksessa kaytettiin
kolmea apilamétékantaa, Rovaniemen, Kainuun ja Juvan. Lehdista arvioitiin oireet: 0 = terve
lehti, 1 = lieva tauti, 2 = keskinkertainen tauti, 3 = voimakas tauti ja 4 = kuollut lehti.
Biopreparaattien tehokkuutta apilamétdd vastaan tutkittiin Bjursele- lgjikkeen neljan viikon
ikdislla kasveilla kasvatuskammiossa. Saastutus tehtiin ruiskuttamalla rihmastonpaloja
sisdltédvéd homogenaattia kasveihin, minkd jalkeen kasvit laitettiin 100 %:n kosteuteen.
Biopreparaatit ja kemialiset torjunta-aineet ruiskutettiin kasveihin vuorokautta ennen
saastutusta kayttéen valmistajien suosittamia pitoisuuksia. Kasvit arvioitiin asteikolla O (terve
kasvi) — 4 (kuollut kasvi) kahden ja neljan viikon kuluttua saastutuksesta.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Juurilaho

Alustavien tulosten mukaan Fusarium avenaceum oli yleisin punahome varsinkin
tavanomaisesti viljellyilla pelloilla. Fusarium culmorum-punahometta |6ytyi ainoastaan
tavanomaisesti viljellyilla pdloilla, kun taas Rhizoctonia solani, joka aiheuttaa juurilahoa
apilalla, oli yleisempi luomupelloilla. Jokioisten siirtymévai heen luomupellolla puolestaan oli
suhtedllisen runsaasti Cylindrocarpon-hometta.

Morfol oginen Koodi  Molekyylibiologinen tunnistus
tunnistus
JA AA ITS
Cylindrocarpon Al1/2 - Cylindrocarpon destructans/Neonectria
sp. radicicola
Fusarium Ad4/2 +
avenaceum
F. avenaceum 3* + Fusarium avenaceumyF.tricinctum
F. avenaceum VT5/1 -
Alternaria sp. A4/l - +
Alternaria sp. A3/1 - -
F.avenaceum VT4/3 - Fusarium avenaceumyF.tricinctum
52 -
Rhizoctonia 6/2;2x  +
solani/F.
avenaceum
Mucor sp. 8/2;1 - Mucor sp.

Taulukko 1. Esimerkkejd sieni-isolaateista, joiden morfologinen tunnistus varmistettiin
lgjispesifisilla alukkeilla JA (spesifinen F. avenaceum-punahomeedle) ja AA (spesifinen
Alternaria alternata-homeelle) sekd ITS-sekvenssien avulla.
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Miedenkiintoista oli Gliocladium- ja Trichoderma-homeiden suuri mééra Juvan luomupellolla.
Naihin homeisiin kuuluu useita lgjgja, joita kaytetdan tautihomeiden biologisessa torjunnassa.
Siten ne antavat puna-apilalle luontaista vastustuskykyd. Luomupellolla nayttdisikin siis
olevan luontaista torjuntakykya juurilahoa vastaan. (Kuva 1).
ITS-sekvenssien avulla voitiin varmistaa apilamétékantojen lajimaéritykset. Ne myds tukivat
sukutasolla Fusarium-, Cylindrocarpon- ja Mucor-sukujen lgjiméarityksia (Taulukko 1).
Lajispesfisilla alukkeilla voitiin puolestaan varmistaa F. avenaceum- ja Alternaria alternata-
isolaattien lgjimadritys seka se, etta Rhzoctonia solani-rihmasto sisdls myds F. avenaceum-
rihmastoa (Taulukko 1). Vain yksi tutkituista 14 Fusarium-isolaateista oli patogeeninen
apilan siementaimille (Kuva 2). Patogeenisten isolaattien pieni méaéré verrattuna aiempaan
tutkimukseen (Yliméaki, 1967) johtuu ilmeisesti siitd, etté aiemman tutkimuksen sieni-isolaatit
olivat perdisin sdvasti sairaista kasveista, kun taas nyt tehdyssd tutkimuksessa Fusarium-
isolaatit olivat perédisin oiresttomista kasveista.

DNA-analyysin (RAPD-PCR) avulla kaikki tutkitut 20 Fusarium-isolaattia voitiin
erottaa toisistaan isolaateille spesifisten monistustuotteiden avulla. Kymmenen tutkittua F.
avenaceunmtisolaattia jakaantuivat UPGM A-sukupuussa kahteen paéryhmaan, joista loytyi
edustagjia eri kasvupaikoista.

Apilaméata
DNA-analyysin (RAPD-PCR) perustedla kolmesta eri paikasta kerétyt apilamétékannat olivat
ldhes samanlaisia keskendan. ITS-sekvenssien perustella ne kaikki kuuluvat Sclerotinia
trifoliorum-lgjiin (Kuva 3) Alustavien saastutuskokeiden perusteella ne kaikki olivat myds
hyvin aggressiivisia. Kantojen samankaltaisuus saattais johtua siitd, etté rihmastopahkoista
kasvavat rihmastot voivat Pohjoismaissa saastuttaa apilaa myds suoraan ilman itieméavai hetta
jarihmastopahkat voivat |evita kylvasiemenen mukana.
apilanviljellyn romahtamisesta viimeisen 40 vuoden aikana on seurannut se, etta apilamété on
havinnyt lagjoilta alueilta varsinkin Eteld- ja Lénsi-Suomesta.

Apilalgjikkeista Bjursele ja Betty olivat vastustuskykyisempié apilamétakantaa Juva-
2 vastaan kuin Jokioinen ja llte. Mik&an kanta e ollut vastustuskykyinen kahta muuta
pohjoissuomalaista kantaa vastaan (Kuva 5). Vain yksi tutkituista neljasta biopreparaatista
hidasti taudin kehittymista ja kasvien kuolemista kasvihuonekokeissa (Taulukko 2).

Johtopéaat ok set

Luomuviljelylld nayttdis olevan tulostemme perusteella vaikutusta apilanjuurten
sienilgjikoostumukseen. Luomupellailta 16ytyi mm. Gliocladium- ja Trichoderma-homeita,
jotka antavat puna-apilalle luontaista vastustuskykya. Jatkossa on tutkittava luomupeltojen
apilgjuurten sienilgjikoostumusta ja sen vaikutusta juurilahon kehittymiseen useammalla
luomupellolla. Apilaméta aiheutti ongelmia I1t& ja Pohjois-Suomen apilanurmilla vuosina
2003-2005. My@s Etdéd ja Lansi-Suomessa tilannetta pitéa seurata luomupelloilla, joilla
puna-apilaa viljelladn sdénndllisesti. Ainakin yhdela tutkitulla biopreparaatilla nayttéisi
olevan mahdollista hidastaa apilamddan kehitystd puna-apilassa. Jatkossa on tutkittava
useampia biopreparaattegja, minka jélkeen biopreparaattien vaikutusta apilamét&é vastaan on
tutkittava kenttékokeissa, joissa apila kasvaa talvella lumen alla. Tavoitteena on saada aikaan
niin suuri taudin kehittymisen hidastuminen, etta riittavasti luomuapilaa séilyisi talven yli
niittonurmilla. Myds apilamédalle kestévampien apilalgjikkeiden etsimista ja jal ostustydta on
jatkettava.
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Kuva 1. Eri sienilgjien suhtedlliset mé&érat puna-apilan juurissa kuivana ja lampiméana kasvukautena
2003 ja sateisena kasvukautena 2004 siirtyméavai heen luomupellolla Jokioisilla, kahdella tavanomai sesti
viljellylla pellolla Marttilassa seké ensimméisen ja toisen vuoden luomupel lolla Juvalla. 1 = Fusarium
avenaceum, 2 = F. avenaceumyF. tricinctumyF.acuminatum, 3 = F. culmorum, 4 = muut Fusarium-lgjit,
5 = Gliocladium/Trichoderma, 6 = Rhizoctonia, 7 = Cylindrocarpon, 8 = Alternaria, 9 = muita sienia

Kuva 2. Eri Fusarium-kantojen patogeenisuus
puna-apiloiden siementaimiin. Vain kanta 5;2
aiheutti oireita (ruskea vari) siementaimiin.
C=Kontralli.

M96382Sclerotinia  sclerotiorum

——————— 799673Sclerotinia minor

Z73800S.sclerotlorum
AF455456Sclerotinla Sclerotiorum

Z99672Sclerofinia  tetraspora Kuva 3. | TS-sekvensseihin perustuva
7996695clerotinia  9lacialis UPGM A-sukupuu. Suomalaiset apila-

| “_{AY547257/299575 Sclerotinia trifoliorum |  trifoliorum+isolaattien kanssa

uoi21s. Sclerotinia trifoliorum
‘Kainuu-1 Sclerotinia trifoliorum
Juva2 Sclerotinia trifoliorum

| Z£99680Sclerotinia  sp
Z99678Sclserotinia sp
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Kuva 4. Apilamédan tuhoamaa apilaa ja rihmastopahkoja (osoitettu punaisilla nuolilla) kenttékokeissa
Kainuussa (kuva Jukka K emppai nen)

Kuva 5. Kolmen apilamétékannan
vaikutus Bjursde-lajikkeeseen kahden
viikon kuluttua ymppéayksesta.

| on kontralli, Il = Lappi-119, 1l = Juva-2,
IV = Kainuu-1. Juva-2 osoittautui vahiten
patogeeniseksi ja osa lehdistéa on viea
vihreta,
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Kasittely DI (X+sX) %sirata  %kuolleita  Biologinen teho
(X) (X) (%)
Kontrolli
0,97+0,35 66,7 0 -
(1,9+0,52) (80,0) 0)
119
2,93+0,18 933 333 -
(3,7+0,25) (93,3) (86,7)
Mycostop+119 0(0) (DI)
3,10+0,49 100,0 46,7 0 (0) (% kuolleita
(4,0) (100) (100) kasveja)
Prestop+119 0(0) (DI)
2,93+0,27 100,0 333 0 (0) (% kuolleita
(4,0) (100) (93,3) kasveja)
Alirin 48 (0) (DI)
1,53+0,35 80,0 6,7 80 (15,5) (%
(3,7+0,23) (100) (73,3) kuolleita kasveja)
Gliomix 0 (0) (DI)
3,10+0,32 933 58,0 0 (0) (% kuolleita
(3,9+0,06) (100) (86,7) kasveja)
Rovral 57 (32) (DI)
1,27+0,66 53,3 6,7 80 (92) (%
(2,5+0,44) (100) (6,7) kuolleita kasvea)

Taulukko 2. Biopreparaattien biologinen teho keinotekoisesti apilaméadadlla saastutetuilla
apilailla verrattuna kemialliseen fungisidiin (Rovral) ja vesikontrolliin. Tulokset on mitattu
kahden ja neljégn (punainen arvo suluissa) viikon kuluttua saastutuksesta. Tulokset ovat
kolmen kasittelyn (5 kasvia/kéasittely) keskiarvoja.
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