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Johdanto

Tyrni (Hippophaé rhamnoides L.) on Suomessa Pohjanlahden rannikolla ja Ahvenanmaalla
luonnonvaraisena kasvava marjakasvi, jota viljellddn myos ammattimaisesti. Vuonna 2002 viljelijoitd oli
333 ja pinta-ala 189 ha, josta satoikdistd kasvustoa oli 83 hehtaaria (MMM:n tietopalvelukeskus;
puutarhayritysrekisteri). Tyrnin viljelyala on lisdéintynyt maassamme viime vuosina voimakkaasti.
Innostusta viljelyyn ovat lisanneet tutkimustulokset tyrnin marjojen edullisista terveysvaikutuksista. Marjat
sisdltévit runsaasti erilaisia vitamiineja ja terveyden kannalta tirkeitd yhdisteitd. Varsinkin marjojen C-
vitamiinipitoisuus on erittdin korkea (100-360 mg vitamiinia/100 g marjoja, Prokkola ja Karhu 2001).
Tyrnin siemenet ja hedelméiliha siséltdvit 6ljyd, jossa on runsaasti terveydelle edullisia rasvahappoja,
rasvaliukoisia vitamiineja, karotenoideja ja flavonoideja (Heikkild 1995, Hakkinen ym. 1999). Tyrnioljylla
on todettu olevan edullisia vaikutuksia etenkin atooppisen ihottuman, sydin- ja verisuonitautien hoidossa
(Johansson 1999, Yang ym. 1999). Lisdksi tyrnin marjoista jalostetaan monia muita tuotteita kuten mehuja,
hilloja, jaitelod ja likdorejd (Prokkola ja Karhu 2001).

Lupaavalle tuotannolle on ilmennyt uusi uhka, tyrninversolaikkutauti, joka vioittaa tyrnin versoja.
Suomesta ensimmdiset tiedot taudin esiintymisesti ovat vuodelta 1992 (Parikka 1993). Taudin oireina ovat
versoihin silmujen ympdérille ja sivuversojen haarautumiskohtiin ilmestyvdt punaruskean Kirjavat
pyoredhkot laikut, jotka vanhemmiten tummuvat ja painuvat kuopalle. Vanhoissa versoissa sienen
aiheuttama tauti ilmenee pyoredhkoina runkolaikkuina tai syvind koroina. Kuoren halkeillessa laikun tai
koron kohdalta taudinaiheuttajan tumma, kova itidmassa pursuaa esiin. Pahoin tartunnan saaneet versot
yleensd kuolevat eivitkd endd tuota marjoja. Vaikka luonnonvarainen tyrni onkin melko kestiva télle
sienitaudille, viljelijoiden suosimat korkeasatoiset venildiset lajikkeet ovat poikkeuksetta osoittautuneet
erittdin taudinaroiksi (Parikka ja Karhu 1998, Prokkola 2003). Versolaikkutautia on 18ytynyt myos
suomalaisista lajikkeista kuten ’Raisasta’, jota on pidetty taudille kestivina lajikkeena (Parikka ja Karhu
1998). Versolaikkutauti heikentdd myds tyrnien talvehtimista (Parikka ym. 2001). Télld hetkelld
tyrninversolaikkutaudin torjumiseksi ei ole muuta keinoa kuin olla viljelemittd taudille arkoja
runsassatoisia lajikkeita. Versolaikkutauti on merkittdvé tyrnin viljelyn ongelma, mutta siitd tiedetddn
toistaiseksi varsin vahan.

Tyrninversolaikkutaudin aiheuttajana pidetdin Stigmina-sukuun kuuluvaa sienté (Parikka ja Karhu
1998), vaikka Pseudomonas syringae-bakteeria ja Verticillium-sientd (Kennedy 1987) on myds epdilty
taudinaiheuttajiksi (Wahlberg 1996). Vendjiltd tunnetaan useita tyrnin versoihin laikkuja aiheuttavia sienié
kuten Camarops polyspermum, Pyerochaeta berberidis, Monochaetia ampelophila, Cytospora spp.,
Microdiplodia eleagni ja Coryneum eleagni (Parikka 1993).

Tamén tutkimuksen tavoitteena on selvittdd tyrninversolaikkutaudin aiheuttaja, sekd kartoittaa
taudin levidmiseen ja tartuntaan liittyvid tekijoitd. Koska taudinkestdvdt lajikkeet ovat paras keino
versolaikkutaudin torjuntaan, timén tutkimuksen tavoitteena on my0s kehittié laboratoriomenetelmé, jonka
avulla versolaikkutaudin kestdvyyttd voidaan testata tyrnin lajikejalostuksen varhaisessa vaiheessa.
Tutkimuksessa selvitetddn myds, minkélaisia versolaikkutautia aiheuttavia isolaatteja tyrniviljelmillimme
esiintyy. Versolaikkuisolaattien karakterisoimiseksi tutkimuksessa etsitddn isolaatteja erottavia
geenimerkkejéd niiden perintdaineksesta, DNA:sta.

Aineisto ja menetelmiit

Naytteitd (224 kpl) kerittiin versolaikkutautisista viljellyistd tyrneistd Hirvensalmelta, Janakkalasta,
Kankaanpéastd, Kauhajoelta, Kokemaieltd, Kokkolasta, Merikarvialta, Mikkelistd, Rantasalmelta, Ruukista,
Sotkamosta ja Sirdisniemeltd. Niytteitd otettiin myds kahdesta luonnonvaraisesta tyrnikasvustosta
Merikarvialta ja Siikajoelta. Naytteet keréttiin kevaélla ja alkukesilld seké sairaista tyrnin versoista ettd
maahan pudonneista lehdistd. Laboratoriossa niytteet pintasteriloitiin ja asetettiin kasvatusmaljoille, jotta
ndytteessd esiintyvdt sienet voisivat kasvaa kasvualustaan tunnistamista varten. Sienistd valmistettiin
puhdasviljelmdt itdvyys-, itiGtuotto- ja lehtilaikkukokeisiin sekd patogeenisuustesteihin.
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Lehtilaikkukokeessa terveitéd pintasteriloituja tyrnin lehtid (Raisa- ja Botanicheskaja Ljubitelskaja-
lajike sekd 050=laitoksen tyrninjalostusaineiston jélkeldinen) tartutettiin Stigmina- ja Lepteutypa-sienten
itioilla. Tartutetut lehdet pidettiin ravintoalustamaljoissa +5 ja +15 asteen ldmpotiloissa 18 tunnin
valojaksossa.

Stigmina- ja Lepteutypa-sienten itididen itdmisen optimildmpotilan selvittdmiseksi sienten itidita
levitettiin ravintoalustamaljoille, jotka pidettiin +5, +10, +15 ja +20 asteen lampotiloissa 24 tuntia.

Patogeenisuustesteissd terveitd Raisa-tyrnin versoja tartutettiin Stigmina- ja Lepteutypa-sienten
itidsuspensiolla. Tartutuksen jédlkeen tyrnin taimet pidettiin +5 ja +10 asteen ldmpétiloissa.

Versolaikkutautia aiheuttavien isolaattien vertailussa tarkasteltiin sienen ribosomaalista RNA:ta
koodaavien geenien vilisid ns. ITS-alueita (internal transcribed spacer regions). ITS-alueet monistettiin
polymeraasiketjureaktiotekniikan (PCR) avulla kdyttadmalla universaaleja ITS1-ja ITS4 -alukkeita (White
ym. 1990). Monistustuotteet sekvenssoitiin DNA:n eméshappojérjestyksen selvittdmiseksi.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Kaikilta koepaikkakunnilta 16ytyi Stigmina-sienté ja useilta paikkakunnilta myds toista, Lepteutypa-nimisté
sientd. Erityisen paljon Lepteutypa-sientd oli Ruukin ja Sotkamon néytteissd. Sekd Stigmina- ettd
Lepteutypa-sienia 16ytyi my0os luonnonvaraisena kasvavista tyrneistd. Molemmat sienet esiintyivit samassa
laikussa useita kertoja (14 kpl), mika viittaa siithen, ettd kyseessa saattaa olla useamman sienen aiheuttama
tauti. Koska Lepreutypa-sienti 10ytyi yksinddn 36 tautindytteestd osoittaa, ettd se todennékdisesti vioittaa
tyrnid. Stigmina-sieni on aikaisemmin eristetty tyrniltd Suomessa ja sen on todettu aiheuttavan tyrnilla
versolaikkua (Parikka 1998), mutta muita tietoja siitd tyrnin taudinaiheuttajana kirjallisuudessa ei ole.
Lepteutypa-sieni on raportoitu tyrnin varresta Sveitsistd, Saksasta ja Ranskasta (Shoemaker ja Miiller 1965)
seka tyrnin kuolleista oksista ja versoista Tanskassa (Munk 1966), mutta taudinaiheuttajaksi sitd ei mainita.
Vaikka Stigmina- ja Lepteutypa-sienid 10ytyi myos luonnonvaraisista tyrneisté, niissd versolaikkuoireet
olivat selvisti lievempid kuin viljellyissé tyrneissd. Taman tutkimuksen mukaan Stigmina- ja Lepteutypa-
sienet ovat hyvin yleisid tyrnin versolaikuissa ja siten todennékoisid versolaikun aiheuttajia. Néiden sienten
merkitys versolaikkutaudin muodostumisessa selvidé versotartutuskokeissa.

Taulukkol. Stigmina- ja Lepteutypa-sienten esiintyminen (kpl) viljellyissé ja luonnonvaraisissa tyrneissd vuonna
2003.

Paikkakunta Naytteiden
lukuméara Stigmina Lepteutypa

Hirvensalmi 21 16 0
Janakkala 20 4 2
Kankaanpaa 12 4 1
Kauhajoki 19 8 1
Kokemaki 14 11 0
Kokkola 12 3 6
Merikarvia, viljelty 16 10 0

luonnonvarainen 8 0 6
Mikkeli 29 29 0
Rantasalmi 10 8 2
Ruukki 14 8 8
Siikajoki, luonnonvarainen 13 5 1
Sotkamo 20 4 20
Sardisniemi 16 7 4
Yhteensa 224 117 51

Lehtilaikkukoe osoitti, ettd Stigmina- ja Lepteutypa-sienet aiheuttavat lehtilaikkuja tyrnin lehtiin.
Laikut ovat pyoredhkojd ja vériltddn tummia, ja véhitellen lehti muuttuu kokonaan ldhes mustaksi.
Lajikkeiden valilld ei 10ytynyt suuria eroja, mutta Botanicheskaja Ljubitelskaja oli alttein kokeessa mukana
olleista lajikkeista (Taulukko 2). Stigmina —sienen kuromien muodostus oli runsasta +5 lampdtilassa, mika
osoittaa, etti se on sopeutunut alempaan ldmpdtilaan kuin Lepteutypa. Voidaankin olettaa, etti Stigmina
pystyy lisddntymédn tyrnin lehdilld syksylld ilmojen viilettyd sekd varhain kevédlli ennen ilmojen
lampenemista. Lepteutypa-sieni tarvitsee korkeampaa lampotilaa (15 °C) kuromien muodostukseen, joten
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sen kuromien tuotanto keskittynee kasvukauden lampimdmpéadn ajankohtaan. Stigmina- ja Lepteutypa—
sienid ei mainita kirjallisuudessa lehtilaikkutautien aiheuttajaksi, mutta Stigmina-sienen aiheuttamia
lehtilaikkuja 16ytyi Mikkelissd sijaitsevalta tyrniviljelméltd elokuussa 2003 ja vuonna 2002 lokakuussa
Kokemaelta.

Taulukko 2. Stigmina- (Mi28) ja Lepteutypa- (Ru4) sienten aiheuttamat oireet tyrnin lehdissd +5 °C:ssa 28
pdivan jélkeen tartutuksesta ja +15 °C:ssa 19 pdivén jilkeen tartutuksesta (18 tuntia valoa, 6 tuntia pimeéd). Oire-
asteikko: O=ei oireita, 1=heikko laikku, 2=selva keskikokoinen laikku, 3=iso laikku, 4=koko lehti tummunut.
Havainnot on tehty 10 lehdesta.

+5°C +15°C

Lajikkeet
Oireet 050"  Raisa Botanicheskaja Oireet 050°  Raisa Botanicheskaja
Ljubitelskaja Ljubitelskaja

Stigmina
Mi28 0 0 1 1 0 0 1 0

1 0 1 1 1 0 1 0

2 1 2 0 2 0 1 0

3 4 4 1 3 0 1 2

4 5 2 7 4 10 6 8

1* 4* 8* 1*

Lepteutypa
Ru4 0 8 8 7 0 0 5 4

1 2 1 1 1 0 1 2

2 0 1 2 2 0 1 3

3 0 0 0 3 0 1 0

4 0 0 0 4 10 2 1

2% 1* 1*

* Laitoksen tyrnijalostusaineiston jilkeldinen
*Kuromien muodostusta

Stigmina- ja Lepteutypa-sienten itididen itdvyyskoe osoitti, ettd ndma sienet itdvit hyvin jopa
+5 asteen ldmpdtilassa ja voivat siten kasvaa keviélld ja syksylld melko alhaisissa lampétiloissa (Kuva

1).
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Kuva 1. Stigmina- (Mi7, Si5) ja Lepteutypa- (Ru4, Ru6) sienten itididen itdvyys vesiagarilla pimeédssa 24 tunnin
jilkeen +5,+ 10, +15 ja +20 asteen lampdtiloissa
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Noin 100 eri puolilta Suomea perdisin olevien Stigmina- ja Lepteutypa-isolaattien
sekvenssointi osoitti, ettd eri lajien ITS-alueet eroavat suuresti toisistaan. Tatd sekvenssitietoa on
tarkoitus hyodyntdd PCR-pohjaisen menetelmén kehittdmisesséd versolaikkutaudin aiheuttajan
tunnistamiseksi. Lajinsisdistd muuntelua esiintyi [TS-alueissa vain vahén. Eri Lepteutypa-isolaattien
vililld 10ytyi vaihtelua n. 0,4 %.

Johtopaatokset

Tamaén tutkimuksen tulokset viittaavat siihen, ettd tyrnin versolaikkutauti on usean sienen aiheuttama
tautikompleksi, joiden eri osatekijoiden merkitysté taudin synnylle vield selvitetddn. Tutkimuksen tuloksia
voidaan hyodyntdd versolaikkutaudista vapaan tyrniaineiston tuotannossa. Kehitteilli on mm.
versolaikkutaudin kestdvyystestausmenetelmé lajikejalostusta varten sekd taimiaineiston piilevien
infektioiden paljastamiseen soveltuva PCR-pohjainen testi.
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