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Tiivistelma

SAFECEREAL-projektissa tutkittiin Fusariumrhomeita, erityisesti nk. A-tyypin trikotekeenituottajina
tunnettuja F. langsethiae ja F. sporotrichioides—lajeja ja niiden toksiinisynteesin kdynnistymiseen vaikut-
tavia tekijoitd kaurassa ja ohrassa kasvukauden aikana. Projektissa tutkittiin my6s Fusarium-sienten sii-
lymistd kasvijétteessd ja talvehtimista. Lisdksi otettiin kdyttoon menetelmid toksiinipitoisuuksien varhai-
seen ennakointiin ja niiden seuraamiseen ennen sadonkorjuuta seké turvallisuuslaadun méérittimiseen sa-
donkorjuun jilkeen.

Tutkimus osoitti, ettd kesdn sddolot vaikuttavat merkittdvésti kasvinjétteessa talvehtivien Fusarium-lajien
méadrddn ja lajisuhteisiin. F. culmorum ja F. avenaceum muodostivat pddosan talvehtivista Fusarium-
sienistd. F. langsethiae oli yleinen seki ohralla ettd kauralla kasvukauden aikana, mutta lajista tehtiin ai-
noastaan yksi havainto talven yli sdilytetystd kasvijitteestd. Toinen T-2/HT-2 tuottaja F. sporotrichoides
sen sijaan selvisi erinomaisesti talven yli oljessa ja sdngessd. Kasvijétteet, my0s lohkon esikasvijétteet,
muodostavat merkittidvén tartuntaldhteen, joka voi infektoida uuden kasvuston.

Mykotoksiinien muodostumista ohrassa tutkittiin kasvukauden aikana transkriptioprofilointi- (TRAC) ja
kemiallista monijadmamenetelméd kéyttden. Tutkimuksessa havaittiin, etti erilaiset kasvukauden olosuh-
teet vuosina 2010 ja 2011 ndkyivit myods Fusarium-sienten kasvussa ja aktiivisuudessa. Lisdksi osoitettiin
homeiden erilaiset aktiivisuusprofiilit eri satovuosina. Toksiininmuodostus voi alkaa jo varhaisessa vai-
heessa, silld T-2 ja HT-2-toksiineja havaittiin jo ensimmdisissd kasvukauden aikaisissa néytteissé, jotka
otettiin 0-4 pdivdd tdhkédlle tulon jilkeen vuosina 2010 ja 2011. Projektissa kehitettiin RNA-
eristysmenetelmé kasvukauden aikaisille ohran téhkénéytteille. Uudella transkriptioprofilointimenetel-
mélld ja suunniteltujen spesifisten Fusarium-koettimien avulla pystyttiin ensimmadistid kertaa maaritti-
médn Fusarium-sienten toimintaa monimuotoisessa ekosysteemissd. Tutkimuksessa havaittiin myds, ettd
keskimairiiset T-2 ja HT-2 pitoisuudet késittelemattomissi néytteissd olivat selvisti korkeampia vuonna
2011 kuin 2010, vaikka kesdlld 2011 Fusarium-homeiden gPCR analyysissa havaittu mééra oli pienempi.
F. langsethiae-lajin yleisyys (viljelymenetelmédlld médritettynd) oli kuitenkin selvésti suurempi 2011 kuin
2010. T-2 ja HT-2 toksiineja hav

aittiin kauralla hieman enemmain kuin ohralla. Viljalajikkeella ei ollut selkedd vaikutusta toksiinituoton
herkkyyteen, vaan tulokset vaihtelivat tutkimusvuosien vélilld. Tutkittaessa fungisidikisittelyn vaikutusta
T-2+HT-2 -toksiinien tuottajiin ja toksiininmuodostukseen pelto-olosuhteissa, havaittiin, ettd peittauksella
ei ollut vaikutusta F. langsethiae tartuntaan kauralla, eikd kasvukauden aikana tehty torjuntaruiskutus
vaikuttanut yksiselitteisesti Fusarium-sienten kasvuun tai toksiinien tuottoon. Valmiista puiduista ohra-
ndytteistd madritettiin jopa suurempia Fusarium-DNA kokonaismaérid torjuntakésittelyn jalkeen verrat-
tuna kdsitteleméttoméaén ohraan. Fusarium-sienten kvantitointi reaaliaikaisen PCR-menetelmédn avulla
osoittautui lupaavaksi osoitusmenetelmiksi myds kasvukauden aikaisille néytteille. Sen avulla voitiin
kvantitoida Fusarium-sienten biomassan méaidrdd monimuotoisessa mikrobiyhteisdssd, missd ldsnd on
my0s useita muita sieniryhmié.
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Projektissa kehitettiin DON-toksiinille aikaisemman hankeyhteistyon pohjalta alueellista riskimallia, joka
oli koekaytossd 2012-2013. Ennuste toimi varsin hyvin vuoden 2013 olosuhteissa ja sen osoittama riski
voitiin todentaa viljan hometoksiiniseurannan néyteaineiston ja viljakaupan aineiston perusteella. Sen si-
jaan T-2 ja HT-2- toksiineja ei voitu ennustaa sddtiedon perusteella.

Projektissa tutkittiin T-2 ja HT-2 -pikatestin soveltuvuutta ennen korjuuta tehtaviin méarityksiin. Pikame-
netelmien referenssimenetelminé kéytettiin LC-MS- ja GC-MS -tekniikkaan perustuvia kemiallisia mene-
telmid. Neogen Veratox- T-2 ja HT-2 —testi soveltui valmiin ohra-, kaura- ja vehnidsadon toksiinimaari-
tyksiin, mutta se ei ollut kdyttokelpoinen kasvukauden aikana otetuille, valmistumattomille jyvanaytteille.
Alustavien tutkimusten mukaan NIR-tekniikka vaikuttaa lupaavalta viljan hometoksiinien monitorointiin
viljan vastaanotossa ja késittelyssd, mutta kalibraatioaineistoa oli vield kéytettdvissd liian vdhdn. Fusari-
umssienten esiintymistd valmiissa ohrasadossa maéritettiin monialaiseen kuvantamiseen perustuvan Vi-
deometerLab-laitteen avulla (Videometer A/S). Tutkimus osoitti, ettd sovellus ei ole vield valmis erotta-
maan Fusariumesaastuneita jyvid vertailundytteistd. Videometer laitteella saatu Fusarium-
kontaminaatiotaso ei korreloinut Fusarium-DNA- tai viljelytulosten kanssa. Kuvantaminen olisi onnistu-
essaan nopea tyokalu viljan laadun varmistukseen. Videometer- laitteen kehitystyd on edelleen kdynnissa.

Téama tutkimus vahvisti, ettd viiled ja sateinen kesé on suotuisa Fusariumesienten kasvulle. Sateisen kesén
2012 ohran satondytteistd madritettiin jopa 10-kertaisia Fusarium DNA-pitoisuuksia kesén 2011 néyttei-
siin verrattuna. Tutkimus toi tdysin uutta tietoa mykotoksiinisynteesin kdynnistymisesti ja toksiinisyntee-
siin liittyvien geenien ilmenemisesti pellolla kasvukauden aikana. Tdssd projektissa saatiin ensimmaéisti
kertaa osoitettua Fusarium-sienten aktiivisuuden kdynnistymisen kannalta kriittinen ajanjakso, joka on
10-14 paivéa tdhkalle tulon jdlkeen. Tutkimus osoitti myo0s, ettd varhain ilmeneva geeni Tri 12 on potenti-
aalinen biomarkkeri toksiinisynteesin kdynnistymiselle. Se koodaa ionipumppua, jota tarvitaan trikote-
keenitoksiinien kuljetukseen ulos solusta. Geenin aktivaatio havaittiin 2010 ja 2011 ensimmaéisend, jo 3-7
pdivad tdhkélle tulon jilkeen, selkedsti ennen sienen normaaliin kasvuun liittyvdn Fusarium- elongaa-
tiofaktorin ilmenemista.

T-2 ja HT-2 -toksiineja esiintyi yleisesti kasvukauden aikana vaikka olosuhteet olivat epédsuotuisat Fusa-
rium-sienten kasvulle. Léhes kaikista (98%) kesén 2011 kenttdkokeen tdhkéndytteistd madritettiin mitat-
tavia HT-2 jaT-2 pitoisuuksia (9-1310 pk/kg). Tutkimus osoitti selkeésti, ettd T-2 ja HT-2 -toksiinien ris-
kin ennakointia ei voi kdytdnndssd perustaa pelkkéén sdatietoon, silld yhteys laajan alueen séén ja sadossa
havaittavien T-2 ja HT-2 -toksiinien vililld on selvisti heikompi kuin deoksinivalenolilla.

Avainsanat:

ohra, kaura, hometoksiinit, trikotekeenit, Fusarium-lajit, toksiinisynteesi, riskimalli, pikatestit, kuvanta-
minen
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Abstract

The focus of the SAFECEREAL project was on A-type trichothecene producing Fusaria, especially the
species F. langsethiae and F. sporotrichioides, and induction of mycotoxin synthesis on barley and oats
during the growing season. Furhermore, this project studied the survival of Fusarium fungi in plant resi-
due over winter. In addition, this project aimed to adapt new methods for early prediction and detection
of mycotoxins before harvest and for analyses of cereal quality after harvest.

Weather conditions during the growing season had a significant impact on the population dynamics of
Fusarium fungi surviving in the field. F. culmorum and F. avenaceum were the main species in crop resi-
due. F. langsethiae was common on both oats and barley during the growing season, but was detected on-
ly once in overwintered plant residue, while F. sporotrichioides survived the winter well in straw and
stubble. Plant residues, including residues of pre-crops, are an important source of infection for the new
emerging crop. Real-time PCR enabled quantification of the Fusarium biomass in the complex microbial
communities consisting of a heterogenous group of fungi and bacteria.

Transcriptional profiling (TRAC) and the multi-toxin analyses method with liquid chromatography / mass
spectrometry were used to study mycotoxin formation on barley during crop development. The study
showed that different weather conditions during the growing seasons in 2010 and 2011 resulted in differ-
ent growth and activity of Fusarium species, which could be seen in their activity profiles. Toxin for-
mation began at an early development stage, and T-2 and HT-2 toxins were already detected 0—4 days af-
ter ear emergence. In this project, an RNA extraction method was developed for barley ear samples stud-
ied during growing season. The new transcriptional profiling method with the designed specific Fusarium
primers made it possible for the first time to analyse the activity of Fusarium species in the cereal ecosys-
tem. The study revealed that the average quantities of T-2 and HT-2 in untreated samples were signifi-
cantly higher in 2011 than in 2010, although the observed amount of Fusarium in qPCR analyses was
lower in 2011 than in 2010. However, based on the plating method results F. langsethiae was more preva-
lent in 2011 than in 2010. This study indicated that oats had a slightly higher susceptibility for increased
T-2 and HT-2 levels than barley. Different oat or barley cultivars did not have a significant influence on
toxin formation. Toxin formation was more determined by the local weather conditions that varied from
year to year.

The effect of chemical fungicide treatments on mycotoxin formation was studied in field conditions. The
results showed that seed dressing did not suppress F. langsethiae infection on oats. Also, fungicide treat-
ment after the ear emergence period did not influence the growth and mycotoxin formation of Fusarium
fungi. Indeed, total Fusarium DNA contents were sometimes higher in fungicide-treated barley than in
untreated barley when harvested grains were analysed.

MTT RAPORTTI 153 5



Based on earlier project work, a regional risk model was developed for DON toxin, and the prediction
model was used in 2012-2013. In 2013, the risk model gave a relatively good prediction for DON risk
which could be proved with the mycotoxin data from the annual mycotoxin survey and data from the ce-
real trading companies. However, it was not possible to predict the risk of T-2 and HT-2 toxins with
weather data.

The rapid test kit was tested for analyses of T-2 and HT-2 in unripe and harvested grain. The reference
methods used were based on LC-MS and GC-MS techniques. The kit tested, Neogen Veratox for T-2 and
HT-2, was suitable for analyses of ripe barley, oat and wheat grain, but could not be used on unripe grain
from growing plants. The preliminary results of NIR techniques in monitoring mycotoxins are promising,
but more calibration material is needed to test the method. VideometerLab (Videometer A/S) based on
multispectral image analysis was used to determine the amount of Fusarium fungi in barley grain. The
study showed that that the application was not yet ready to distinguish Fusarium-contaminated grain from
control grains. The Fusarium contamination level obtained with imaging did not correlate with Fusarium-
DNA or plating results. A reliable image analysis is a potential rapid tool for quality control of cereal
grain, and the manufacturer is continuing to develop the Videometer equipment.

The SAFECEREAL project confirmed that a cool and rainy summer promoted Fusarium growth. In the
barley samples from 2012, the levels of Fusarium DNA were 10 times higher than in 2011. The present
study yielded novel information on the induction of mycotoxin synthesis and the expression of the genes
involved in toxin synthesis in field conditions during the growing season. For the first time, we were able
to indicate the critical period for the onset of Fusarium activity, which was 10-14 days after ear emer-
gence. Furthermore, the study revealed that Tril2 is a potential marker for the induction of mycotoxin
synthesis. Tril2 was an early expressing gene, detectable as early as 3—7 days after ear emergence. It en-
codes the ionic pump needed to transport trichothecenes out of cells. Activation of this gene was detected
in 2010 and 2011 prior to the expression of the Fusarium elongation factor related to normal fungal
growth.

T-2 and HT-2 toxins were prevalent during the growing season in 2010 and 2011 in spite of the condi-
tions unfavourable to growth of Fusarium fungi. Almost all (98%) of the ear samples analysed in 2011
contained HT-2 and T-2 (9-1310png/kg). The results clearly indicated that prediction of the risk of T-2 and
HT-2 toxins cannot be based exclusively on weather data as with predicting DON, since the connection
between the weather data for a large area and the toxin contents observed in harvested grain is significant-
ly weaker. Further research efforts should be focused on revealing the biological function of T-2 and HT-
2 toxins and the induction mechanisms for toxin synthesis so that it would be possible to design preven-
tive actions in the future.

Keywords:

barley, oats, mycotoxins, trichothecenes, Fusarium species, mycotoxin synthesis, risk model, rapid test
kits, image analysis
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Alkusanat

Viljasatoa ja sen laatua heikentdvit punahomeet ovat viime vuosina nousseet kiinnostuksen kohteiksi.
Pohjoisessa ilmastossa Fusarium-lajit ovat tirkeimpid hometoksiinien muodostajia, jotka tartuttavat
kasvavaa viljaa ja muodostavat toksiineja jo kasvuukauden aikana. Viljelymenetelmien muutos kéynnisti
keskustelun Fusarium-toksiineista ja niitd muodostavien lajien merkityksesta.

Euroopan Yhteison asettamat enimmadispitoisuudet tdrkeimmille Fusarium-toksiinille, deoksinivalenolille
(DON, raaka-vilja 1250 pg/kg ja prosessoidut viljat 750 pg/kg) ja zearalenonille (ZEA, raaka-vilja 100
ug/kg ja prosessoitu vilja 75 ug/kg ), elintarvikkeeksi kdytettdvéssad viljassa ja viljatuotteissa vuonna
2006 lisdsivédt tarvetta tuntea viljelyyn liittyvien tekijoiden vaikutusta sieniin ja toksiinien
muodostumiseen.

Viljan hometoksiineihin liittyvdd tutkimusta on viimeksi kuluneiden kymmenen vuoden aikana tehty
useassa kansallisessa hankkeessa Maa-ja metsitalousministerion Makeran ja muiden rahoittajien tuella.
Vuosina 2004-2006 hankkeessa “Turvallisuusindikaattorien kehittdminen kotimaiselle viljaraaka-
aineketjulle” tarkasteltiin kasvitautitorjunnan sekd kynnon ja suorakylvon vaikutuksia ohran ja kauran
Fusarium-tartuntaan ja toksiinien esiintymiseen. ” Selvitys Fusarium-lajeista ja niiden muodostamista
mykotoksiineista suomalaisesa viljassa (FinMyco)” vuosina 2005-2007 tuotti tietoa suomalaisen viljan
Fusarium-lajistosta ja toksiinien, myds ns “uusien” mykotoksiinien esiintymisestd. “Haittamikrobien ja
niiden tuottamien toksiinien varhainen osoittaminen rehuissa ja viljoissa uudella transkriptioprofilointi-
menetelmilld (VILJATRAC)”-hankkeessa tutkittiin sienten aktiivisuutta ja toksiinisynteesid sekd
kehitettiin maéritysmenetelmia.

Tadma raportti luo yhteenvedon Makeran tukeman hankkeen “Toksiineja tuottavien Fusarium-homeiden
hallinta ja varhaisvaroitusjirjestelmat turvallisen viljatuotannon takaamiseksi (SAFECEREAL)” keskei-
sistd tuloksista. Makeran lisdksi hanketta rahoittivat MTT, Evira ja VTT . Yrityskumppaneina projektissa
oli PlexPress Oy, Panimolaboratorio Oy, Syngenta Crop Protection ja Nestle Nutrition. Projektissa tutkit-
tiin A-tyypin trikotekeenien muodostumista ja sithen vaikuttavia tekijoitd pelto-oloissa seké toksiinintuot-
tajien elinkiertoa. MTT vastasi kenttikokeiden suorituksesta, toksiiniennusteen kehittdmisestd, Fusarium
-lajiston maéadrityksistd viljelymenetelmilld seké toksiiniennusteen rakentamisesta ja pikamiéritysmene-
telmien tarkastelusta. VTT tutki Fusarium-sienten kvantitointia reaaliaikaisen PCR-menetelmit avulla
sekd kehitti transkriptioprofilointimenetelmdd (TRAC) Fusarium-sienten aktiivisuuden ja trikotekeeni-
synteesin kdynnistymisen seurantaan. Lisdksi VTT tutki kuvantamismenetelmin kéyttokelpoisuutta ho-
meisuuden médritykseen valmiista sadosta. Eviran osuutta olivat toksiinianalyysit monijaidméamenetelmal-
14 kasvukaudella ja valmiista sadosta. Plexpress Oy suunnitteli TRAC-koettimet ja osallistui aineiston ka-
sittelyyn.

Hankkeen ohjausryhmén jasenié olivat oli Liisa Rajakangas (MMM, puheenjohtaja), Mirja Kartio (Evira),
Anu Kaukovirta-Norja (VTT), Annika Wilhelmson (VTT/PBL), Péivi Tdhtinen (VYR), Sari Peltonen
(ProAgria), Karri Kunnas (ETL), Petri Peltola (Senson Oy) ja varajdsenend Erja Kotaviita (Raisio Oy)

Jokioisilla 7.10.2014

Tutkimusryhmé
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1 Tausta ja tavoitteet

Fusarium- eli punahomeet ovat merkittdvi osa viljan luontaista mikrobiyhteis6d. Sen lisdksi, ettd puna-
homeet vahentidvat sadon mairaa ja ravitsemuksellista laatua, ne voivat myos muodostaa viljaan myrkyl-
lisid aineenvaihduntatuotteita — mykotoksiineja. Mykotoksiinit saattavat suurina pitoisuuksina aiheuttaa
terveydellistd uhkaa kuluttajille seké tuotantoeldimille. Home- tai toksiinipitoisuuksien nousu vaikuttaa
myds merkittdvisti viljantuotannon kannattavuuteen heikentdmailli raaka-aineen kayttokelpoisuutta. Néis-
td syistd johtuen toksiineja muodostavien (toksigeenisten) homeiden sekd mykotoksiinien muodostumisen
hallinta on ensiarvoisen tirkedd viljaketjun toimijoiden kannalta. Toksigeenisten homeiden lajikirjon ja
riskien on ennustettu lisddntyvén ilmaston ldmpenemisen mydtd myos pohjoisilla viljelysalueilla.

Fusarium-lajien tuottamista mykotoksiineista Euroopan yhteisdssd on toistaiseksi asetettu korkeimmat
sallitut pitoisuustasot raakaviljassa deoksinivalenolille (DON) ja tsearalenonille (ZEN). Valmisteilla on
myo0s enimmadispitoisuuden asettaminen T-2- ja HT-2- toksiinien yhteisméérélle. Kotimaisessa viljassa
DON-pitoisuuksissa tavataan vuosittain raja-arvon ylityksid, samoin HT-2- ja T-2- pitoisuuksia on esitet-
tyjen suositusarvojen tasolla (mm. www.cerveg.fi). Erityisesti kauralla riski sadon turvallisuuslaadun
heikkenemisestd HT-2+T-2 -toksiinien vuoksi on muita viljoja suurempi. Tdmé on merkittdvaa erityisesti
vientikaupassa, silld kaura on tirked vientivilja. Myds ohralla ja kevatvehnillda HT-2+T-2 —toksiinien (ns.
A-tyypin trikotekeenien) esiintyminen on yleistynyt ja pitoisuustasot ovat nousseet 2000-luvun aikana.
Tédmaén oletetaan johtuvan uuden punahomelajin, Fusarium langsethiaen, yleistymisestd ja levidmisestd
uusille viljatuotantoalueille. Tdéméan punahomelajin yleistyminen on osoitettu myods Euroopan-laajuisesti
(Edwards ym. 2009). F. langsethiae-lajin lisédksi my6s F. sporotrichioides, on aktiivinen A-tyypin triko-
tekeenien tuottaja (Jestoi ym. 2007). F. langsethiae on yleisin kauralla, mutta lajia tavataan my0s ohralla
(Parikka ym. 2005).

1.1 Toksiinien muodostuminen ja siihen vaikuttavat tekijat

Mykotoksiinien muodostuminen on erittdin monimutkainen prosessi, jonka yksityiskohtia ei edelleenkdén
tdysin tunneta. Siihen vaikuttaa paitsi itse tuottajahome ja sen geneettiset ominaisuudet, myos erilaiset
ympdristoolosuhteet kuten lampétila, kosteus, kasvumatriisi, muut mikrobit jne. Pelto-olosuhteissa viljoi-
hin muodostuu monimuotoinen mikrobiyhteiso, jonka koostumukseen vaikuttaa mm. viljalajikkeen infek-
tioherkkyys, maanmuokkausmenetelmét ja fungisidien kayttd. Eri viljalajikkeiden infektioherkkyyksista
sekd DON- ettd HT-2+T-2 -tuottajahomeille on toistaiseksi varsin vdhén tietoa. Samoin ei ole tarkkaa tie-
toa, mikd on ndiden homeiden elinkierto ja siithen vaikuttavat tekijat. Tamaé tieto on tirkedd, jotta ndiden
homeiden kasvun estimiseen voidaan kehittdd tehokkaita keinoja. Samoin tiedetdin, etti fungisidien kayt-
t6 voi vaikuttaa Fusarium-tartuntaa viahentavéasti, mutta liian alhaiset fungisiditasot voivat toisaalta indu-
soida toksiinisynteesin kdynnistymisen. Norjassa tulokset fungisidien vaikutuksesta T-2/HT-2 -
pitoisuuksiin ovat olleet heikkoja (Elen ym. 2008). Englannissa on todettu, ettd tautitorjunta saattaa jopa
lisdta toksiinipitoisuuksia viljassa (D'Mello ym. 2004).

1.2 Toksiinien muodostumisen maarittaminen

Viljoissa ja viljaprosesseissa esiintyvien homeiden osoittaminen seké niiden haittayhdisteiden tuoton var-
hainen havaitseminen on keskeisesséd asemassa, kun pyritdén torjumaan niiden aiheuttamia haittoja. Viime
aikoina on kehitetty erilaisia DNA-pohjaisia menetelmid haittamikrobien osoittamiseen ja identifiointiin.
Nimé menetelmét eivit kuitenkaan kerro, milloin ja missd olosuhteissa Fusarium-sienten toiminnalliset
geenit aktivoituvat ja mm. toksiineja muodostava metabolia kdynnistyy. Monet tutkimukset ovat lisdksi
osoittaneet, ettd toksigeenisen homeen ldsnéolo ei vilttdméittd merkitse toksiinisynteesin kdynnistymistad
ja ettd samassa ympéristossd voi esiintyd eri mikrobiryhmii ja siten samanaikaisesti muodostua useita eri
toksiineja.

Toksiinien muodostumiseen vaikuttavia tekijoitd voidaan ymmaértdd ja ennakoida tutkimalla niiden tuot-
toa koodaavien geenien ilmentymistid. Geenien ilmentymisti tutkitaan mittaamalla l4hetti-ribonukleiini-
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happoa eli lahetti-RNA:ta. Mittaamalla 1dhetti-RNA-tasoja voidaan ennustaa, mitd eldva solu on tekemés-
sd seuraavaksi. VTT:114 kehitetty uusi kvantitatiivinen ldhetti-RNA-analytiikkaan perustuva menetelméa
(VTT-TRAC) mahdollistaa kymmenien geenien ilmentymisen yhtdaikaisen ja kvantitatiivisen osoittami-
sen samasta niytteestd (Rautio ym., 2008). Aikaisemmassa MMM-hankkeessa (VILJATRAC) luotiin
valmiudet soveltaa titd menetelméd Fusariumesienten ja niiden toksiinisynteesin kdynnistymisen nopeaan
osoittamiseen viljassa. Hankkeessa suunniteltiin koetinsetit geeneille, jotka liittyivdt sekd Fusarium-
sienten normaaliin kasvuun etti trikotekeenisynteesiin (Rautio ym., 2007).

Evirassa on kehitetty ns. multimenetelméi usean mykotoksiinin yhtdaikaiseen maérittimiseen viljasta ja
rehuista nestekromatografi-tandemmassaspektrometrisesti (LC-MS/MS) (Kokkonen ja Jestoi, 2009). Ana-
lyysitekniikka mahdollistaa useiden, kemiallisilta ominaisuuksiltaan erilaisten yhdisteiden samanaikaisen
madrittdmisen. Analyysin tehostuttua myos kustannukset ovat aikaisempaan verrattuna pienemmat. Kehi-
tetylld menetelmalld voidaan méadrittda yhteensd yli 30 erilaista mykotoksiinia. Ndiden uusien multimene-
telmien avulla voidaan samanaikaisesti ennakoida useiden eri haittayhdisteiden tuottoa pellolla ja koko
viljan jalostusprosessissa sekd suunnitella ja luoda valmiuksia mahdollisimman tidsméllisiin keinoihin
haittamikrobien estoon ja torjuntaan. Lisdksi saadaan tietoa mm. siitd, miksi toksigeeniset Fusarium-lajit
ovat lisddntymaéssé sekd milloin ja missd olosuhteissa infektio ja toksiinintuotanto tapahtuvat.

1.3 Toksiiniriskin mallintaminen

Séd on tiarkein Fusariumrhomeiden tartuntaan ja toksiininmuodostukseen vaikuttava tekija. Sédolot vai-
kuttavat voimakkaasti korjattavan sadon turvallisuuslaatuun. Sddhin perustuvia toksiiniriskin ennustemal-
leja on kehitetty useissa maissa mm Hollannissa (Franz ym. 2009) ja Kanadassa (Schaafsma ja Hooker
2007) ja niitd on kdytossd Yhdysvaltojen ja Kanadan lisdksi Keski-Euroopassa (Hooker ym. 2002, Musa
ym. 2007, Schaafsma ja Hooker 2007). Mallien kayttokelpoisuus ei kuitenkaan ole kovin hyvéd suomalai-
sissa oloissa, koska meilld on erilainen Fusarium-lajisto verrattuna sekd Keski- ja Eteld-Eurooppaan ettd
Pohjois-Amerikkaan. Norjassa kehitetty toksiiniriskin suuruutta ennakoiva malli on maantieteellisesti 14-
hin meille soveltuva malli (Brodal ym. 2008). Kohonneen toksiiniriskin aikainen toteaminen hyddyttda
sekd viljelijaa ettd viljan kayttdjaa pyrittdessd optimoimaan raaka-aineen kayttod. Koko ketjun huomioon
ottavaa riskinarviointia on tarkasteltu Hollannissa vehnélld perustuen valittuihin riski-indikaattoreihin,
kuten sédhén ja viljelytekniikkaan (Van der Fels-Klerx ym. 2007). Siirtyminen suorakylvoon ja entistd
yksipuolisempaan viljanviljelyyn yhdistettynd ilmaston l[&mpenemiseen muuttaa toksigeenisten homeiden
ekologiaa ja toksiinitilannetta myds Suomessa.

1.4 Toksiinipitoisuuden maaritys viljaketjussa

Viljan turvallisuuden ja kauppakelpoisuuden méiritys mahdollisimman varhaisessa vaiheessa auttaa séds-
tdmadn kustannuksissa, kun heikkolaatuista viljaa voidaan ohjata pois rehu- tai ravintokéytdstd jo ennen
markkinointia. Mykotoksiinien madritystd pikamenetelmilld on tutkittu valmiista sadosta (RAmo ym.
2008). Kuitenkaan menetelmien soveltuvuudesta valmistumattoman sadon DON-analytiikkaan ei ole ko-
kemuksia. Toksiinit muodostuvat kehittyviin jyviin, joten niiden méérittiminen ennen korjuuta antaa en-
nakkotietoa tulevasta laadusta. Viljan kauppakelpoisuuden maéiritys mahdollisimman varhaisessa vai-
heessa sédastidd kustannuksia, kun heikkolaatuinen vilja pystytdén ohjaamaan pois rehu- ja elintarvikekéy-
tostd. MTT:n aikaisemmissa tutkimuksissa on testattu eri viljoille soveltuvia mykotoksiinien pikamaéri-
tysmenetelmid. Mukana tutkimuksissa on ollut sivuvirtaus- eli liuskatestejd, ELISA —kuoppalevytestejé ja
lahi-infrapunatekniikkaan (NIR) perustuva pikamédritys. Pikatestien referenssimenetelmind on kiytetty
nestekromatografi (HPLC)- ja kaasukromatografi -massaspektrometri (GC-MS) -tekniikkaan perustuvia
kemiallisia menetelmia.

Pikatestien kéytto on yleistynyt viljan vastaanotossa viime vuosina ja tulosten luotettavuus on herittinyt
keskustelua. Epdvarmuutta tuloksiin ovat aiheuttaneet eri viljamatriisit ja pikatestien ristireaktiot, esimer-
kiksi ELISA -kuoppalevytestien deoksinivalenoliméirityksissd (DON) ristireaktioita aiheuttavat 3-
asetyylideoksinivalenoli (3-AcDON) ja 15-asetyylideoksinivalenoli (15-AcDON). Tamén takia tutkitta-
vasta néytteestd voidaan saada vairid positiivisia tuloksia. Lisdksi pikatestien soveltuvuutta viljan vas-
taanottoon tai ldhes valmiin sadon hometoksiinipitoisuuksien maérittdmiseen on arvioitu. Liuskatestit
ovat kenttiolosuhteisiin soveltuvia, mutta ne vaativat kéyttokoulutusta, kuten liuoskemiaa ja liuskojen
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tulkintaa. Alustavien tulosten pohjalta soveltuvin menetelmé kenttdolosuhteisiin, tila- ja yrityskohtaiseen
viljaraaka-aineen laadunmééritykseen on NIR/NIT -tekniikka.

NIR/NIT -tekniikkaan perustuvat menetelmét ovat elintarvike- ja rehuteollisuudessa sekd viljatutkimuk-
sessa yleisesti kdytettyjd menetelmié. Viljojen koostumusmairityksissa kuten kosteus- valkuais- ja kuitu-
pitoisuuksissa NIR/NIT -teknologia on suvereeni pikamenetelma. Sen etuja ovat médritysten nopeus ja
monen eri yhdisteen samanaikainen mittaus. Liséksi nédytteen esikésittelyssé ei tarvita kemikaaleja, mitta-
us on nopea ja teknologia soveltuu prosessiolosuhteisiin. Infrapunaspektroskopia otettiin ensimmaiseksi
kayttoon viljan analysoinnissa jo noin 30 vuotta sitten. Pikamenetelmiin perustuva viljan hometoksiinipi-
toisuuksien mittaaminen sopisi erittdin hyvin viljan kuivaus- tai vastaanottovaiheessa tapahtuvan tiedon-
keruun osaksi. Kuivaus- tai vastaanottoprosessin aikana tapahtuva hometoksiinipitoisuuksien mittaaminen
antaisi mahdollisuuden ohjata viljaerid kayttotarpeen mukaan sekd varmistaa viljaerdn laadukkuus esi-
merkiksi sertifiointitodistuksella.

1.5 Tutkimuksen tavoitteet

SAFECEREAL-projektin tavoitteena oli selvittdd Fusariumrhomeiden, erityisesti A-tyypin trikote-
keenituottajien F. langsethiae ja F. sporotrichioides —lajien toksiinisynteesin kdynnistymiseen vaikuttavia
tekijoitd kaurassa ja ohrassa kasvukauden aikana. Lisdksi tavoitteena oli ottaa kdyttdon menetelmid tok-
siinipitoisuuksien varhaiseen ennakointiin ja niiden seuraamiseen ennen sadonkorjuuta seké turvallisuus-
laadun maérittdmiseen sadonkorjuun jalkeen.

Tutkimuksessa selvitettiin seuraavia Fusarium-lajeihin, toksiineihin ja niiden mééritykseen ja hallintaan
liittyvid kysymyksia:

1. Fusarium lajien elinkierto ja toksiinintuotannon kdynnistyminen
2. Toksiinipitoisuuksien ennakointi ennustemallilla ja 3.Viljan laadun maééritys tiloilla ja viljan vastaan-
otossa.

Hankkeen tavoitteena oli selvittdd erityisesti T-2+HT-2 -toksiinintuottajien (F. langsethiae ja F. sporot-
richioides) elinkiertoa pellolla sekd niiden kehitystd kasveissa ja analysoida mykotoksiinien muodostu-
mista ohrassa kasvukauden aikana transkriptioprofilointi- (TRAC) ja kemiallista monijdédmamenetelmad
kayttden. Tavoitteena oli etsid sopivia biomarkkereita, jotka ennakoisivat haittayhdisteiden synteesin
kaynnistymistd eri kasvuvaiheissa ja joiden avulla voitaisiin ennakoida valmiin sadon toksiinipitoisuutta.
Fungisidikésittelyn vaikutusta T-2+HT-2 -toksiinien tuottajiin ja toksiininmuodostukseen tutkittiin pelto-
olosuhteissa.

Tavoitteena oli luoda hometoksiinien riski- ja ennakointimalli hyodyntéen aikaisempaa mallinnustutki-
musta ja kerdttyd sdd- ja toksiinitietoa. Lisdksi tavoitteena oli saada aikaan sdhkoisesti kéytettdva palvelu,
jota sekd viljelijat ettd viljan kayttijat voivat hyddyntaa.

Tavoitteena oli myds selvittidd eri pikamenetelmien kiyttokelpoisuus, tarkkuus ja luotettavuus toksiini-
madrityksiin tarkastelemalla MTT:n ja Eviran alustavien tutkimusten perusteella potentiaalisempien lius-
katestien, ELISA-testien seké lahi-infrapunatekniikkaan (NIR ja NIT) perustuvien menetelmien antamia
tuloksia kemiallisilla menetelmilld saatuihin tuloksiin. Liséksi tavoitteena oli tarkastella kuvantamisen
kayttomahdollisuuksia jyvien homeisuuden maérittdmisessa.
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2 Tutkimusmenetelmat ja aineisto

2.1 Fusarium lajien elinkierto ja toksiinintuotannon kaynnistyminen

2.1.1 Peltokokeet ja ndytteenotto Jokioisilla 2010-2012

Fusarium-tartunnan kehitysté seurattiin 2010-2011 Jokioisille perustetuissa kenttdkokeissa, jossa oli mu-
kana ohra- ja kauralajikeita, jotka valittiin niiden aikaisemmin havaitun Fusarium-tartunta-alttiuden mu-
kaan. Ohralajikkeet olivat Saana, Scarlett, Barke ja NFC Tipple. Kauralajikkeet olivat Belinda, Roope,
Julius ja Viviana. Koejirjestelynd oli osa-osaruutumalli, jossa pddruutuina olivat tartuttamaton vilja sekd
F. sporotrichioides- sienelld tihkille tulon aikaan tartutettu kasvusto. Osaruutuina olivat kasvusto ilman
torjuntaa, tdhkélle tulon aikaan kasvitautivalmisteella kisitellyt sekd peitatulla siemenelld perustetut kas-
vustot. Osa-osaruutuina olivat kaura- ja ohralajikkeet. Torjuntakisittelyyn kéytettiin Delaro SC 325- val-
mistetta (trifloksistrobiini+protiokonatsoli) 0,7l1/ha ja siemenen peittaus tehtiin Celest Formula M-
valmisteella ( fludioksoniili).

Kenttdkokeet kylvettiin muokattuun kasvualustaan ruutukylvokoneella (Wintersteiger). Ruutukoko ken-
talld oli 7,5 m* ja kerranteita 4. Koealueella mitattiin limpétilaa maan pinnalla koko viljan kasvun ajan
loggereilla (Tinytag Plus 2). Tartutusta varten F. sporotrichioides-sientd kasvatettiin perunadekstroosi
(PDA) alustalla kahden viikon ajan. Rihmasto ja itiét kaavittiin maljoilta ja sekoitettiin tislattuun veteen
tehosekoittimella. Saatu homebiomassa laimennettiin ja sekoitettiin tartutusta varten puhtaaseen veteen.
Itidmadra lopullisessa tartukeliuoksessa oli noin 2 x 10° /ml. Levitys ruuduille tehtiin kasvinsuojeluruis-
kulla, jolloin kéytetty suspensioméird oli 0,09L/m”. Ruutusadot puitiin koeruutupuimurilla ja kuivattiin
sdkkikuivurissa seka lajiteltiin (2 mm seula) (Taulukko 1).

Vuonna 2011 kylvettiin lisdksi tdysin erillinen alue ilman késittelyjd kolmena kerranteena VIT:n néyt-
teenottoa varten, jotta keinotartunnan levidmismahdollisuus tartuttamattomiin niytteisiin voitiin eliminoida.

Kesén 2012 kenttd oli supistettu edellisistd vuosista, kauralajikkeista oli mukana vain Belinda ja Viviana,
ohralajikkeista NFC Tipple ja Scarlett. Kaisittelyiné olivat siemenen peittaus, tautitorjunta tahkélle tulles-
sa sekd peittaus+ tautitorjunta. Tautitorjuntaan kaytettiin Delaro 325 SC (0,7 L/ha) ja peittaukseen Celest
Formula M. Fusarium sporotrichioides- tartutusta ei tehty kentélld, lukuun ottamatta Tipple-lajiketta. Sil-
14 tartutettiin neljd ruutua, joista samoin kuin késitteleméattomistd ruuduista otettiin tdhkéndytteet VIT:n
gPCR analyysejd varten samoina péivind kuin MTT:n sieniméérityksiin (Taulukko 1). Kentéltd tutkittiin
myos orasndytteitd kesdkuun alussa.

Kentiltd otettiin ndytteitd Fusarium-méaarityksiin viljelymenetelmélld tdhkélle tulosta alkaen kahden vii-
kon vilein. Jokaiselta ruudulta kerittiin 20 tihkd4/royhyé/niytekerta. Lisdksi kentiltd keréttiin jokaiselta
ruudulta olki- ja sdnkindytteet Fusarium-maérityksiin puinnin jilkeen. Ruutujen olkea sdilytettiin my06s
muokkaamattoman maan pinnalla talven ajan ja sdilynyt Fusarium-tartunta méaéritettiin kevaalld. Vuosina
2011 ja 2012 tarkastettiin kdytetyn kylvosiemenen Fusarium-tartunta ja kentiltd tutkittiin orasndytteitd
kesdkuussa peittauksen tehon selvittimiseksi.

Taulukkol. Kenttdkokeen kylvo- ja puintiajat seka tartutus-, torjunta ja naytteenotto Fusarium-viljelymaarityksiin kehit-
tyvasta sadosta eri vuosina

Vuosi Kylvo Puinti Tartutus Torjunta Naytteenottopaivat
kaura ohra kaura ohra
2010 2.6. 15.7. 17.7. 20.7.,3.8. 20.7.,3.8. 2.9. 2.9,14.9.
17.8.,31.8. 17.8.,31.8.
2011 9.5. 4.7. 5.7. 7.7.,21.7. 7.7.,21.7. 5.9. 16.8.
4.8., 18.8. 4.8.
2012 9.5. 9.7. 10.7. 11.7.,25.7. 11.7.,25.7. 13.9. 13.9.
8.8. 8.8.
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Kenttidkokeista 2010 ja 2011 seurattiin Fusarium-sienten kasvua reaaliaikaisen PCR-menetelmén avulla
sekd Fusariumesienten aktiivisuutta ja trikotekeenisynteesin kdynnistymistd hyodyntden transkriptioprofi-
lointimenetelmid (TRAC). Taulukkoon 2. on koottu niytteet ja aikapisteet. TRAC-tutkimuksiin jauhetut
tahkéndytteet jaettiin kahteen erdén, joista puolet kdytettiin RNA-erityksiin ja puolet DNA-eristyksiin.

Kuvat 1. Kenttédkokeen kylvo ruutukylvékoneella ja F. sporotrichioides-tartutus kasvinsuojeluruiskulla 2010.

Kesén 2010 mykotoksiindytteet kerdttiin erikseen 16.7., 19.7., 27.7. 3.8. ja 24.8. ja kuivattiin. Kesidn 2011
kokeissa mykotoksiinit analysoitiin samoista TRAC-analyyseihin keratyistd kenttdndytteista, jolloin tulos-
ten vertaaminen oli mahdollista. Vuonna 2012 tihkéndytteet pakastettiin qPCR ja toksiinianalyysejéd var-
ten.
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Taulukko 2. Néaytteiden otto vuosina 2010-2012 transkriptioprofilointia ja Fusarium-sieniryhmén kvantitointia varten.

2010 2011 2012
Lajikkeet: NFC Tipple, Scarlett, Saana NFC Tipple, Scarlett, Saana NFC Tipple
ohra
kaura Belinda, Julius, Viviana - -
Kylvdajankohta 2.6. 9.5. 9.5.
Kasittelyt: Torjunta tah- ei/kylla 17.7. ei/ kylla 5.7. ei / kylla10.7.
kalle tulon aikaan
Tartutus ei/kylla (15.7.) ei/kylla (4.7.) ei/ kylla 9.7.
(F. sporotrichioides)
Aikapisteet 5 kpl 7 kpl 3 kpl
tahkalle tulo (= 0 d) seka tahkalle tulo (=0 d) 11.7.,
3, 10, 14 ja 38 d infektiosta seka 25.7.,8.8.
7,10, 14, 21, 28 ja 35 d infektiosta 2,16ja 30
Naytteitd kasvukaudelta 360 kpl 252 kpl (ohra) 24 kpl (ohra)
(180 ohra- ja 180 kauranaytettd)
Puintiajankohta 2.9. (Tipple 14.9) 16.8 13.9.
Puidut valmiin sadon 72 kpl 36 kpl 8 kpl
naytteet 2.9. (16.8.) 13.9.

2.1.2 Fusarium-homeiden lajikirjo ja kvantitointi

Fusarium-homeiden lgjikirjo viljelymenetelmalla

Fusarium-tartuntaa seurattiin tdhkéndytteistd aina tiahkélletulosta sadonkorjuuseen 2 viikon vilein. Laji-
kirjon méarittdmiseksi kenttdkokeen ruuduilta keratyistd tdhkistd/royhyistd maljattiin 40 tdhkylda peptoni-
PCBN-alustalle. Lajisto mdiaritettiin morfologisin menetelmin perunadekstroosialustalle siirrostetuista
sienikasvustoista (Parikka ym. 2005). Liséksi tehtiin vield maéritykset puidusta, lajitellusta sadosta. Koe-
alueilta kerdttiin myos nédytteet Fusarium-maarityksiin korjuun jialkeen séngesté ja oljesta. Olkindytteitd
asetettiin talven ajaksi muokkaamattomalle vilja-alueelle Fusarium-sienten talvehtimisen selvittimiseksi.
Oljesta ja sdngestd madritettiin Fusarium-tartunta ja lajien yleisyys maljaamalla korrenpaloja PCNB-
alustalle. Vuosina 2011 ja 2012 tutkittiin lisdksi kylvosiemenen Fusarium-tartunta seké tartunta oraista
kesdkuun alussa. Tartunta méaéritettiin maljaamalla peittaamattomien ja peitattujen ruutujen oraista pinta-
steriloituja tyvipaloja PCNB-alustalle.

Kuvat 2. Naytteenotto koeruuduilta Fusarium- lajiston -maarityksia varten ja PCNB-alustalla jyvista kasvavaa Fusari-
um-rihmastoa (viljelymenetelma)
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Fusarium-sienten kvantitointi reaaliaikaisella PCR menetelmalla

Fusariumssienten kvantitointia varten ohramyllylld jauhettujen néytteiden DNA eristettiin kaupallisella
FastDNA®™ SPIN Kit for Soil-menetelmilld (Q-BIOgene, 6560-200). Eristysti varten jauhettuja ohranjy-
vid tai pakkaskuivattuja/jauhettuja tdhkandytteitd punnittiin 0,1 g hajotusputkiin, ja DNA-eristyksen me-
kaaninen hienonnusvaihe suoritettiin FastPrep®-24-laitteella (MP Biomedicals, Ranska). Valmistajan oh-
jeista poiketen ndytteitd hienonnettiin 2 x 60 s ja hienonnusten vélissd néytteitd pidettiin jdissd viiden mi-
nuutin ajan. Kaikki DNA-eristysten sentrifugoinnit suoritettiin 13 000 x g:n voimalla valmistajan ohjei-
den mukaisilla ajoilla. Lopuksi eristettyjen DNA-liuosten DNA-pitoisuus ja puhtausaste mééritettiin Na-
noDrop 2000 -spektrofotometrilld (Thermo Scientific, USA).

Fusarium-sienten médrdn kvantitointiin kdytettiin reaaliaikaista PCR-menetelmdd (qPCR; Sarlin ym
2006). Menetelméssd hyédynnettiin PIKA Weihenstephan GmbH:n kaupallista kittid (TM Screen Fusari-
um Sp, PiKA Weihenstephan GmbH), joka siséltdd alukkeet ja koettimen Fusariumrryhmaéspesifiseen
gPCR:é4 varten. PCR-monistus ja koettimien fluoresenssin seuraaminen suoritettiin LightCycler®480 -
laitteella (Roche Diagnostics GMbH, Saksa). Néytteiden DNA-pitoisuuksien absoluuttinen kvantitointi
tehtiin ajon sisdistd standardisuoraa hyddyntiden LightCycler 480 -ohjelmassa (v1,5, Roche Diagnostics
GMbH, Germany). Fusarium-sieniryhmidn qPCR-monistusta varten 5 pl DNA:ta sekoitettiin 10 pl:aan
Buffer B -liuosta ja 15 pl:aan Rochen LightCycler480 Probes Master -puskuria (Roche Diagnostics
GMDbH, Saksa). qPCR-reaktioissa kdytetty ajo-ohjelma on esitetty Taulukossa 3.

Taulukko 3. Reaaliaikaisessa PCR-menetelméssa kaytetty LightCycIer®480-Iaitteen ajo-ohjelma

Syklit Lampdotila Acqg. Mode Aika Ramp Rate
(°ClIs)
Alkulammitys 1 95 °C None 10 min 4.4
Monistus 45 95°C None 10s 4,4
60 °C None 45s 2,2
72°C Single 1ls 4,4
Jaéhdytys 1 40°C None 10s 15

2.1.3 . Fusarium-aktiivisuuden ja toksiinien tuoton seuraaminen transkriptioprofilointi-
menetelmilla (TRAC)

RNA-eristys

Kokonaiset tahkéndytteet (vihneet poistettu) jauhettiin IKA-myllylld ja RNA-eristykseen kdytettiin MMM
VILJATRAC-projektissa (Haittamikrobien ja niiden tuottamien toksiinien varhainen osoittaminen rehuis-
sa ja viljoissa uudella transkriptioprofilointimenetelmalld, Dnro 4775/501/2005) ohran RNA eristykseen
kehitettyd Trizol (Invitrogen Concert Plant) -protokollaa.

TRAC-koettimet ja TRAC-analyysit (ohrajakaura)

Fusarium-koettimet suunniteltiin MMM VILJATRAC projektissa (Taulukko 4). Suunnittelussa kdytettiin
Fusarium graminearum -genomin sekvenssid ja testattiin myos saatavilla olevia Fusarium -
geenisekvenssejd vastaan (erityisesti F. culmorum ja F. sporotrichoides). Tri-geenit olivat 82—100 % sa-
manlaisia eri Fusarium-lajien vililla. Steriilid ohran kallussolukkoa ja S cerevisiae —genomia kéytettiin
negatiivisina vertailundytteina.

TRAC-koettimien soveltuvuutta testattiin steriileille kaurakallusnéytteille. Suunniteltujen Fusarium-koettimien
spesifisyyden testaamiseksi tuotettiin mikrobeista vapaata kauran solukkoviljelméa. Pintasteriloiduista, kypsis-
td kauranjyvistd eristettiin alkioita, joita viljeltiin kallusta (=erilaistumaton solukko) indusoivalla alustalla.
Mikrobivapaista solukoista eristettiin RNA ja tehtiin TRAC-analyysi Fusarium-koettimilla.

SAFECEREAL-tutkimuksissa kéytetty koetinsetti sisdlsi sekd homeen kasvuun ja aktiivisuuteen liittyvid
geeneji ettd trikotekeenisynteesin geenejd. Lisdksi vertailukoettimena valittiin mukaan ohran lipoksy-
genaasi-entsyymin aktiivisuutta kuvaava geeni (Lox2/loxc). Tdmén avulla voitiin seurata ohran aktiivi-
suuden muutoksia kasvukaudella.
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Taulukko 4. TRAC-koettimet SAFECEREAL projektissa.*avaingeeneja trikotekeenien biosynteesissa (Schmidt-Heydt

et al. 2010)

Geeni

Toiminta (mitd koodaa)

Rooli

Fusarium-sienten kasvu ja toiminta

ACS1 Asetyyli-CoA-syntetaasi Nalkiintymismarkkeri

EFALA Elongaatiofaktori-1-alpha Proteiinisynteesi ribosomeissa

TBB Beta-tubuliini Solun muoto ja solun siséinen kuljetus
UBC Ubikitiini-proteiiniligaasi Ohjelmoitu solukuolema

HFB Hydrofobiini (F. graminearum) Sienen interaktio ympériston kanssa

Trikotekeenisynteesi

Tri3 C-15 -asetyylitransferaasi Esteriryhmien liittdminen / irrottaminen

Tri5* Trikodieenisyntaasi Katalysoi trikodieenin synteesia

Tri7 C-4 -asetyylitransferaasi Esteriryhmien liittiminen / irrottaminen

Tril0* Saatelee Tri6-geenid Saatelygeeni

Trill C-15 -hydroksylaasi Katalysoi hapetusta C-15 -asemassa

Tri12* Trikotekeeni-pumppu, ulosvirtaus Toksiinien kuljetus ulos solusta

Tril4 Ei taysin tunnettu Tarvitaan trikotekeenien tuotantoon patogeneesissa,

mutta ei kasvatusalustalla

Ohran aktiivisuus

Lox2/loxc kuvaa ohran aktiivisuutta

ohran lipoksygenaasi-entsyymi

2.1.4 Mykotoksiinien monimuotoisuuden ja maaran kehitys kemiallisilla monijagamame-
netelmilla

Mykotoksiinianalyysien tarkoituksena oli:

e tutkia Fusarium-sienten tuottamien mykotoksiinien, erityisesti T-2+HT-2-toksiinien muodostu-
mista kaurassa ja ohrassa kasvukauden aikana

e selvittdd fungisidien vaikutusta T-2+HT-2-toksiinien tuottajahomeisiin ja niiden toksiininmuo-
dostukseen pelto-olosuhteissa

e seurata HT-2 ja T-2 —toksiinien suhteiden muutoksia kasvukauden aikana

e selvittdd ndytteiden mykotoksiiniprofiili sadonkorjuun aikana

Madritettdessd mykotoksiineja eri vaiheissa kasvukautta otetuista nédytteistd saatiin tietoa mykotoksiinien
biosynteesin kdynnistymisestd sekd niiden pitoisuuksien suhteellisesta vaihtelusta kasvukauden aikana.
Liséksi sadonkorjuun yhteydessd keréttyjen niytteiden mykotoksiinianalyysit osoittivat lopullisen sadon
laadun.

Kasvukausien 2010-2012 aikana kerdtyt naytteet sekd sadonkorjuun yhteydessa kerdtyt niytteet analysoi-
tiin hankkeessa kehitetylld ja validoidulla kemiallisella nestekromatografi-tandemmassaspektrometriselld
(LC-MS/MS) —menetelmailld. Naytteitd analysoitiin eri vuosina seuraavasti:

e 2010: kasvukausi+sadonkorjuu (ohra ja kaura)

e 2011: kasvukausi+sadonkorjuu (ohra) sekéd sadonkorjuu (kaura)
e 2012: kasvukausi+sadonkorjuu (ohra)

Jauhetut viljandytteet uutettiin 84 % asetonitriilillé ja uutteet suodatettiin. 5 ml suodosta haihdutettiin kui-
viin typelld ja liuotettiin nestekromatografiassa kiytettyyn ajoliuokseen. Menetelmilld madritettiin viisi
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Fusarium-homeiden (erit. F.langsethiae ja F.sporotrichioides) tuottamaa mykotoksiinia (neosolanioli
(NEO), diasetoksiskirpenoli (DAS), HT-2-toksiini (HT-2), T-2-toksiini (T-2) ja beauverisiini (BEA)).
Niistd NEO, DAS, HT-2 ja T-2 kuuluvat A-tyypin trikotekeeneihin ja BEA on nk. ionoforinen mykotok-
siini, jonka toksisuudesta ja pitoisuuksista on vield varsin vidhén tietoa. On kuitenkin huomattava, ettd Eu-
roopan Elintarviketurvallisuusviranomainen EFSA on parhaillaan arvioimassa ionoforisten hometoksii-
nien (mm. BEA) merkitysti elintarvikkeiden ja rehujen haitta-aineina.

Sadonkorjuun yhteydessa kerétyt niytteet analysoitiin myos toisella LC-MS/MS-menetelmailld, jolla voi-
daan madrittdd samanaikaisesti 31 mykotoksiinia (zearalenoni, deoksinivalenoli, diasetoksiskirpenoli, 3-
asetyylideoksinivalenoli, fusarenon-X, nivalenoli, T-2- ja HT-2-toksiini, neosolanioli, moniliformiini, be-
auverisiini, enniatiinit A, A1, B ja B1, fumonisiinit B1 ja B2, antibiootti Y, penisilliinihappo, ergonoviini,
ergokorniini, ergokristiini, ergokryptiini, ergotamiini, gliotoksiini, aflatoksiinit B1, B2, G1, G2, okratok-
siini A ja mykofenolihappo) (Kokkonen ja Jestoi, 2009). Analysoitaessa néytteet tilld laajemmalla mene-
telmélld voitiin arvioida my6s muiden kuin infektoinnissa kédytettyjen homeiden tuottamien mykotoksii-
nien méérai ja laatua ndytteissa eli nk. luontaisen kontaminaation aiheuttamaa mykotoksiiniprofiilia.

Yhteensd hankkeessa mééritettiin mykotoksiinit em. menetelmilld 636 kasvukauden aikaisesta ndytteestd
sekd 152 sadonkorjuun yhteydesséd kerdtystd viljandytteestd. Vuonna 2010 kasvukauden aikana kerdtyt
nidytteet eivit olleet identtisesti samoja kuin VTT:1l14 TRAC-analyyseihin kéytetyt nidytteet. Koska tulok-
sia vertaillessa todettiin suuri variaatio biologisessa materiaalissa, vuonna 2011 hometoksiinianalyysit
tehtiin tdsmélleen samoista néytteistd kuin TRAC-analyysit timén variaation pienentdmiseksi. Kaikki tes-
tatut viljalajikkeet oli jaettu neljddn osaan peltokokeissa tehdyn késittelyn perusteella, jotka olivat vertai-
lunéyte (kasitteleméton), fungisidilla ruiskutettu ndyte (torjunta), hometartutettu niyte (tartutus, ei torjun-
taa) sekd hometartutettu ja fungisidilla ruiskutettu niyte (tartutus, torjunta). Késittelyjen vaikutusta toksii-
nien tuotantoon ajan funktiona seurattiin kaikilla viljalajikkeilla.

2.2 Toksiinipitoisuuksien ennakointi ennustemallilla

Viljojen laatuseurannassa 2006 — 2012 kerétyille nédytteille haettiin hilasddtietokannasta 3 tunnin lAmpoti-
la ja suhteellinen kosteus. Sddtiedot tdsmaéttiin lajikkeiden kukinnan puolivilin ja korjuun péiviin. Lajike-
tiedoilla ja tdsmétylld viikottaisella keskilampdtilalla ja korkean kosteuden kestolla (RH > 80 %) sekd
nédytteiden toksiinipitoisuuksilla luotiin logistinen regressiomalli korkean DON-pitoisuuden tapahtuma-
riskistd. Mallin rakenne pohjautuu jyvid infektoivien Fusarium-homeiden tunnettuun epidemiologiaan.
Regressiomenetelmélld on mééritetty parametrien arvot sddn vaikutukselle. Mallia ajettiin 2012 ja 2013
10 x 10 km hilasdilla, jolloin tulos oli my6s 10x10 km hila. Ennuste sddkartat antavat yleiskuvan kasvu-
kauden ja paikan mukaisesta riskista.

2.3 Sadon mykotoksiinipitoisuuksien arviointi pikamenetelmilla

2.3.1 ELISA-kuoppalevytekniikka viljan T-2/HT-2 —toksiinien maarityksessa.

Aikaisemmin markkinoilla olleet ELISA-tekniikkaan perustuvat kuoppalevyanalyysit oli suunniteltu vain
T-2-toksiinin méérittimiseen, vaikka jotkut niistd lupasivat jonkinasteisen ristireaktion myos HT-2- tok-
siinille. Koska HT-2 -toksiinin pitoisuus on yleensd T-2- toksiinia korkeampi suomalaisessa viljassa, va-
littiin kokeiltavaksi Neogen Veratox T-2/HT-2 -testi, jolle valmistaja lupaa 100 % ristireaktion kummal-
lekin toksiinille. Luotettavalle pikamenetelmaille on entistd suurempi tarve, koska EU julkisti 27.3.2013
suositusraja-arvot T-2 ja HT-2 toksiinien summapitoisuudelle eri viljamatriiseissa.

Kitin kayttokelpoisuutta kauralla testattiin seuraavasti: Valittiin hankkeen satondytteistd 20 kaurandytetta,
joiden T-2/HT-2 pitoisuudet oli miaritetty aikaisemmin Eviran LC-MS/MS —referenssimenetelmailld ja ne
analysoitiin T-2/HT-2 —testilld elokuussa 2012. Testin suorittajat eivit tienneet edelté referenssimenetel-
maélld mitattuja pitoisuuksia. Jauhettu néyte uutettiin 70 % metanolilla magneettisekoituksessa 30 minuu-
tin ajan. Sakan annettiin laskeutua, tarvittava maird uutetta suodatettiin. Uute laimennettiin 1:1 vedella.
Standardit ja néytteet siirrettiin kuoppiin valmistajan ohjeen mukaan. Koska korkein kalibraatiostandardi
oli 250 pg/kg, nédytteitd jouduttiin laimentamaan mittaukseen. Uutteesta (1:1) valmistettiin 1:1, 1:3 ja 1:7
laimennoksia 70 % metanolilla. Testeihin kéytettiin saman valmistuserén kittejd ja testit suoritettiin neljé-

MTT RAPORTTI 153 17



nd perdkkdisend pidivind. Absorbanssit mitattiin 650 nanometrilld Tecan Infinite F200 -
kuoppalevylukijalla ja Magellan ohjelmalla. Kalibraatiosuorien korrelaatiot olivat hyviét tai erinomaiset.

2.3.2 NIR-menetelma toksiinimaarityksessa

Hankkeen tavoitteena oli valita pikamenetelmien laajasta kirjosta parhaimmat menetelmét viljaerien ho-
metoksiinipitoisuuksien mittaukseen sekd kayton ohjaukseen tilatasolla ja viljan vastaanotossa. NIR -
menetelmin kehitystyossi kiytettiin BUCHI NIRFlex N-500 -laitteistoa. Laitteiston aallonpituusalue on
4000 - 10000 cm™, joka vastaa 1000 - 2500 nm. NIR -laitteen DON -kalibraatioiden kehittimisessd kiy-
tettiin apuna Vilja-alan yhteistydryhmén (VYR) johtaman viljojen turvallisuusseurannan hometoksiiniai-
neistoa vuosilta 2011 - 2012, Viljandytteet mitattiin sekd jyvina ettd 1 mm:n seulalla jauhettuna. Mittauk-
set NIR:1l4 suoritettiin kahdella rinnakkaisniytteelld, jotka molemmat mitattiin kahteen kertaan. Tavoit-
teena oli kehittdd omat kalibraatiot kauralle ja muille viljoille. Kemiallisena referenssimenetelménd kay-
tettiin MTT:n akkreditoitua GC-MS -menetelméaa.

2.3.3 Homeisuuden maarittaminen kuvantamisella

Fusarium-sienten esiintymisti valmiissa ohrasadossa maéritettiin monialaiseen kuvantamiseen perustuvan
VideometerLab-laitteen avulla (Videometer A/S; Kuva 3). Laite hyodyntdd kuvauksessa 18 eri aallonpi-
tuutta 405 nanometrista 970 nanometriin (Mgller 2011). Kuvantamiseen perustuva osoittaminen on usein
nopeaa ja tulee laitteiden hintojen laskiessa koko ajan edullisemmaksi. VideometerLab-laitteita on jo kay-
tossd muutamassa mallastamossa Euroopassa. Téssd tutkimuksessa jokainen ndyte kuvattiin viisi kertaa
valmistajan tuottamalla ohranjyvien Fusarium-kontaminaatioalaa mittaavalla ohjelmalla mittausten va-
leissd jyvid sekoittaen. Standardeina mittausten yhteydessd kéytettiin Fusarium-pitoisuuksiltaan ennalta
tunnettuja ohranjyvaniytteitd. VideometerLab -laitteen kalibrointi toteutettiin yhdessa laitteen valmistajan
kanssa, ja tutkimuksen kuluessa osallistuttiin my0s laboratorioiden véliseen rengastestiin. Tdméan hank-
keen aikana myos muissa VT T:n tutkimuksissa arvioitiin VideometerLab-laitteen hyodynnettavyyttd oh-
ran Fusarium-kontaminaation osoittamiseen.

Kuva 3. Monialaiseen kuvantamiseen perustuva VideometerLab-laite.
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3 Tutkimustulokset

3.1 Saaolot tutkimusvuosina

Tutkimuksen kenttdkokeet tehtiin hyvin erilaisina kasvukausina. Kasvukausi 2010 kéynnistyi nopeasti
toukokuun puolivélin helteilld. Hellejaksoa seurasivat runsaat ukkossateet, jotka viivéstyttivit kylvdjen
loppuunsaattamista. Viiled kesidkuu oli suotuisa kasvulle, mutta juhannuksen jélkeen alkaneet helteet vai-

kuttivat kasvien kehitykseen. Vuonna 2011 kasvukausi alkoi suotuisasti ja kylvoaika oli normaali.

Kas-

vukauden séd oli ldmmin ja ajoittain hyvin kostea. Viljan tdhkilletulon aikaan sattui runsaita sateita ja
elokuun sateet lakouttivat rehevisti kasvanutta viljaa. Vuonna 2012 sdé oli selvisti viileimpi kuin edelli-
sind vuosina ja sateita oli runsaasti. Kasvustot kehittyivét hitaasti ja puintiaika siirtyi syyskuulle, lakoa ei
kuitenkaan esiintynyt sateista huolimatta. Kasvukausien sééolot seké kenttdkokeiden perustamis-, korjuu-

ja ndytteenottoajat on esitetty Kuvassa 4a-c.
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Kuvat 4a-c. Saaolot Jokioisilla ja kenttékokeiden kasvustojen kehitys 2010-2012.
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3.2 Fusarium-homeiden lajikirjo ja kvantitointi

3.2.1 Fusarium-homeiden lajikirjo viljelymenetelmalla

Vuos 2010

My®dhéinen kylvo ja heindkuun korkeat 1ampdtilat ja kuivuus haittasivat kasvua kenttdkokeessa. Kauran
jyvéakoko jii hyvin pieneksi . Ohranéytteissa erityisesti Saana-lajikkeella osa jyvistd surkastui ja sato jéi
heikoksi. Kasvukauden kuivuus ja korkeat lampétilat vaikuttivat my6s Fusarium-tartuntaan. Aikaisin ja
koko kauden ajan vallitseva Fusarium-laji kehittyvissd jyvissd oli F.poae, joka tartutti sekd ohraa ettd
kauraa luontaisesti. DON-tuottajia esiintyi kuivuuden vuoksi vihemmaén kuin normaalisti ja ne runsastui-
vat myohéén, vasta ldhelld korjuuta. T-2/HT-2 tuottajista F. langsethiae ei ollut missdén vaiheessa mer-
kittdvén runsas ja se viheni nopeasti.

Tartutetuilla ruuduilla F. sporotrichioides yleistyi nopeasti sekd kauralla ettd ohralla ja tartunta lisdéntyi
voimakkaasti. Se myo0s levisi luontaisesti jonkin verran muulle koealueelle. Lajikkeiden vililld ei ollut
suuria eroja F. culmorum ja F. graminearum-tartunnan runsaudessa, mutta tartunta oli yleisempad ohralla
kuin kauralla. T-2/HT-2 tuottajista F. langsethiae oli kehityksen alussa hieman yleisempi ohralla kuin
kauralla, mutta vaheni sitten nopeasti (Kuva 5a,b.). F. poae oli kauralla runsaampi kuin ohralla.

Lampimissd oloissa erityisesti F. culmorum lisdéntyi ja sitd esiintyi runsaasti sekd sdngessi ettd oljessa
(Kuva 6.). F. graminearum oli kasvustoissa harvinainen. Tautitorjunnalla ei ollut vaikutusta kauran oljen
tai sdngen Fusarium-tartuntaan.
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Kuva 5a-b. T-2/HT-2 tuottajista F. sporotrichioides yleistyi kuukauden kuluessa tahkalle tulosta. Osa havaitusta tar-
tunnasta kentén kasittelemattémilla alueilla saattoi olla kontaminaatiota muille osille tehdysta tartutuksesta. Kuvien
kauralajike Viviana, ohra NFC Tipple.
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DON-tuottajat oljessa ja singessd 2010
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Kuva 6. DON-tuottajia oli kesdn 2010 sadossa vahan, mutta runsaammin sangessa ja oljessa. lampimissa oloissa
erityisesti F. culmorum lisééantyi ja sita esiintyi runsaasti seka sangessa etté oljessa.

Fusarium sporotrichioides-tartunta sdilyi hyvin talven yli maan pinnalla sdilytetyssa oljessa (Kuva 7).
Parhaiten sdilyi F. culmorum, jota oli runsaasti seké oljessa ettd sdngessd, samoin F. avenaceum ja F. tri-
cinctum sdilyvét hyvin kasvinjatteessd. F. langsethiae-lajia oli hyvin niukasti vuoden 2010 kasvustoissa ja

sitd ei tavattu lainkaan sdngesta eiké oljesta syksylld. Lajista saatiin kuitenkin yksi havainto talven yli sii-
lytetyistd olkindytteista.
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Kuva 7: Toksiinintuottajien sdilyminen kauran ja ohran oljessa maan pinnalla

Vuos 2011

Kylvot orastuivat hyvin ja kasvustot olivat tiheitd. Peittaus ei vaikuttanut F. langsethiae-tartuntaan, jota esiin-
tyi jonkin verran kauran oraissa, vihemmaén ohralla (kuva 8b.). Muihin lajeihin, joita oli viahemmaén, silld oli
jonkin verran vaikutusta. Peittaamattomassa kylvosiemenessa havaittiin vain vahén F. langsethiae- ja F. cul-
morumttartuntaa (Kuva 8a.), joten oraiden tartunta voi olla 18ht6isin myds lohkon esikasvin jatteista.
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Kuva 8a, b. Kenttdkokeessa vuonna 2011 kaytetyn kylvésiemenen Fusarium-tartunta ja kesékuussa havaittu tartunta

peittaamattomalla ja peitatulla siemenelld kylvetyn kasvuston oraissa.

Kasvustojen tartutus F. sporotrichioides-sienelld seka torjuntakasittely tehtiin melko l&mpiméssé ja hyvin
kosteassa sddsséd. Tartutus onnistui hyvin seké kauralla ettd ohralla. Heti tdhkélle tulon jélkeen kerétyissa
naytteissd oli yleisesti F. langsethiae-tartuntaa, aluksi kauralla (kuva 9 a.), mutta my6hemmin my6s oh-
ralla (Kuva 9 b.). Torjuntakésittely ei vaikuttanut F. langsethiae-tartunnan méardan kauralla tai ohralla,
mutta sen sijaan vahensi selvasti F. sporotrichioides-tartuntaa. Lakoa esiintyi ohrassa heindkuun lopulta
lahtien. DON-tuottajia esiintyi syksylld 2011 oljessa ja séngessd vihemmén kuin kuivan kesén 2010 jal-

keen (Kuva 10).
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Kuvat 9. F. langsethiae-tartunta kehittyi kauralla nopeasti, ohralla kehitys oli hitaampaa. F. sporotrichioides lisdantyi
vasta heindkuun lopulla kauralla, ohralla se ei yleistynyt tartuttamattomilla alueilla selvésti. Torjunnalla ei ollut vaiku-

tusta luontaiseen F. sporotrichioides- tai F. langsethiae-tartuntaan. Kuvien kauralajike Viviana, ohra NFC Tipple.
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Kuva 10: DON-tuottajat kauran ja ohran oljessa ja sangessa syksylla 2011.
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F. culmorum ja F. sporotrichioides sdilyivit olkijdtteessd parhaiten talven 2011-2012 ajan (Kuva 11).
Samoin F. avenaceum ja F. tricinctum talvehtivat hyvin kasvinjatteessa.

Toksiinintuottajat oljessa 2011-12
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Kuva 11. Toksiinintuottajien sailyminen talven yli kauran ja ohran oljessa.
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Vuosi 2012

Kylvot orastuivat hyvin ja kasvustot olivat tiheitd. Kylvosiemenessd esiintyi Fusarium-tartuntaa erityises-
ti Belinda- ja Tipple-lajikkeilla (Kuva 12a.). Peittaus ei vaikuttanut F. langsethiae-tartuntaan, jota esiintyi
jonkin verran oraissa. Muihin lajeihin silld oli jonkin verran vaikutusta (Kuva 12b.). Peittaamattomassa
kylvosiemenessd havaittiin vain vdhdn F. langsethiae-, F. culmorum- ja F. sporotrichioides-tartuntaa, jo-
ten oraiden tartunta on todennédkdisimmin 1dhtdisin lohkon esikasvin jétteista.
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Kuva 12a, b. Kenttdkokeessa vuonna 2012 kaytetyn kylvdsiemenen Fusarium-tartunta ja kesdkuussa havaittu tartun-
ta peittaamattomalla ja peitatulla siemenella kylvetyn kasvuston oraissa.
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Heti tdhkélle tulon jdlkeen kerdtyissé ndytteissd oli selvasti F. langsethiae-tartuntaa, runsaammin kauralla
kuin ohralla (Kuva 13). Torjuntakasittely ei vaikuttanut F. langsethiae-tartunnan mééréén kauralla tai oh-
ralla. Oletuksista poiketen F. culmorum ja F. graminearum eivit runsastuneet kosteissa oloissa, niitd
esiintyi runsaammin vasta kauralla elokuussa. Méaarét jaivat kuitenkin silloinkin alhaisiksi, eikd torjunta-
kasittelylld ollut kaikkiaan lajeihin vaikutusta. My0s oljessa ja sdngessi lajeja oli niukemmin kuin 18m-
piminé vuosina (Kuva 14). Talven yli séilytetyssé oljessa toksiinintuottajia havaittiin selvésti vihemmén
kuin edellisind vuosina. Jo syksyllé niitd oli véhén ja kevéélla DON-tuottajia havaittiin erittdin niukasti
(Kuva 15).
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Kuva 13 (a, b). Fusarium langsethiae oli jyvan kehityksen alkuvaiheissa runsas kauralla ja sita tavattiin viela sados-
sakin. F. sporotrichioides runsastui vasta elokuussa. Kuvien kauralajike Viviana, ohra NFC Tipple.
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DON -tuottajat oljessa ja s&dngesséa 2012
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Kuva 14. Viiledna ja kosteana kesana oljessa ja sdngessa oli vihemman DON-tuottajia kuin aikaisempina vuosina.

Kuitenkin F. graminearum oli suhteellisesti yleisempi kuin aikaisemmin.
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Kuva 15. Talven 2012-13 jélkeen oljessa oli vahan toksiinintuottajia, runsaimpina F. sporotrichioides.

Yhteenveto kenttakokeista

Kenttdkokeiden kaksi ensimmaéistd vuotta olivat hyvin ldmpimid, mutta kosteusoloiltaan erilaisia. Tdma
vaikutti sienilajistoon ja sen kehitykseen, ja kasvuston kehityksen eri vaikeissa havaittu lajisto oli lajisuh-
teiltaan erilainen eri vuosina. Kesélld 2010 keskikesén kuivissa oloissa F. poae oli vallitseva laji ja aikai-
semmista kokemuksista poiketen F. langsethiae ei ollut yleinen. Nopeasti kasvavat F. culmorum ja F.
graminearum eivit pystyneet runsastumaan kuivissa oloissa. Merkille pantavaa on F. equiseti-lajin runsa-
us sadossa. F. langsethiae oli runsas sekd 2011 ettd 2012 erityisesti kauralla jo aikaisessa vaiheessa. Peit-
taus ei vaikuttanut oraissa havaittuun tartuntaan.

Peittaus ei vaikuttanut F. langsethiae-lajin esiintymiseen oraissa, mutta vihensi F. culmorum-tartuntaa.
Edellisen vuoden kasvustojatteistd tuli oraisiin jo aikaisessa vaiheessa Fusarium-tartuntaa. Erityisesti F.
sporotrichioides havaittiin jo kuukauden kuluttua kylvostd. Myds F. langsethiae oli oraissa yleisempi
kuin kylvosiemenessd. Peittauksella tai torjunnalla ei ollut vaikutusta tihkyl6iden tai jyvien Fusarium-
tartuntaan yhtendkddn vuonna. Torjuntakésittely kylld vdhensi Fusarium-kontaminaatiota keinotekoisesti
F. sporotrichioides- tartutetuissa kasvustoissa. Torjunta ei vaikuttanut F. langsethiae — lajin yleisyyteen
kehittyvissd jyvissa tai sadossa eikd F. culmorum-tartuntaan sadossa. Se kuitenkin vdhensi F. avenaceum-
lajin yleisyytté tutkituissa tdhkyloissd kasvukaudella.
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F. culmorum oli yleinen erityisesti kauran oljessa ja sdngessi ja se sekd F. sporotrichioides siilyvit hyvin
seuraavaan vuoteen. Vuoden 2011 kentté oli eri lohkolla, joten tartunta ei siirtynyt sithen. Kuitenkin siir-
tyminen nékyi vuoden 2011 kentén jdlkeen jadneesséd kasvinjétteessd, joka tartutti vuonna 2012 oraita sa-
malla alueella. Kasvinjétteessd F. graminearum runsastui suhteessa F. culmorum-lajiin viiledna kesana,
mutta talven yli tartuntaa sdilyi niukasti. F. sporotrichioides-tartutus onnistui hyvin kaikkina vuosina,
myo0s 2010 huolimatta valittdmasti tartutuksen jélkeen alkaneesta voimakkaasta sateesta.

3.2.2 Fusarium-sienten maara ohrassa reaaliaikaisella PCR-menetelmalla maaritettyna

Reaaliaikaisen PCR-menetelmén avulla pédstiin ensimmadistd Kertaa kvantitoimaan Fusarium-sienten
midrdd monimuotoisessa mikrobiyhteisossd, missd 14snd on myds useita muita sieniryhmid. Homeiden
osoittamista viljandytteistd on haitannut kvantitatiivisen ja selektiivisen mairitysmenetelmin puuttumi-
nen. Perinteiset viljelymenetelmét ovat pddasiassa perustuneet menetelméén, jossa lasketaan Fusarium-
sienilld kontaminoituneiden jyvien lukumaéra. Se ei kuitenkaan anna kuvaa Fusarium-sienten biomassan
kokonaisméaristd ndytteessd. Lisdksi helposti levidvat homelajit hiiritsevit viljelypohjaisissa menetel-
missé ja voivat antaa vééria positiivisia tuloksia.

Fusarium-DNA osuus koko ndytteen DNA-pitoisuudesta oli < 1 % (Taulukko 5)

Taulukko 5. Fusarium DNA:n osuus ( %) koko DNA-maarasta puiduissa ohranaytteissa. VV = vertailu, VT = vertailu-
nayte + torjuntakasittely, IV = F. sporotrichioides infektio, IT F. sporotrichioides infektio+ torjunta

2010 2011 2012
Vertailu NFC Tipple VV 0,02 0,03 0,14
Saana VV 0,5 0,01 -
Scarlett VV 0,1 0,01 -
NFC Tipple VT 0,3 0,04 -
Saana VT 0,3 0,06 -
Scarlett VT 0,2 0,02 -
Infektoitu NFC Tipple IV 0,4 0,09 0,99
Saana IV 0,2 0,06 -
Scarlett IV 0,3 0,05 -
NFC Tipple IT 0,2 0,05 -
Saana IT 0,2 0,05 -
Scarlett IT 0,2 0,03 -

Fusarium-sienten mééra valmiissa sadossa vaihteli suuresti vuosina 2010-2012 (Liite 1; Kuvat 16-17).
Vuonna 2010 Fusarium-sienid oli kaikissa tutkituissa lajikkeissa huomattavasti enemmaén verrattuna vuo-
teen 2011. Torjuntakésittely ei vaikuttanut puidun sadon Fusarium-DNA kokonaisméérdédn vertailundyt-
teissd. Puiduista ohrandytteistd médritettiin jopa suurempia Fusarium-DNA-pitoisuuksia torjuntakésitte-
lyn jalkeen kuin késittelemattomista vertailunaytteistd (Taulukko 5). F. sporotrichioides-infektion jilkeen
Fusarium-DNA-maérit olivat infektoiduissa néytteissd yleisesti ottaen noin 2—6 kertaa suurempia kuin
vertailundytteisséd vuosina 2010 ja 2011. Vuoden 2010 ja 2011 sddolosuhteet eivit suosineet Fusarium-
sienten kasvua. Erityisesti kesdn 2011 ndytteissd Fusarium-tasot olivat noin 5 kertaa alhaisempia vertai-
lundytteissd kesdn 2010 niytteisiin verrattuna. Kesd 2012 oli huomattavasti suotuisampi Fusarium-
kasvulle seké luontaisille Fusariumesienille etté lisdtyn F. sporotrichioides kasvulle.
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Fusarium-DNA puiduissa ohrandytteissd satovuosina 2010-2012
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Kuva 16. Fusarium-DNA puiduissa vertailuohranaytteissa satovuosina 2010-2012 reaaliaikaisella PCR-menetelmalla
maaritettyna.
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Kuva 17. Fusarium-DNA puiduissa F. sporotrichioides-homeella infektoiduissa ohranaytteissa satovuosina
2010-2012 reaaliaikaisella PCR-menetelmalla maaritettyna.

Fusariumesienten maaraa kvantitointiin reaaliaikaisella PCR-menetelmén avulla myds kasvukauden aika-
na. Vuonna 2010 Fusarium-sienten biomassan maérd nousi selvisti 10—15 péivin pédstd tdhkille tulosta
(Kuvat 18). Vuonna 2011 biomassa mééra ldhti nousuun selvisti vasta 20 pdivén jalkeen, ja maérdt olivat
kokonaisuudessaan pienempid. Kuvasta 19 néhdéén, ettd torjunnalla ei ollut merkittivaa vaikutusta Fusa-
rium DNA:n maérddn vertailuohrassa kasvukauden aikana. Torjunnan vaikutus kasvukaudella kuitenkin
nékyi F. sporotrichioides-homeella saastutetuissa ndytteissd pienempind Fusarium DNA:n kvantitointitu-
loksina (Kuva 18a ja b).

Tédma tutkimus osoitti suuren biologisen vaihtelun Fusarium-kontaminaatiotasoissa saman koekentén eri

rinnakkaisten nédytelohkojen valilld. Kasvukauden lopussa (38d tdhkalle tulon jalkeen) rinnakkaisten ndy-
telohkojen viélinen ero Fusarium DNA-méérissé oli jopa 2—3 kertainen.
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2012 tehtiin peltokoe ainoastaan Tipple lajikkeelle (Kuva 21). Kenttdkokeesta otettiin néytteet viljelyihin
ja DNA-maérityksia varten. TRAC néytteitd ei kerdtty vuoden 2012 kenttdkokeesta. Kuten kuvasta 19
havaitaan, niin kesdn 2012 kasvuolosuhteet olivat erittdin suotuisat lisdtyn F. sporotrichoides sienen kas-

vulle.
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Kuva 18. Fusarium sp. DNA vertailuohrissa (n=3) kasvukaudella (a.) ja F. sporotrichioides sienella tartutetuissa (b.)
naytteissa 2010. VV = vertailu, ei torjuntakasittely, VT = vertailunayte, torjuntakasittely, IV = F. sporotrichioides tartu-
tus, ei torjuntaa, IT = F. sporotrichoides tartutus, torjuntakasittely
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Kuva 19. Fusarium sp. DNA vertailuohrissa (n
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3) kasvukaudella 2011.

Kuva 20. Fusarium sp. DNA F. sporotrichioides-homeella tartutetussa ohrassa (n
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Kuva 21. Fusarium sp. DNA vertailuohrassa ja F. sporotrichioides-homeella tartutetussa Tipple ohrassa (n=3) kasvu-
kaudella 2012.

3.2.3 Mykotoksiinien muodostuminen viljaan kasvukaudella

Fusarium-aktiivisuuden ja toksiinien tuoton seuraaminen transkriptiopr ofilointimenetel-
malla (TRAC)

Téssa projektissa Fusarium-sienten aktiivisuuden ja toksiinien tuoton kdynnistymisté tutkittiin VT T:n ke-
hittimélldi TRAC-menetelmélld. Menetelmén avulla  seurattiin  18hetti-RNA:mn  eli  ldhetti-
ribonukleiinihapon tasoja. Léhetti-RNA tasojen perusteella voidaan ennakoida, miti eldvé solu on seuraa-
vaksi tekemaéssa.

RNA-tutkimuksen suurin haaste on, ettd 1dhetti-RNA on erittdin epistabiili ja herkisti hajoava yhdiste.
Siksi RNA néytteiden otto ja RNA-eristys ovat transkriptioprofiloinnin kriittisimmét vaiheet.
SAFECEREAL-projektissa pystytettiin niytteenottosysteemi peltondytteiden TRAC-analyysejd varten.
Tahkanaytteet kerittiin pellolta ja toimitettiin mahdollisimman nopeasti suoraan nestetyppeen ja sen jil-
keen siilytettiin -80°C (Kuva 20). Tdma oli ensimmadinen kerta, kun seké ohra- ettd kauranaytteitd kerét-
tiin viljojen kasvukaudelta transkriptioprofilointia varten. Tutkimus osoitti, ettd kenttdkokeiden nayt-
teidenotto onnistui. Tahkéndytteistd eristetty RNA oli laadultaan hyvéé ja RNA-saanto oli erinomainen.
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Kuva 22. Kenttanaytteiden keruu RNA-eristyksia varten.

TRAC-menetelmd perustuu spesifisiin koettimiin, jotka hybridisoituvat analysoitavan RNA:n kanssa.
Koetin on nukleiinihappoketju, joka on pyritty suunnittelemaan in silico niin, ettd se sitoutuu vain halut-
tuun ldhetti-RNA-molekyyliin. Koettimeen on liitetty fluoresoiva leima. Leimoja voi olla erilaisia. Lisak-
si menetelméssi kdytettdvit koettimet ovat keskenéén eripituisia, jolloin ne voidaan erotella fluoresenssin
ja koon perustella toisistaan kapillaarielektroforeesilla (Rautio et al. 2006). Koettimien suunnittelu ja tes-
taus on raportoitu MMM VILJATRAC (Haittamikrobien ja niiden tuottamien toksiinien varhainen osoit-
taminen rehuissa ja viljoissa uudella transkriptioprofilointimenetelmaélld) projektin loppuraportissa (Dnro
4775/501/2005).

Kesédn 2010 koesarjoissa kiytettiin VILJATRAC-projektin alukkeita (tilattu 2008). Kesdn 2011 kokeita
varten jouduttiin tilaamaan uudet koettimet. Koettimissa oli sama sekvenssi, mutta niissi kéytettiin uusia
kirkkaampia leimoja. Uudet koettimet olivat herkempid. Ne antoivat korkeampaa signaalia, mutta myos
lisésivédt taustan “taustakohinan” tasoa. Uudet koettimet antoivat noin 2—4x korkeampaa signaalia, joten
2010 ja 2011 tulosten lukuarvot eivit ole suoraan vertailtavissa keskenéddn. [lmenemisprofiilit ovat kui-
tenkin vertailtavissa, silld 2011 tulokset ovat ainoastaan korkeammalla signaalitasolla johtuen herkemmis-
td koettimista.

Tassd projektissa varmistettiin VILJATRAC-projektissa suunniteltujen ylldpitogeeneille suunnattujen
(EFA, ACS ja UBC) alukkeiden Fusarium-spesifisyys vertaamalla koettimien sekvenssejd geenipankista
16ytyviin homeiden ja hiivojen sekvensseihin (Taulukko 4). TRAC koettimien suunnitellussa alun perin
kaytettiin F. graminearum genomia. Vertailutulosten mukaan ylldpitogeenien koettimia voidaan pitda Fu-
sarium-spesifisind. Samankaltaisuus muiden relevanttien hiiva ja homeryhmien kanssa oli selkedsti alle
85%, paitsi Pyrenophora —homeen elongaatiofaktorigeenin alue oli 89% samankaltainen Fusarium-
sienten kanssa. Sekin oli kuitenkin selkedsti erotettavissa muista Fusarium-sienisti. Jos sekvenssien sa-
mankaltaisuudessa on yli 15% ero, niin koetin ei todennékdisesti sitoudu ja signaali on heikko. Suunnitel-
tu UBC koetin voi jopa olla F. graminearum spesifinen.
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Taulukko 6. Fusarium yllapitogeenien spesifisyys (FASTA linjaus). Sekvenssien samankaltaisuus ( %) muiden rele-
vanttien hiivojen ja homeiden kanssa.

Sienilaji EFA1 ACS uBC
F. graminearum 100 100 100
F. oxysporum 97 90 77
F. verticilloides 95 94 77
Aspergillus flavus 78 84 74
Saccharomyces cerevisiae 78 77 74
Cryptococcus neoformans 81 77 74
Rhizopus oligosporus 78 84 77
Pyrenophora tritici 89 87 77
Penicillium chrysogenum 84 84 77

Fusarium-sienten ldhetti-RNA signaalin maérittiminen viljasta on haastavaa. Viljamatriisi sisdltdd run-
saasti kuollutta solukkoa ja vain véhin eldvid soluja. Liséksi suurin osa RNA:sta on perdisin kasvista.
Noin 95-98 % totaali-RNAsta oli perdisin ohrasta. Mikrobiperdisen RNA:n osuus oli vain noin 2-5 %.
Tdmd RNA-kokonaisuus sisdltdd Fusarium-sienten lisdksi muiden homeiden, hiivojen ja bakteerien
RNA:n. Uudella transkriptioprofilointimenetelmillda sekd VILJATRAC- ettd SAFECEREAL -
projekteissa suunniteltujen spesifisten Fusarium-koettimien avulla pédstiin kuitenkin ensimmaéistd kertaa
médrittdimdin Fusarium-sienten toimintaa monimuotoisessa ekosysteemissd, vaikka Fusarium-sienten pe-
riméaineksen osuus (DNA) oli vain <1 % koko ohrandytteen perimaaineksesta.

Téama tutkimus osoitti, ettd kaikki Fusarium-koettimet toimivat kenttdkoendytteille. Kaikki geenit ilmeni-
vit ohran kasvukaudella ja koettimien avulla saatiin signaalit. Rinnakkaisten lohkojen vililla oli valtavan
suuret erot ilmenemisprofiileissa ja my6s Fusarium-DNA tasoissa ja mykotoksiiipitoisuuksissa. Tutkimus
osoitti, ettd ohramatriisin tausta antoi signaalia. Fusarium-koettimien antaman signaalin pitdd ylittda kaksi
kertaa taustan signaali, jotta voidaan varmuudella todeta, ettd signaali on perdisin Fusarium-sienista.

Tril2 oli varhain ilmeneva geeni, havaittavissa jo 3—7d tdhkille tulon jélkeen. Tril2 koodaa ionipump-
pua, jota tarvitaan trikotekeeni-toksiinien uloskuljetukseen solusta. TrilO ja Trill geenien ilmeneminen
havaittiin 10 pdivan jdlkeen. Tril4 ja Tri7 geenit ilmenivét konstitutiivisesti kolmen viikon jalkeen (21d)
vuoden 2011 kenttdkokeessa. Vuoden 2011 kenttikokeessa Tri3 ja Tri5 geenien ilmeneminen ei erottunut
“taustakohinasta”. Tri5 geenin signaalissa oli voimakas tausta. Télle geenille olisi my0s vaihtoehtoinen
sekvessi, jolle koetin voitaisiin suunnitella.

Tassé tutkimuksessa RNA néytteet otettiin noin viikon vilein. Geenien ilmentymisté ajatellen nidytteenot-
tofrekvessi oli harva. Tiedetdin, ettd useiden geenien ilmeneminen on nopeaa. Lihetti RNA-tasot voivat
vaihdella suuresti eri pdivind tai jopa tuntitasolla. Seké hiivoilla ettd homeilla on osoitettu seké olosuhtei-
den muutosten ettd solusyklin vaiheen vaikuttavan voimakkaasti useiden geenien ilmentymiseen alle yh-
dessé tunnissa. Ilmentymistasot myos palaavat yhtd nopeasti alkuperdiselle tasolle olosuhteiden palautu-
essa muutosta edeltaville tasolle (Rautio ym. 2006, Rautio ym. 2007). Esimerkiksi Tri6 ja Tri10 geenien
ilmentymisaika on lyhyt. Tdméi osaltaan voi selittdd isoa vaihtelua joka havaittiin tissd tutkimuksessa. Li-
siksi peltolohkojen séétilan seuranta dataloggereiden avulla osoitti, ettd lohkokohtaiset olosuhteet voivat
vaihdella voimakkaasti yhden vuorokauden aikana. Esimerkiksi ldmpdtilat voivat vaihdella merkittavasti.
Esimerkiksi suurimman ja alhaisimman lampétilan vililld oli jopa 15-20 asteen ero saman vuorokauden
aikana. Lisdksi peltolohkon sisdisessd “mikroilmastossa” kosteusolosuhteissa oli suuria vaihteluita jopa
vuorokauden sisélld. Tami ldmpotilan ja kosteuden voimakas oskillointi todennékoisesti vaikuttaa myds
homeiden geenien ilmentymiseen ja aineenvaihduntaan.

Fusariumraktiivisuuden kehittymisen kannalta mielenkiintoinen ajanjakso sijoittuu 10—14 péivaa tédhkalle
tulon jélkeen sekd kasvukauden loppupuolella 1-2 viikkoa ennen puintia (Kuva 23). Elongaatiofaktori 1-
alpha (EFA1A) liittyy proteiinisynteesiin ribosomeissa ja sen ilmeneminen voimistui koko kasvukauden
ajan. Tamén geenin ilmeneminen kuvasi parhaiten Fusariumesienten aktiivisuuden muutoksia ohran kas-
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vukauden aikana. Sen ilmeneminen oli voimakasta kahden kolmen viikon kuluttua tdhkélle tulon jilkeen
seka kasvukauden lopussa.

Kasvukauden olosuhteet vuosina 2010 ja 2011 olivat keskenddn hyvin erilaiset. Erot oli havaittavissa
myo0s Fusarium-sienten kasvussa ja aktiivisuudessa. Useimmat tri-geenit ilmenivat voimakkaasti 2010
kenttdkokeessa jo 14 vuorokauden tdhkélle tulos jdlkeen. Vuoden 2011 olosuhteissa Fusarium-aktivaatio
havaittiin selkedsti mydhemmin, vasta kolmen viikon kuluttua tdhkélle tulosta (Kuva 23).

Esimerkkind ohran aktiivisuuden kehittymisestd mitattiin lipoksygenaasigeenin (LOX) ilmenemisté.
TRAC-menetelmédn etuna oli, ettd samaan koetinsettiin voidaan liittdd seki viljan ettd mikrobien aktiivi-
suuden méadrittdmiseen suunniteltuja koettimia, jolloin samasta nédytteestd voidaan samanaikaisesti maarit-
tdd useamman organismin toimintaa.

Kesid 2010 kenttidkokeessa infektoidut nédytteet poikkesivat selvisti vertailunéytteistd. Kesdn 2011 kokees-
sa sekd vertailundytteiden ettd infektoitujen nédytteiden aktiivisuudet eivit poikenneet toisistaan (Kuvat 23
ja24).

Kesén 2011 kokeessa signaalitasot (FLU-arvot) ovat noin 4x suuremmat kesdn 2010 TRAC-tuloksiin ver-
rattuna, johtuen herkemmista koettimista (Kuvat 23 ja 24).
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Kuva 23. Ohran ja Fusarium aktiivisuuden kehittyminen kasvukaudella 2010 (a) ja 2011 (b). Ohran aktiivisuus mitattu
LOX geenin ilmenemisena ja Fusarium-aktiivisuus elongaatiofaktorin EFA1A ilmenemisena. Tulokset laskettu 3 ohra-
lajikkeen ja 3 rinnakkaisen lohko keskiarvona (n=9). Fusarium-ilmentymisarvot normalisoitu olettaen, etta ilmentymi-
nen 0d pisteessé on taustakohinaa.
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Projektin yhtend tavoitteena oli etsid varhaisia biomarkkereita, jotka ennakoisivat haittayhdisteiden syn-
teesin kdynnistymistéd eri kasvuvaiheissa. Fusarium-aktiivisuuden kehittymisessa havaittiin yhtaldisyyksia
kasvukausien 2010 ja 2011 vililld. Ionipumppua koodaava Tril2 geenin (tarvitaan toksiinien kuljettami-
seen ulos solusta) aktivaatio havaittiin molempina vuosina ensimmaéisend, selkedsti ennen elongaatiofak-
torin ilmenemistd (Kuva 24).

Vaikka kesélld 2011 oli epasuotuisat olosuhteet T2/HT2 -tuottajien kasvulle ja Fusarium-maérat selkedsti
alhaisempia kuin 2010 kenttidkokeessa, silti Fusarium-aktiivisuutta oli selkeésti havaittavissa koko kasvu-
kauden ajan. Esimerkiksi 2010 kenttikokeessa Tril2 geenin ilmenemisessi oli selked piikki kahden vii-
kon tdhkalle tulon jilkeen. Vuoden 2011 kokeessa Tril2 geenin ilmeneminen voimistui kasvukauden lop-
pua kohti. Vuoden 2011 kokeissa mitattiin suurempia HT2/T2 -pitoisuuksia kasvukauden aikana otetuissa
naytteissi (Taulukko 7).
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Kuva24. Elongaatiofaktorin (EFA1A) ja Tri 12 geenin ilmentyminen (ionipumppu) kesdn 2010 (a) ja 2011 (b) kentta-
naytteissa. Tulokset ovat kolmen ohralajikkeen ja kolmen rinnakkaisen lohkon keskiarvo (n=9). Kontrolli = luontaisesti
saastunut vertailunayte, infektoitu = F. sporotrichioides kannalla saastutettu.
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Taulukko 7.

T2/HT2-summa ohranaytteissa vuosina 2010-2012.

T2/HT2-summa (pg/kg)
Vertailuohra Vertailu + torjunta Infektoitu ohra Infektointi+ torjunta
Vuosi Paiva ka min | max | +| ka min max |+ ka min max | + | ka min | max | +
2010 4 0 0 0 0| 16 0 122 |2| 15 135 |1 8 0 45 |2
(n=9) 11 12 0 29 6| 19 0 51 |6| 25 73 6| 26 0 0 |7
18 19 0 60 | 5| 161 0 1340 (6| 163 610 | 9| 54 0 150 |7
39 53 0 215 (8| 25 0 85 7| 188 0 1080 | 8 | 48 7 234 | 9
sato 37 0 185 | 8 | 130 20 590 |9 281 25 770 | 9| 159 22 380 |9
2011 0 21 0 108 (2| 23 0 80 |5 9 0 52 2| 28 0 115 | 4
(n=9) 7 156 0 278 | 8| 178 70 470 (9| 280 58 610 9| 204 39 420 |9
10 180 0 670 |8 | 173 28 306 |9 217 96 510 | 9| 242 60 800 |9
14 95 9 370 [ 9| 163 45 680 |9| 240 53 490 |9 | 87 32 198 |9
21 132 17 350 (9| 174 25 430 |9 372 17 840 | 9| 116 | 49 195 |9
28 92 17 460 | 9 | 283 17 1310 (9| 295 35 740 | 9| 152 17 430 |9
35 208 17 960 (9| 88 42 211 |9| 279 37 1240 | 9 | 130 47 379 |9
sato 41 83 9| 63 28 111 |9| 103 49 198 | 9| 56 9 93 |9
2012 11.7 0 0 0 0 0 0
25.7 47 12 96 1490 | 1310 | 1600
8.8 29 0 97 6925 | 6200 | 8200
sato 16 0 31 2465 1800 3190

+ = T2/HT2-positiivisten naytteiden maara.

Tril2 ilmeneminen voisi olla kiinnostava biomarkkeri. Se ilmenee varhaisessa vaiheessa. Kuvaan 25 on
valittu peltolohkoparit (kesd 2011), jossa toisessa on mitattu selkedsti enemmén HT2/T2 -toksiineja kas-
vukauden lopussa, 35d vuorokauden kohdalla. Hypoteesina oli, ettd Tril2 pitdisi ndkyd aiemmin tai il-
mentyd voimakkaammin tapauksissa, joissa toksiinia tuottuu enemmaén. Naytteissd, joissa mykotoksiinia
muodostunut enemmaén, niin Tril2 geenin ilmeneminen havaittiin joko aiemmin tai korkeammassa tasos-
sa (Kuva 25).

Kuva 25 kuvastaa my0s rinnakkaisten peltolohkojen vilistd valtavaa vaihtelua. Kyseessd on saman nayt-
teen rinnakkaiset lohkot. Johtopditosten tekeminen tillaisesta aineistosta on haastavaa. 2011 oli ainoa
koesarja, jossa TRAC ja toksiinit mairitetty samasta ndytteestd. Kesdn 2012 kenttékokeesta ei ole keritty
TRAC niytteiti.
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Kuva 25. Tri12 geenin ilmeneminen Saana ja Scarlett ohrien kesan 2011 kenttakokeessa. Koepareiksi valittiin lohkot,

joissa toisessa havaittu voimakkaampi toksiinituotanto. Kuvaanmerkitty laatikoihin HT2/T2 summa kasvukauden lo-
pussa (35d tahkalle tulon jalkeen)

3.2.4 Mykotoksiinien monimuotoisuuden ja maaran kehitys kemiallisilla monijaamamene-
telmilla

Hometoksiinit kaurassa

Vuonna 2010 kaikkia mééritettyja toksiineja (NEO, DAS, HT-2, T-2, BEA) havaittiin kaurassa kaikilla
testatuilla viljalajikkeilla (Belinda, Julius, Viviana). NEO- ja DAS-toksiineja havaittiin 1dhinné alle méé-
ritysrajojen olevissa pitoisuuksissa. T-2-toksiinia ja BEA:a havaittiin yksittdisissd vertailundytteissa (ka-
sittelematon) jo kasvukauden ensimmaisen aikapisteen (4d) kohdalla, mutta niiden méérét olivat pienid.

Suurimmat yksittdiset HT-2- ja T-2-toksiinien pitoisuudet kauran vertailundytteisséd (késitteleméton) oli-
vat Belinda- ja Julius-lajikkeiden kasvustondytteissd (Taulukko 8.).

Taulukko 8. Kauran suurimmat HT-2- ja T-2-pitoisuudet vertailunaytteissa (kasittelematén) vuonna 2010.

lajike kasittely aikapiste Nayte HT-2 (ppb) T-2 (ppb) YHT-2/T-2
Belinda kasittelematon 39d 1 130 150 280
Belinda kéasitteleméaton 39d 3 250 85 335

Julius kéasitteleméaton 18d 3 33 410 443
Julius kasittelematon 39d 3 120 84 204
Viviana kasittelematon 39d 2 60 52 112

Eniten HT-2-toksiinia muodostui Julius-lajikkeella hometartutetuissa satondytteissd (tartutus, ei torjun-
taa), joissa pitoisuus oli suurimmillaan 700 ppb (Kuva 26.a). Kuvasta voidaan havaita my0s rinnakkaisten
ndytteiden vélinen variaatio, silld kerrannaisten pitoisuudet vaihtelevat 430—700 ppb:n valilla.
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T-2-toksiinia mitattiin eniten hometartutetussa ja fungisidilla ruiskutetussa kasvustonéytteessd (tartutus,
torjunta, 18 d) Julius-lajikkeella, mutta my0s ndiden rinnakkaisten nédytteiden vélilld variaatio oli suuri
(55-930 ppb) (Kuva 26.b).
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Kuva 26. Kauran suurimmat a) HT-2- ja b) T-2-pitoisuudet Julius-lajikkeella vuonna 2010.

Vuonna 2011 kauran satondytteistd havaittiin kaikkia maééritettyjd toksiineja (NEO, DAS, HT-2, T-2,
BEA) kaikilla testatuilla viljalajikkeilla (Belinda, Julius, Viviana). NEO-, DAS- ja BEA-toksiineja ha-
vaittiin 14hinna alle mééritysrajojen olevissa pitoisuuksissa. Suurin havaittu HT-2+T-2-toksiinipitoisuus
kauran vertailundytteissd (640 ppb) oli Belindalla (Taulukko 9.), jolla havaittiin myds suurin HT-2-
toksiinipitoisuus (520 ppb). Suurin T-2-toksiinipitoisuus havaittiin Vivianalla (230 ppb). Vuoden 2010
vertailusatondytteessd suurin HT-2+T-2-toksiinipitoisuus oli 119 ppb (Belinda).

Taulukko 9. Kaurasadon suurimmat HT-2- ja T-2-pitoisuudet vertailundytteissa (kasitteleméatén) vuonna 2011.

lajike kasittely Nayte HT-2 (ppb) T-2 (ppb) HT-2+T-2 Suhde
(ppb) (HT2/T2)
Belinda kasittelematon 2 520 120 640 4.3
Julius kasitteleméaton 1 240 69 309 35
Viviana kasittelematon 1 300 230 530 1.3
Viviana kasitteleméaton 3 370 210 580 1.8
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Eniten HT-2-toksiinia muodostui Belinda-lajikkeella (980 ppb) fungisidilla késitellyssa naytteessd ja T-2-
toksiinia Viviana-lajikkeella (330 ppb) “tartutettu, ei torjuntaa” —ndytteessd (Kuva 27). Yksittdisen ndyt-
teen suurin HT2+T2-pitoisuus oli 1210 ppb (Viviana; tartutus, ei torjuntaa) (Taulukkol0.).

Taulukko 10. Kaurasadon suurimmat HT-2- ja T-2-pitoisuudet vuonna 2011.

lajike kasittely Nayte HT-2 (ppb) T-2 (ppb) HT-2+T-2 (ppb) Suhde
(HT2/T2)
Belinda torjunta 3 980 140 1120 7.0
Julius tartutus, ei torjuntaa 3 570 180 750 3.2
Viviana tartutus, ei torjuntaa 2 880 330 1210 2.7
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Kuva 27. Kauran satonaytteiden a) HT-2- ja b) T-2-toksiinipitoisuudet vuonna 2011.

Kauran satondytteet vuosilta 2010 ja 2011 analysoitiin my0s toisella monijaddméamenetelméllé ja em. tok-
siinien liséksi ndytteissd havaittiin deoksinivalenolia, moniliformiinia ja antibiootti Y:td alle mééritysrajo-
jen (< LOQ). Suurin havaittu enniatiinin (B1) pitoisuus oli 130 ppb. Enniatiineja (A+A1+B+B1) kysei-
sessd ndytteessd mitattiin yhteensd 290 ppb (Belinda v. 2011; tartutus, ei torjuntaa).
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Hometoksiinit ohrassa

Vuonna 2010 kaikkia mééritettyjd toksiineja (NEO, DAS, HT-2, T-2, BEA) havaittiin myds ohralla kai-
killa testatuilla viljalajikkeilla (Saana, Scarlett, Tipple), mutta NEO- ja DAS-pitoisuudet olivat pddasiassa
alle médritysrajojen olevissa pitoisuuksissa. Toksiineja havaittiin ohran vertailundytteissa (kisitteleméton)

toisen aikapisteen (11 d) kohdalla (Taulukko 11.).

Taulukko 11. Ohralajikkeiden toksiinipitoisuudet kasvustonaytteessa (11 d) vuonna 2010.

lajike kasittely Nayte NEO (ppb) | DAS (ppb) HT-2 (ppb) T-2 (ppb) | BEA (ppb)
Saana kasitteleméaton 1 <47 <3 12 15 <55

2 8.2 6.8 9.2 <6.8 26

3 <47 <3 11 <6.8 <55
Scarlett késitteleméaton 1 8.2 10 0 <55

2 0 <3 0 <55

3 6.9 6.4 <6.6 11 18
Tipple kasitteleméatdn 1 <47 <3 <6.8 <55

2 <47 <3 14 15 0

3 <47 <3 <6.6 17 0

HT-2- ja T-2-toksiinien pitoisuudet ohran vertailundytteissa (kasitteleméaton) olivat padsdéntoisesti pie-
nemmait kuin kauralla. Suurimmat HT-2- ja T-2-toksiinipitoisuudet olivat Tipple-lajikkeen kasvustondyt-

teessd (39 d) (Taulukko 12.).

Taulukko 12. Ohran suurimmat HT-2- ja T-2-toksiinien pitoisuudet vertailunaytteissa (kasittelematon) vuonna 2010.

Lajike Kasittely Aikapiste Nayte HT-2(ppb) T-2(ppb= YHT-2/T-2
Saana kéasitteleméaton 18d 2 21 39 60
Saana kasittelematon 39d 3 45 8 53
Scarlett kasittelematon 39d 3 81 34 115
Tipple kasittelematon 39d 1 150 65 215

Eniten HT-2-toksiinia (680 ppb) muodostui Tipple-lajikkeella hometartutetussa kasvustondytteessé (tartu-
tus, ei torjuntaa, 39 d) (Kuva 28 a). Myos T-2-toksiinia havaittiin eniten Tipple-lajikkeella (800 ppb) fun-
gisidilla ruiskutetussa kasvustonéytteessa (torjunta, 18 d) (Kuva 28 b).

40

MTT RAPORTTI 153




a) 800
—~ 700
o
v
o 600
=2
@ 500 skasvusto 4d
= skasvusto 11d
‘g 400 «kasvusto 18d
o 300 sKasvusto 39d
=sato
200
100 [ [
: kasittelematén torjunta  tartutus, tartutus,
ei torjuntaa torjunta
b) 900
800
2 700
Ie)
=2 600
@ skasvusto 4d
> 500 skasvusto 11d
S 400 »kasvusto 18d
o skasvusto 39d
300 ssato
200
100 I ]
o |
kasitteleméaton torjunta  tartutus, tartutus,
\ ei torjuntaa torjunta /

Kuva 28. Ohran suurimmat pitoisuudet a) HT-2- ja b) T-2-toksiinilla Tipple-lajikkeella.

Myo0s ohralla oli suurta vaihtelua rinnakkaisten néytteiden vélisissd toksiinipitoisuuksissa. Esimerkiksi
Saana-lajikkeen kolmen rinnakkaisen satonéytteen (tartutus, ei torjuntaa) HT-2-toksiinipitoisuudet vaihte-
livat vililla 80—440 ppb (Kuva 29.).
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Kuva 29. HT-2-toksiinin muodostuminen Saana-lajikkeessa.
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BEA-toksiinin kvantitoitavia pitoisuuksia ohralla muodostui aikapisteen (11d) kohdalla. Suurimmat mita-
tut pitoisuudet olivat padsddntoisesti alle 300 ppb.

Vuonna 2011 kaikkia mééritettyjd toksiineja (NEO, DAS, HT-2, T-2, BEA) havaittiin myds ohralla kai-
killa tutkituilla viljalajikkeilla (Saana, Scarlett, Tipple). NEO-, DAS- ja BEA-toksiinipitoisuudet olivat
kuitenkin pddasiassa alle médritysrajojen olevissa pitoisuuksissa.

HT-2- ja T-2-toksiineja havaittiin Saana-lajikkeen vertailundytteissd (késitteleméton) heti ensimméisen
aikapisteen (0 d) kohdalla, mutta muilla lajikkeilla vasta toisessa aikapisteessd (7d). Vertailundytteissd
NEO- ja DAS-toksiineja havaittiin kaikilla lajikkeilla toisessa aikapisteessé (7d) ja BEA-toksiinia havait-
tiin kolmannessa aikapisteessd (10d). Suurin HT-2- ja T-2-toksiinien seki edelleen Y HT-2+T-2-pitoisuus
vertailunéytteessd oli Scarlett-lajikkeen 35d-kasvustondytteessd (960 ppb) (Taulukko 13.). Myds vuonna
2011 rinnakkaisten vélilld oli suurta variaatiota (Kuva 30.).

Taulukko 13. Ohran suurimmat HT-2- ja T-2-toksiinien pitoisuudet vertailunéytteissa (kasitteleméton) vuonna 2011.

lajike kasittely aikapiste nayte HT-2 (ppb) T-2 HT-2+T-2 Suhde
(ppb) (ppb) (HT2/T2)
Saana kasitteleméaton 35d 3 290 250 540 1.2
Scarlett kasittelematon 35d 3 460 500 960 0.9
Tipple kasittelematdn 10d 2 360 310 670 1.2
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Kuva 30. HT-2- ja T-2-toksiinin pitoisuudet vertailunaytteissa Scarlett-lajikkeella vuonna 2011.

Eniten HT-2-toksiinia muodostui Saana-lajikkeella (10 d; 630 ppb; tartutus, torjunta) ja T-2-toksiinia
Tipple-lajikkeella (28 d; 840 ppb; torjunta). Yksittdisen ndytteen suurin HT-2+T-2-pitoisuus oli 1310 ppb
(Tipple, 28 d, torjunta) (Taulukko 14.). Tipple-lajikkeen HT2- ja T-2 —pitoisuudet on esitetty kuvassa 31.
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Taulukko 14. Ohran suurimmat HT-2- ja T-2-toksiinien pitoisuudet vuonna 2011.

lajike kasittely aikapiste | nayte HT-2 T-2 (ppb) HT-2+T-2 Suhde
(ppb) (ppb) (HT2/T2)
Saana tartutus, torjunta 10d 1 630 170 800 3.7
Saana | tartutus, ei torjuntaa 35d 3 430 810 1240 0.5
Scarlett kasittelematon 35d 3 460 500 960 0.9
Tipple torjunta 28d 3 470 840 1310 0.6
900
800
700
= m kasvusto 0d
i‘; 600 mkasvusto 7d
= I
% 500 mkasvusto 10d
3 mkasvusto 14d
(2]
° 400 mkasvusto 21d
& 300 z »kasvusto 28d
kasvusto 35d
200 sato
100 I I
0 - x
HT2 T2
N £

Kuva 31. HT-2- ja T-2-toksiinin pitoisuudet vertailunaytteissa Tipple-lajikkeella vuonna 2011.

Vuonna 2012 tutkituista toksiineista BEA- ja DAS-toksiineja ei havaittu tutkitulla Tipple-lajikkeella.
Vain T-2 -toksiinia havaittiin alle mééritysrajan ensimmaisen aikapisteen kohdalla. HT-2-toksiinia havait-
tiin vasta toisen aikapisteen kohdalla. Suurin pitoisuus HT-2-toksiinia havaittiin aikapisteessd 14d (78
ppb; 25.7.12) ja suurin pitoisuus T-2 -toksiinia aikapisteessd 28d (19 ppb; 8.8.12). Eniten HT-2 -toksiinia
(6000 ppb) vuonna 2012 muodostui hometartutettuun kasvustondytteeseen (8.8.12). Myds suurin pitoi-
suus T-2 -toksiinia havaittiin samassa niytteessa.

Ohran satondytteet analysoitiin kaikkina satovuosina myds toisella monijddméamenetelmaillé ja em. toksii-
nien lisdksi ndytteissd havaittiin 3-asetyylideoksinivalenolia ja antibiootti Y:td alle miéritysrajojen. Suu-
rin havaittu deoksinivalenolin pitoisuus vuonna 2011 oli 93 ppb (Scarlett, kisittelemitdn) ja enniatiinin
(B1) pitoisuus 920 ppb (Tipple, tartutus, torjunta). Enniatiineja (A+A1+B+B1) kyseisesséd nédytteessid mi-
tattiin yhteensé 1700 ppb.

Fungisidikasittelyn vaikutus T-2 ja HT-2 —toksiinien muodostumiseen

KAURA: Vuonna 2010 hometartutettujen (tartutus, ei torjuntaa) satondytteiden ja hometartutettujen seka
fungisidilld ruiskutettujen (tartutus, torjunta) satondytteiden valilld havaittiin vahéisid eroja T-2- ja HT-2-
toksiinipitoisuuksissa (Taulukko 15.). Yksittdisistd lajikkeista Juliuksella havaittiin suurin HT-2+T-2-
pitoisuusero “tartutus, ei torjuntaa” -ndytteiden ja “tartutus, torjunta” -ndytteiden vililld (820 ppb/480
ppb). Erot lajikkeiden vélilld olivat kuitenkin pienet.

Vuonna 2011 hometartutettujen (tartutus, ei torjuntaa) satondytteiden ja hometartutettujen seka fungisidil-
14 ruiskutettujen (tartutus, torjunta) satondytteiden valilld havaittiin jonkin verran eroja T-2- ja HT-2- tok-
siinipitoisuuksissa (Taulukko 16.). Lajikkeista Vivianalla havaittiin suurin HT-2+T-2-pitoisuusero “tartu-
tus, ei torjuntaa” -ndytteiden ja tartutus, torjunta” -ndytteiden vélilld (727 ppb/382 ppb). Yksittéisista la-
jikkeista Belindalla fungisidikasittely ei juuri tuonut eroa toksiinipitoisuuksiin.
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Taulukko 15. Fungisidi-ruiskutuksen vaikutus T-2- ja HT-2- toksiinin muodostumiseen kauran satonaytteissa vuonna
2010.

lajike kasittely HT-2 (ppb) T-2 (ppb) YHT-2+T-2 (ppb)

Belinda tartutus, ei torjuntaa 417 160 577
Belinda tartutus, torjunta 487 173 660

erotus -70 -13 -83
Julius tartutus, ei torjuntaa 567 253 820
Julius tartutus, torjunta 343 137 480

erotus 224 116 340
Viviana tartutus, ei torjuntaa 343 229 572
Viviana tartutus, torjunta 514 233 747

erotus -171 -4 -175

Taulukko 16. Fungisidi-ruiskutuksen vaikutus T-2- ja HT-2- toksiinin muodostumiseen kauran satonaytteissa vuonna
2011.

lajike kasittely HT-2 (ppb) T-2 (ppb) HT-2+T-2 (ppb) | Suhde (HT2/T2)

Belinda tartutus, ei torjuntaa 543 163 706 3.3

Belinda | tartutus, torjunta 527 147 674 3.6
erotus 16 16 32

Julius tartutus, ei torjuntaa 513 187 700 2.7

Julius tartutus, torjunta 287 116 403 2.5
erotus 226 71 297

Viviana tartutus, ei torjuntaa 530 197 727 2.7

Viviana tartutus, torjunta 263 119 382 2.2
erotus 267 78 345

OHRA: Vuonna 2010 ohralla fungisidikésittely vaikutti eniten Saana- ja Scarlett-lajikkeiden HT-2- ja T-
2-toksiinipitoisuuksiin. Saanalla “tartutus, ei torjuntaa” -ndytteiden HT-2+T-2-toksiinien keskiarvon
summa oli 356 ppb ja “tartutus, torjunta” -ndytteilld 152 ppb (Taulukko 17). Samantyyppinen trendi ha-
vaittiin Scarlett-lajikkeella. Pienempi toksiinipitoisuusero havaittiin Tipple-lajikkeen niytteilld (148
ppb/192 ppb). Kun tuloksia verrattiin kauran vastaaviin ndytteisiin, ohralla HT-2- ja T-2-toksiinien pitoi-
suudet olivat pienemmat (Taulukko 17 ja 18).

Vuonna 2011 hometartutettujen (tartutus, ei torjuntaa) ndytteiden ja hometartutettujen sekd homeentorjun-
ta-aineella ruiskutettujen (tartutus, torjunta) néytteiden vélilld havaittiin suurempia eroja T-2- ja HT-2-
toksiinipitoisuuksissa kasvustondytteissd ohrasatondytteisiin verrattuna (Taulukko 18 ja 19). Lajikkeista
Tipplelld havaittiin suurin HT-2+T-2-pitoisuusero “tartutus, ei torjuntaa” -kasvustondytteiden ja “tartutus,
torjunta” -kasvustondytteiden vélilld (429 ppb/88 ppb) aikapisteessd 21d.

Taulukko 17. Fungisidi-ruiskutuksen vaikutus T-2- ja HT-2- toksiinin muodostumiseen ohran satonaytteissa vuonna 2010.

lajike kasittely HT-2 (ppb) T-2 (ppb) HT-2+T-2 (ppb)

Saana tartutus, ei torjuntaa 233 123 356
Saana tartutus, torjunta 126 25 152

erotus 107 98 204
Scarlett tartutus, ei torjuntaa 251 87 337
Scarlett tartutus, torjunta 107 28 135

erotus 144 59 202
Tipple tartutus, ei torjuntaa 94 54 148
Tipple tartutus, torjunta 115 77 192

erotus -21 -23 -44
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Taulukko 18. Fungisidi-ruiskutuksen vaikutus T-2- ja HT-2- toksiinin muodostumiseen ohran kasvustonaytteissa (suu-
rimmat pitoisuuserot) vuonna 2011.

lajike kasittely Aik(a(;))iste HT-2 (ppb) | T-2 (ppb) | HT-2 +T-2 (ppb) | Suhde (HT2/T2)

Saana | tartutus, ei torjuntaa 14 161 59 219 2.7

Saana tartutus, torjunta 14 39 8 47 4.9
erotus 122 51 172

Scarlett | tartutus, ei torjuntaa 14 143 59 202 2.4

Scarlett | tartutus, torjunta 14 59 18 77 3.3
erotus 84 41 125

Tipple tartutus, ei torjuntaa 21 289 141 429 2.0

Tipple tartutus, torjunta 21 72 16 88 45
erotus 217 125 341

Taulukko 19. Fungisidi-ruiskutuksen vaikutus T-2- ja HT-2- toksiinin muodostumiseen ohran satonéytteissa vuonna 2011.

lajike kasittely HT-2 (ppb) T-2 (ppb) HT-2+T-2 (ppb) | Suhde (HT2/T2)

Saana tartutus, ei torjuntaa 62 5 67 12.4

Saana tartutus, torjunta 59 8 67 7.4
erotus 3 -3 0

Scarlett | tartutus, ei torjuntaa 50 4 54 125

Scarlett | tartutus, torjunta 26 2 28 13.0
erotus 24 2 26

Tipple tartutus, ei torjuntaa 160 20 180 8.0

Tipple tartutus, torjunta 61 7 68 8.7
erotus 99 13 112

HT-2- ja T-2 —toksiinien muutokset kasvukauden aikana (ohra)

Saana-ohrassa havaittiin HT-2 ja T-2 —toksiineja jo ensimmaisessd kasvukauden aikaisessa ndytepisteessi
molempina tutkimusvuosina (2010: 4d, 2011: 0d). Scarlett- ja Tipple —lajikkeissa toksiineja havaittiin
vasta myohemmin (2010: 11d, 2011: 7d). Vuonna 2010 HT-2 —toksiinin méérd Saana-lajikkeessa kasvoi
koko kasvukauden ajan, kun taas T-2 —toksiinin pitoisuuksissa havaittiin suurta vaihtelua. Kuten odotet-
tua, tartutetuissa ndytteissd oli poikkeuksetta suuremmat pitoisuudet HT-2 — ja T-2 —toksiineja. Suurim-
mat pitoisuudet havaittiin yleensd sadonkorjuun hetkelld, poikkeuksena Scarlett-lajike, jossa HT-2 —
pitoisuus laski aikapisteiden 18d ja 39d vililld (Kuva 32).

Vuonna 2010 HT-2/T-2 —toksiinien suhde muuttui Saana-lajikkeella kasvukauden aikana 0,1:std 2,7:84n.
Scarlett ja Tipple —lajikkeilla suhdemuutos oli 0-3.5 ja 0—1.7. (Kuva 33a.). Vuonna 2011 toksiinien suhde
muuttui Saanalla 2.5-4.9, Scarletilla 0—4.4 ja Tipplelld 0-3.5 (Kuva 33b). Vuonna 2010 toksiinipitoisuu-
det olivat, kuten odotettua, suuremmat infektoiduissa niytteissd, mutta vuonna 2011 ero ei ollut néin sel-
ked. Vuonna 2010 suurin HT2+T-2 pitoisuus oli Tipplessd (1080 pg/kg) ja vuonna 2011 Saanassa (1240
png/kg). Kontrollindytteissd suurimmat HT2+T2-pitoisuudet olivat vuonna 2010 Tipplessa (215 pg/kg) ja
vuonna 2011 Scarlettissa (960 pg/kg).
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Kuva 32. HT-2 — ja T-2 —toksiinien keskimaaraiset pitoisuudet ohranaytteissa kasvukauden aikana Scarlett-
lajikkeessa v. 2010.
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551\1/? (35’3) Keskimaaraiset HT2/T2-suhteet infektoiduissa naytteissa kasvukauden aikana vuonna 2010 (a) ja vuonna
F. langsethiaen on todettu olevan yksi ensimmdisistd viljassa esiintyvistd Fusarium-lajeista heti kukinnan
jélkeen ja se on saattanut tuottaa HT-2- ja T-2 —toksiineja jo ennen infektointia, mika selittdad positiiviset
toksiinihavainnot jo ensimmaisissé aikapisteissd. Vuonna 2010 T-2 —toksiinia muodostui aluksi nopeam-
min kuin HT-2 —toksiinia, mutta Saana- ja Scarlett-lajikkeilla HT2/T2-suhde kasvoi kasvukauden edetes-
séd. Tipple-lajikkeella HT-2 —pitoisuus oli suurempi kuin T-2-pitoisuus koko kasvukauden ajan. On esitet-
ty, ettd home itse voisi metaboloida T-2 —toksiinia HT-2 —toksiiniksi. Vuonna 2011 HT2/T2-suhteet vaih-
telivat enemmaén kuin vuonna 2010, miké johtunee useammasta havainnoidusta aikapisteesté.

3.3 Toksiinipitoisuuksien ennakointi ennustemallilla

Deoksivalenolin esiintymisen riskimallia laskettiin kahdesti kesédn aikana vuosina 2012 ja 2013. Vuonna
2012 DON-ennuste ei toiminut hyvin elokuun alussa ja lopussa. Syini olivat ilmeisesti kasvustojen epita-
sainen kehitys, mutta myds puutteellinen havaintoaineisto. Vuoden 2012 korkeat DON-pitoisuudet toivat
paljon uutta dataa ennusteen tekoon ja vuosina 2006 — 2012 kerétyn toksiinidatan tarkempi liittdminen
sddtietoihin vuoden 2013 ennustetta varten mahdollisti osuvamman ennusteen. Ensimmaéinen laskenta
elokuun alussa ei vield osoittanut merkittdvid riskejd, mutta elokuun puolivilin jilkeen riskitasot olivat
selviésti nousseet. Ennusteen pohjana olevaa havaintoaineistoa voidaan hyddyntié tarkemmin, kun vuotta

2006 edeltdvén ajan hilamuotoinen sédtieto on kéytettdvissd ja havaintoaineiston peltojen sijaintia on tar-
kennettu.
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Kuvassa 34 esitetddn ennustetulos syyskuun alussa 2013. Kuva 35 niyttdd alueet, joilla yli 80 % suhteelli-
sen kosteuden kesto on keskimdirin suurin viljan kukinnan aikaan ja sitd seuraavana parina viikkona.
Kosteimpia alueita tdhén aikaan ovat korkeat alueet Pohjanmaalla ja Keski-Suomessa. Kuivimpia ovat
Eteld-Suomi ja Itd-Suomen jirvialue. Toksiiniseurannan analyysi osoittaa, ettd kaytettdvissd olevista hi-
lamuotoisista sddmuuttujista parhaiten DON-riskid ennustaa yli 80 % kosteuden kesto, ja korkeimmat
toksiinipitoisuudet ovat yleisimpié kuvan kosteilla alueilla.

Pitkdaikaisten seurantahavaintojen mukaan T-2 ja HT-2-toksiineja tuottavat Fusarium-homeet, joita ha-
vaitaan korjatussa sadossa, reagoivat selvisti positiivisesti [dmpdtilaan ja negatiivisesti kosteuden kestoon
kukinnasta korjuuseen. Yhteys séédn ja T-2 ja HT-2-toksiinien vélilld on kuitenkin heikompi kuin DON-
toksiinin kohdalla, joten T-2- ja HT-2-toksiineja on ainakin toistaiseksi vaikea ennustaa sditiedon avulla.

Kaura keskimyohéinen lajike = 90 - 100
H 70 -90
H50-70
25-50
10-25
0-10

Kuva34. Esimerkki alueellisen ennusteen tuloksesta. Myéhainen kaura 2013. Korkean DON-pitoisuuden (>400 ppb)
riski %. Kuvat vasemmalta oikealle: kylvdaika 7 vrk alueen 2013 normaalia kylvdaikaa aikaisempi, normaali ja 7 vrk
normaalia mydhaisempi kylvéaika.
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Kuva 35. Kosteus sdilyy kauemmin heindkuussa viljan kukinnan ja sita seuraavan parin viikon aikaan Pohjanmaalla
ja Keski-Suomessa.

DON-ennusteen tarkkuutta voidaan parantaa lohkokohtaisesti ja tehdd se kayttokelpoisemmaksi viljeli-
joille, jos huomioidaan viljelykierto, lajike ja tarkat kylvo- ja korjuuajat, jotka kdytdnnossa tdytyisi ottaa
viljelysuunnitelmaohjelmasta. T-2- ja HT-2-toksiinien ndenniisesti heikompi vaste séiélle voi osittain joh-
tua suuremmasta viljelymenetelmien vaikutuksesta. Ndiden parempi tunteminen voi mahdollistaa toksii-
niriskin paikallisen ennustamisen.

3.4 Pikamenetelmien kayttokelpoisuus sadon laadunmaarityksessa

3.4.1 Pikatestit mykotoksiinien maarityksessa

Hankkeessa testattiin pikatestin kédyttokelpoisuutta viljandytteiden T-2/HT-2 —pitoisuuden analysoimisek-
si: onko testi helppokéyttdinen, esiintyyko matriisihdiriotd, mittaako se yhdisteiden summapitoisuutta ja
onko kalibraatioalue riittdvd. Ensimmadiset analysoitavat ndytteet olivat vehnd-,ohra- ja kauraniytteitad
vuoden 2010 Turvallisuustietoseurannan naytteistd. Tuloksia verrattiin MTT:n GC-MS referenssimene-
telmélld mitattuihin pitoisuuksiin (Taulukko 20). Testi toimi vehnéniytteilld, kun T-2 ja HT-2 summapi-
toisuus oli alle 100 pg/kg. Todettiin myds, ettd kauralle ja ohralle kannattaa tehdd matriisikalibraatiot;
ndytteeseen, jossa ei esiintynyt T-2/HT-2 —toksiinia, tehtiin standardilisdykset 25 — 250 pg/kg (ppb), jot-
ka vastasivat kitin omaa kalibraatiota. Ohralla matriisihdirid oli selked, mutta kauralla voitiin kayttaa
myos kitin omaa kalibraatiota.

Neogen Veratox T-2/HT-2 —testi ndyttdisi toimivan hyvin, kun analysoidaan kitin kalibraatioalueella (25—
250 ng/kg) olevia pitoisuuksia (kulmakerroin 1,2261) kauran satondytteistd (Kuva 36). Joissakin tapauk-
sessa uutteen laimentaminen néytti kasvattavan pitoisuutta. Kannattaa huomioida, etti kitin valmistaja ei
ollut ohjeistanut uutteen laimentamista, jos korkein kalibraatiotaso ylittyy. Laimentamiseen olisi ehka
kannattanut kayttdd T-2/HT-2 vapaata ndyteuutetta 70 % metanolin sijaan. Toisaalta olisi kannattanut
valmistaa kaikki kolme laimennosta niistd ndyteuutteista, joissa laimentaminen katsottiin tarpeelliseksi.
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Taulukko 20. Ruskealla pohjalla referenssimenetelmalld ja vihrealla ELISA-menetelmalla mitatut summapitoisuudet.

Viereisissa sarakkeissa on alkuperdisen uutteen ja laimennosten mittaustulokset

EviraT2/HT2 MTTT2/HT2 Veratox:T2/HT2 1:1 laim. 1:3 laim.  1:7 laim.
MTT Evira Evira LC-MS ELISA MTT MTT MTT MTT
LIMS lajike HT2 (ppb) T2 (ppb) ppb ppb ppb ppb ppb ppb
2012-235-1 Belinda 89 30 119 146 146
2012-235-2 Viviana <13 <15 14 21 21
2012-235-3 Vivana 45 21 66 49 49
2012-235-4 Vivana 15 <15 23 39 39
2012-235-5 Belinda 300 110 410 303 314 303
2012-235-6 Viviana 160 80 240 234 237 231
2012-235-7 Viviana 280 97 377 243 247 240
2012-235-8 Belinda 430 140 570 338 374 338
2012-235-9 Vivana 93 88 181 127 127
2012-235-10 Belinda 520 120 640 838 770 838
2012-235-11 Belinda 450 130 580 966 1003 966
2012-235-12 Julius 240 69 309 391 447 391
2012-235-13 Julius 210 67 277 421 411 421
2012-235-14 Julius 190 64 254 307 304 307
2012-235-15 Vivana 300 230 530 625 464 625
2012-235-16 Viviana 290 75 365 417 355 417
2012-235-17 Vivana 370 210 580 553 443 553
2012-235-18 Belinda 500 140 640 598 608 1035 598
2012-235-19 Belinda 620 190 810 1109 569 1109
2012-235-20 Belinda 980 140 1120 1371 712 1371
MTT Referenssimateriaali: Multitoxin maize 640 (GC-MS) 1036 896 1098 1203 1036
2011-280-5 Belinda 30 (GC-MS) 39 39

Neogen Veratox T-2/HT-2 on kéyttokelpoinen vehnéniytteille sellaisenaan, mutta ohranéytteisté luotetta-
vammat tulokset saadaan matriisikalibraatiolla. Kitti soveltuu huonosti prosessoimattoman kauran ana-
lysointiin, mutta suoraan ihmisravinnoksi tarkoitetun kauran analysoimiseen sitd voidaan kayttdd. Veratox
Neogen T-2/HT-2 testi ei sovellu viljan kasvustondytteille tai satondytteille, jossa tuleentumattoman vil-

jan osuus on suuri.

T-2/HT-2 ELISA vs. LC-MS/MS
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Kuva 36. T-2/HT-2 tulokset verrattuna LC-MS-MS tuloksiin
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Hankkeen satonéytteiden lisdksi analysoitiin viisi kauran kasvustonédytettd. ELISA-menetelmilld mitatut
tulokset olivat yli kaksi kertaa suuremmat kuin mitd MTT:n GC-MS menetelméillé oli mitattu. T-2 ja HT-
2 toksiinien takaisinsaanto kaurasta on yleensd vahintdidn 80 % luokkaa, joten ero ei selity silld. Kasvus-
tondytteet ovat satondytteitd vihreimmat, mika aiheuttaa ongelmia GC-MS analytiikassa ja tuloksena on
pikemminkin todellista korkeampi kuin alhaisempi pitoisuus. ELISA-testin kaurauutteet olivat satondyt-
teiden uutteita sameammat, joka saattoi védristdd tuloksia. Viime vuosina on lisdksi keskusteltu ns. kétke-
tyistd mykotoksiineista (masked mykotoxin). On mahdollista, ettd kasvukauden aikana T-2 ja HT-2 tok-
siinit esiintyvét konjugoituneina muotoina, joita GC-MS tai LC-MS menetelmiin ei ole siséllytetty, mut-
ta reagoivat ELISA testin vasta-aineeseen kuten konjugoimattomat analyytit.

Tassd hankkeessa ei testattu DON:n analysoimiseen tarkoitettuja kuoppalevy- tai liuskatestianalyyseja.
Naitd on tutkittu aikaisemmin Raision tutkimussdition rahoittaman Lajittelu- ja kuorinta —hankkeen yh-
teydessd. Vuonna 2012 viljateollisuus ja —kauppa ottivat kdyttoon DON:n mééarittdmiseksi r-BioPharmin
Rida Quick Scan —liuskatestin. Viljelijit epdilivit menetelmélld mitattujen kaurandytteiden DON-
pitoisuuksia, joten MTT teki yhteisty6td menetelmén toimivuuden ja luotettavuuden osoittamiseksi Turun
ammattikorkeakoulun kanssa. Marion Rauvolan analysoimat néytteet otettiin vuoden 2012 viljojen turval-
lisuustietoseurannan aineistosta, referenssimenetelména kaytettiin MTT:n GC-MS-mentelmaa.

3.4.2 NIR-tekniikka

NIR -kalibraatioihin kdytettdvan aineiston heikkoutena oli DON -pitoisuuksien painottuminen kauralla 96
%:sti ja muilla viljoilla 90 %:sti elintarvikeraja-arvojen alapuolelle. Lisdksi 68 % aineiston DON -
pitoisuuksista olivat alle 500 ug/kg. Jatkossa tavoitteena on laajentaa kalibraatioaineistoa pitoisuusalueel-
le 1000 - 3000 pg/kg riittdvdn kalibraatioalueen kattamiseksi ja kalibiraatioiden testaamiseksi. Liséai-
neistoa ei voida keinotekoisesti tuottaa esim. sekoittamalla kahta eri pitoisuusalueen niytettd keskendén,
koska tdlld tavoin homogeenisen néytteen saaminen on vaikeaa lisdten my0s mittausepdvarmuutta entises-
tddan. NIR -mittausten keskihajonta oli nelinkertainen kemialliseen referenssiméairitykseen verrattuna. Té-
hénastisten tulosten perusteella NIR -menetelmén kehitysty6td on tarkoituksenmukaista jatkaa, ja tavoit-
teena on ldhitulevaisuudessa saada kdyttoon nopea viljojen hometoksiinien skreenausmenetelmé kokojy-
ville.

3.4.3 Fusarium-sienten osoittaminen monialaiseen kuvantamiseen perustuvalla Videome-
terLab-laitteella

Téssd tutkimuksessa selvitettiin myds kuvantamisen mahdollisuuksia Fusarium-sienten osoittamisessa.
Videometer A/S on kehittinyt monialaiseen kuvantamiseen perustuvan laitteen, jonka tavoitteena oli mi-
tata Fusarium-kontaminaation tasoa ohranjyvissd. Tama tutkimus osoitti, ettei menetelma ole vield valmis
ja ettei laite pystynyt erottamaan keinotekoisesti Fusarium-saastutettuja naytteitd vertailuniytteistd (kuva
37). Saadut tulokset eivdt my0Oskddn korreloineet viljelymenetelmélld tai reaaliaikaisella PCR-
menetelmalld saatujen Fusarium-tulosten kanssa (kuva 38). Tutkimus osoitti, ettd eri ohralajikkeella saat-
taa olla vaikutus tulokseen. Esimerkiksi Saana-ohrissa Videometer-laitteella saadut Fusarium-
kontaminaatiotulokset olivat kaikki alhaisempia kuin Tipple- ja Scarlett-lajikkeilla. Eri ohralajikkeiden
pigmentti- ja muiden ominaisuuksien eroja ei sovelluksen kehittdmisvaiheessa valttdméttd ole huomioitu.
Valmistaja on optimoinut menetelmén péédosin keskieurooppalaisilla ohrandytteilld. Fusarium-sienten la-
jien esiintyvyyksissd on kuitenkin suuria maantieteellisié eroja (Parry ym. 1995, Starkey ym. 2007). Li-
séksi eri lajit ovat pigmentiltiddn erilaisia ja niiden toimintaa voi olla haastavaa havaita kuvantamisen
avulla.
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Kuva 37. Fusarium-sienten maard puiduissa ohranaytteissa vuonna 2010 VideometerLab-laitteella maaritettyna.
(VV= vertailuohra, VT= torjuttu vertailuohra, 1V= F. sporotrichioides-homeella tartutettu ohra, IT= F. sporotrichioides-
homeella tartutettu ja torjuttu ohra)

/’
o VideometerLab vs. Reaaliaikainen PCR
< 9
z
0o g .
X
g 7
2 6 . .
(2]
S
< *
pd
(@] 4 L4 N @
% 3 » . .
* &
5 2 S e s ‘.S’ *
o L 4
g e "
LL 0 T T T Y. ‘ \. 1
0 10 20 30 40 50 60
Videometer (pinta-ala %)
e

Kuva 38. Fusarium-sienten maara puiduissa ohranaytteissa (sato 2010) VideometerLab-laitteella ja reaaliaikaisella
PCR-menetelmalla maéritettyna.

Laitevalmistaja (Videometer A/S) on kerdnnyt informaatiota eri kéyttdjien projekteista. He ovat paivitta-
neet Fusariumesienten osoittamiseen suunniteltua sovellustaan. Heiddn mukaansa vanha sovellus osoitti
ndytteistd punapigmentoivia Fusarium-lajeja. Yhtio huomasi, ettd tietyt pinnan muutokset jyvissd (esi-
merkiksi kosteus jyvin pinnalla) saattoivat johtaa viiriin positiivisiin tuloksiin. SAFECEREAL-projektin
mittaukset suoritettiin vield vanhalla sovelluksella. Valmistajan mukaan uudella sovelluksella voitaisiin
osoittaa punahomeet ja harmaat homeet erikseen. VTT kerdsi eurooppalaisia eriasteisesti Fusarium-
sienilld kontaminoituneita ohranjyvid ja ldhetti niitd Videometer A/S -yhtidlle analysoitavaksi. Uudella
sovelluksella mitattuja analyysituloksia verrattiin VTT:114 reaaliaikaisella PCR:114 mitattuihin Fusarium
sp. DNA -pitoisuuksiin, ja havaittiin, ettd tulokset eivit korreloineet keskendan.
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Kuvantamiseen perustuvissa Fusarium-osoitusmenetelmissa nihdddn paljon kehitysmahdollisuuksia.
Esimerkiksi VideometerLab-laitteen etu on mittausnopeus ja kustannustehokkuus, yhden néytteen analy-
sointi kestdd ainoastaan muutaman minuutin. Menetelmit kuitenkin vaativat vield huomattavaa kehitys-
tyotd. Videometer A/S yhtiolla on télld hetkelld meneillddn Aarhusin yliopiston ja Carlsbergin kanssa yh-
teinen nelivuotinen tutkimushanke, jonka tulosten pohjalta menetelméad edelleen kehitetdan.

3.5 Reaaliaikaisen PCR menetelman ja transkriptioprofiloinnin sovel-
tuvuus kauranaytteille

SAFECEREAL-projektin budjettileikkauksen vuoksi tdssd projektissa keskityttiin mykotoksiinisynteesin
kédynnistymiseen ohrassa. Kolmantena projektivuotena ehdittiin kuitenkin testata reaaliaikainen PCR-
menetelma sekd TRAC-koettimet valikoiduille kaurandytteille.

DNA-eristyskitti ja Fusarium-sienten reaaliaikainen PCR-menetelmé soveltuivat sellaisenaan kauranayt-
teille. Kuvassa 39 on esitetty vuoden 2011 valmiin sadon kaurandytteiden Fusarium-DNA -pitoisuudet.
Kesédn 2011 olosuhteet olivat epasuotuisat Fusarium-sienten kasvulle. Fusarium-sienten kontaminaatiota-
so oli alhainen my®s luontaisesti saastuneissa puiduissa kaurandytteissd (Kuva 39). Fusarium-DNA méa-
rd oli kuitenkin selkeésti korkeampi seké luontaisesti saastuneissa etti keinotekoisesti saastutetuissa kau-
roissa kuin kesén 2011 puiduissa ohrandytteissd. Fusarium-DNA -médrad puiduissa ohrandytteissé oli kes-
kiméérin 0,18 pg/ng (n=9, vaihteluvili 0,05-0,37 pg/ng) ja F. sporotrichoides saastutetuissa ohrissa 0,65
pg/ng (n=9, 0,35-1,07).
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Kuva 39. Fusarium-DNA maara puiduissa kauranaytteissa vuoden 2011 kenttdkokeessa. vv=vertailunayte, lv=
F.sporotrichioides sienelld infektoitu

Tassd projektissa testattiin myds TRAC-koettimien soveltuvuutta kauralle. Koettimet on alkujaan suunni-
teltu ohrasovelluksiin ja télloin kauran genomia ei oltu otettu huomioon koettimien suunnittelussa. Koet-
timien spesifisyyden testaamiseksi tuotettiin mikrobeista vapaata olevaa kauran solukkoviljelmaé. Tutki-
mus osoitti, ettd ohralle kehitetty menetelmai ei sellaisenaan sovi kauralle ja vaatii lisdtutkimusta ja mah-
dollisesti uusien koettimien suunnittelua. Seuraavat Fusarium-spesifiset koettimet osoittautuivat toimivik-
si myOs kauramatriissa: EFAIA, Tril0, Tri7 ja Tri3. Seuraavat koettimet antoivat melko korkeaa taus-
tasignaalia, mutta olisivat mahdollisesti kdyttokelpoisia: Tri5, Tri 11, Tril2, Tril4.
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4 Tulosten tarkastelu

Alkuperdisessd hankesuunnitelmassa oli tavoitteena tutkia toksiinien, myds deoksinivalenolin (DON),
muodostumisen kidynnistymistd sekd kauralla ettd ohralla kehittyvassd kasvustossa. Kuitenkin suunnitel-
mia jouduttiin muuttamaan kéytettdvissd olleiden varojen mukaan. Siksi luovuttiin F. graminearum- tar-
tutuksista sekd DON-muodostumisen analytiikasta ja keskityttiin T2/HT-2 -tuottajiin. My6s TRAC-
analyyseji kentdltd viahennettiin keskittymélld mielenkiintoisimpiin lajikkeisiin. Tutkimuksessa péaépaino
oli ohralla, sill4 sille oli olemassa toimiva TRAC-menetelma. Tama projekti osoitti, ettd ohralle suunnitte-
lut koettimet eivét sellaisenaan sovellu kauran tutkimiseen, vaan kauran transkriptioprofilointitutkimus
vaatii erillisen projektin.

Naytteiden keruu RNA-eristyksiin ja niiden pakastus pelto-oloissa onnistui hyvin, ja eristyksissd RNA-
saanto oli hyvd. Aineistossa analyysitulosten hajonta oli kuitenkin suuri saman késittelyn eri kerranteiden
vililld. Tatd hajontaa on vaikea pienentéd, koska Fusarium-tartunta on yksittéisissé tahkyloissa ja jyvissé
erilainen ja analysoitavan kasviaineksen méaira pieni.

Hankkeessa tehtiin uusia havaintoja Fusarium-tartunnasta ja sen kehityksesti sekd toksiinien esiintymi-
sestd. Kehittyvistd kasvustosta on aikaisemmin maééritetty Fusarium-lajistoa (Parikka ym. 2005), mutta
toksiineja vasta valmistuvasta tai valmiista sadosta. Kasvukausien sédolot olivat erilaiset, mikd vaikutti
Fusarium-lajiston esiintymiseen kasvuston eri kehitysvaiheissa. Lajeista F. poae viihtyy kuivassa (Hen-
riksen. 1999) ja oli runsain l&mpiména ja kuivana keséné 2010, erityisesti jyvénkehityksen alkuvaiheissa.
F. langsethiae —1ajin tartunta havaitaan seké kauralla ettd ohralla jo aikaisessa kehitysvaiheessa (Parikka
ym. 2005). Kuitenkaan lajia ei 2010 esiintynyt yleisesti toisin kuin 2011 ja 2012. Seké F. langsethiae etti
tutkimuksessa kasvustojen tartutukseen kiytetty F. sporotrichioides muodostavat samoja yhdisteitd (T-2,
HT-2- toksiinit, neosolanioli, diasetylscirpenoli) (Thrane ym. 2004). Vuoden 2010 alhaisen F. langset-
hiae-tartunnan perusteella voi arvioida pddosan havaituista A-tyypin trikotekeeneista olleen F. sporot-
richioides-lajin tuottamia.

Vuonna 2011 luonnollinen F. langsethiae-tartunta oli hyvin yleinen kehittyvéssd ohran jyvisadossa, ja
sen voisi arvioida siksi olleen myds pédasiallinen toksiinien tuottaja. F. langsethiae on térkein T-2/HT-2 -
tuottaja sekd Ruotsissa (Fredlund ym. 2010) ettd Norjassa (Hofgaard ym. 2010). Lajin yleistymistd voi
pitdd syynd T-2/HT-2 toksiinien runsaampaan esiintymiseen Pohjoismaissa (Pettersson ym. 2008).
Hankkeessa ei varsinaisesti seurattu deoksinivalenolin muodostumista, mutta satonéytteisté toksiini méé-
ritettiin. Koealueilla ei esiintynyt voimakkaita F. culmorum- tai F. graminearum-tartuntoja huolimatta
2011 ja 2012 vallinneista sddoloista, jotka suosivat DON-toksiinin tuottajia.

Tarkasteltaessa oljessa ja sdngessd esiintyneitd Fusarium-lajeja ja niiden talvehtimista, havaittiin,ettd kui-
van kesdn 2010 jilkeen F. culmorum oli runsas oljessa ja singessd. Laji my0s talvehti hyvin oljessa. Se
on voimakas kilpailija kasvinjitteessd ja sdilyy siind hyvin (Petitt ym. 2005). Se my6shyotyy lampimyy-
desta ja kasvien kdrsima kuivuusstressi altistaa niitd juuristo- ja tyvitartunnoille. Kosteampina vuosina F.
culmorumttartunta oli vihdisempdd oljessa ja sdngessa. Erityisesti hyvin marké kasvukausi 2012 vihensi
tartuntaa, jota sdilyi talven yli niukasti. Sen sijaan tilalle tuli jonkin verran kosteassa viihtyvaa F. gra-
minearum-lajia. A-tyypin trikotekeenien tuottajista F.sporotrichioides oli melko runsas oljessa ja sdnges-
sd ja myo0s sdilyi varsin hyvin talven yli kasvinjitteessd. F. langsethiae-lajia ei juurikaan tavattu oljesta tai
sdngestd. Sen sijaan se tulee kasvustoon kylvosiemenessa ja voi [0ytyd myds nuorista oraista.

Projektissa sovellettiin uusia tyokaluja Fusarium-aktiivisuuden ja haittayhdisteiden tuotonseurantaan. Fu-
sarium-spesifisten koettimien avulla pédstiin ensimmaéistd kertaa seuraamaan aktiivisuuden ja kasvun ke-
hittymistéd kasvavassa ohrassa. Hankkeessa mukana ollut suomalainenVTT spinn-off -yritys PlexPress Oy
on ollut mukana tutkimassa ja kehittiméssa Fusarium-sientenaktiivisuuden ja toksiinisynteesin transkrip-
tioprofilointia. PlexPress tarjoaa TRAC-menetelméddn liittyvad konsultaatiota, analyysipalveluita ja oh-
jelmistoa. Spesifisten koettimien avulla on mahdollista monitoroida useiden Fusarium-sienten toimintaa
ja toksiinisynteesiin liittyvan geenin ilmenemistd monimuotoisissa ekosysteemeissd, joissa on ldsné useita
erilaisia mikrobiryhmia.
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Reaaliaikaisen PCR-menetelmén avulla padstiin ensimmadistd kertaa kvantitoimaan Fusarium-sienten
mairdd monimuotoisessa mikrobiyhteisossd, missd ldsnd on myds useita muita sieniryhmid. Homeiden
osoittamista viljandytteistd on haitannut kvantitatiivisen ja selektiivisen médritysmenetelmén puuttumi-
nen. Perinteiset viljelymenetelmidt ovat pddasiassa perustuneet menetelméén, jossa lasketaan Fusarium-
sienilld kontaminoituneiden jyvien lukumaiérd. Se ei kuitenkaan anna kuvaa Fusarium-sienten biomassan
kokonaismédristd ndytteessd. Lisdksi helposti levidvat homelajit hiiritsevit viljelypohjaisissa menetel-
missd ja voivat antaa v&drid positiivisia tuloksia. Tdméd tutkimus toi selkedsti esille Fusarium-
aktiivisuuden kannalta kriittiset vaiheet pelto-olosuhteissa. Tutkimustiedon avulla on mahdollista suunna-
ta ja kehittdd estotoimenpiteitd toksiinintuotannon kannalta kriittisiin vaiheisiin.

Kasvukauden aikaisella torjunnalla ei voitu vdhentdd F. langsethiae-tartuntaa kehittyvissd jyvissd eikd
vaikuttaa toksiiniméériin sadossa. Peittaus ei vaikuta juurikaan itdmistd pitemmaélle ja vaikutusta F. lang-
sethiae-tartuntaan silld ei myodskddn havaittu. Kasvukauden aikaiset kisittelyt tehtiin pian tdhkal-
le/rdyhylle tulon jalkeen, mika saattoi olla ainakin kauralle hieman liian aikainen ajankohta. Kuitenkin jo
ennen kukintaa otetuissa ndytteissd havaittiin F. langsethiae-tartuntaa, jopa T-2-toksiinia. Tutkimus vah-
vistaa siten jo aikaisemmin muualla tehdyn havainnon torjunnan heikosta vaikutuksesta T-2/HT-2 -
tuottajiin (Klemsdal ym, 2009).

Toksiiniennusteen kehitystyota jatkettiin aikaisemmin pééattyneen EMTOX-hankkeen kokemusten pohjal-
ta. DON-mallin rakentaminen alueelliseen riskinarviointiin onnistui, mutta viljelijdkohtaiseen sovelluk-
seen tyo ei vield johtanut. T-2/HT-2 -ennustetta ei 1dhdetty rakentamaan, silld siithen ei sddmalli riitd. Pi-
katestien kdytto viljan laadunmaiiritykseen yleistyi hankkeen aikana, erityisesti DON-méirityksissé. Siksi
tyotd painotettiin T-2/HT-2 -testin toimintaan ja erillisessd hankkeessa tarkasteltiin DON-pikatestin luo-
tettavuutta. NIR-menetelméin arviointi jdi hankkeessa kesken, koska sopivaa kalibrointiaineistoa ei ollut
riittdvasti saatavissa. Ty0 jatkuu muissa hankkeissa edelleen. Videometer-laitteen testaus osoitti, etté lait-
teen antamat arvot ja qPCR-tulokset eivit ole vertailukelpoisia, koska Videometer mittaa myos muita
kuin homeiden aiheuttamia varinmuutoksia jyvissa.

Kahden viimeisen vuoden aikana viljan vastaanotossa on yhid enemmén mééritetty pikamenetelmilld vil-
jojen DON -toksiinipitoisuuksia. Viljan kéyton ohjauksessa tulee olemaan yhi kasvava tarve luotettaville,
helppokéyttoisille ja nopeille pikamenetelmille. Tassé tutkimuksessa selvitettiin potentiaalisten pikamene-
telmien soveltuvuus ja luotettavuus viljojen hometoksiiniméaarityksissd. Liséksi testattiin DON -toksiinille
NIR -menetelmin kayttokelpoisuutta. NIR -menetelmén etuina ovat mittaus kokojyvistd ilman jauhatusta
ja kemiallista kisittelyd, nopeus ja mahdollisuus sekd DON- ettd T-2 ja HT-2 -toksiinien méaarittdmiseen.
Menetelmin kehittiminen vaatii edelleen kalibraatioaineiston vahvistamista pitoisuusalueella 1 000 -
3 000 pg/kg.

Johtopaatoksia

Téssd projektissa tutkittiin ensimmaéistd kertaa Fusarium-geenien ilmenemistd kasvukauden aikana tran-
skriptioprofilointimenetelmélld. Projekti toi uutta tietoa Fusarium-sienten kasvusta ja mykotoksiinituoton
kdynnistymisestd kasvukauden aikana. Fusariumespesifisten koettimien avulla voidaan tutkia sienten toi-
mintaa ja niiden aineenvaihduntaa monimuotoisissa ekosysteemeissd, joissa on ldsné useita erilaisia mik-
robiryhmid. Fusarium-torjunnalla ei juurikaan ole vaikutusta T-2/HT-2 —toksiinien esiintymiseen kasvus-
tossa tai sadossa. Koska haitallisia Fusarium-lajeja sdilyy hyvin kylvosiemenessd, peittaus on kuitenkin
tarpeen hyvén kasvuston kehittymiseksi. Liséksi toksiinintuottajia sdilyy kasvukaudesta toiseen oljessa ja
sdngessd, viljelykierto ja muokkaus ovat tarpeen tartunnan minimoimiseksi.

Turvallisen viljantuotannon takaaminen vaatii tuotannon, teollisuuden, tutkimuksen, valvonnan ja tiedo-
tuksen yhteistyotd sekd kansallisella ettd kansainvéliselld tasolla. Tutkimuksen tulokset tukevat viljan laa-
tustrategian tavoitteita. Tuottamalla tietoa viljojen Fusarium-sienisté ja niiden toksiinintuotannosta hanke
tukee viljelijoiden toimenpiteitd hyvilaatuisen viljasadon tuottamisessa. Riskinhallintaan ja ennakointiin
kehitetyilld tyokaluilla voidaan vaikuttaa varhaiseen viljasadon riskien tunnistamiseen, viljan tuotannon
kannattavuuteen ja viljelijoiden toimeentuloon. Sitd kautta turvataan myos puhtaan raaka-aineen saanti
viljaa jalostavalle teollisuudelle, edistetéén kuluttajien ja eldinten ruokaturvallisuutta ja hyvinvointia seka
vahvistetaan alan tyollisyyttd. Elintarvikkeiden ja rehujen turvallisuus ja Fusarium toksiinit ovat EU:n
painopistealueita, erityisesti T-2 ja HT-2 -toksiinien muodostumisesta halutaan lisdi tietoa valmisteilla
olevien raja-arvojen méérittelyn pohjaksi.
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Liite 1.

Taulukko 20. Fusarium-DNA (pg/ng kokonais-DNA:ta) puiduissa ohrandytteissd vuoden 2010-2012 sa-

doissa.
2010 (n=3) 2011 (n=3) 2012 (n=4)
Naytteet | Infektio Torjunta | Fusarium-DNA STDEV | Fusarium-DNA STDEV | Fusarium-DNA STDEV
NFC - - 0,28 007 | 0,34 0,04 | 1,40 1,26
Tipple
Saana - - 1,96 1,81 0,09 0,04
Scarlett | - - 0,78 0,47 0,13 0,08
NFC ; + 4,68 1,37 0,37 0,16
Tipple
Saana - 2,22 0,98 0,56 0,38
Scarlett | - 2,11 1,18 0,21 0,09
NFC + - 1,86 230 | 0,90 024 | 9,90 1,27
Tipple
Saana - 3,04 0,81 0,58 0,25
Scarlett - 0,44 2,87 0,47 0,10
NFC + + 3,01 088 | 047 0,08
Tipple
Saana 1,87 0,29 0,47 0,24
Scarlett 2,39 0,56 0,28 0,10
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