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Fusarium-punahomeiden mykotoksiineista voi olla haittaa sekd eldimille ettd ihmisille.
Niinpd punahomeisen viljan kayttéa pitdis vattdd Eldime ja ihmiset voivat atistua
punahomeille, mikdi sadonkorjuu myohastyy. Pahimmat seuraukset tulevat, jos puidaan
ylivuotista punahomeista viljaa kevddlla kuten Suomenkin lahialuellla entisessd
Neuvostoliitossa jouduttiin paikoitelen tekemaén toisen maailmansodan aikana. Téaldin
viljaan muodostui korkeita T-2-toksiinipitoisuuksia. Tarkedé punahomeiden kehittymiselle on
my6s mm. kukkimisajan s8a.

EUssa on vuonna 2006 maarétty ensimmaiset enimmaismaérarajat Fusarium-punahomeiden
mykotoksiiniméériin  viljoissa deoksinivalenolille (DON) ja tsearaenonille (ZEN).
Toksiinim&aritykset ovat kuitenkin kalliita ja hitaita. Niinp& teollisuus tarvitsee uusia ja
nopeampia pikamdaritysmenetelmid suuren mykotoksiini-riskin - omaavien viljaerin
| 8ytéamiseen tutkittavista viljanaytteista.

PCR-mengtelmé ovat jo rutiinikéytossa toksiingia tuottavien bakteerien maarityksessa
dintarvikkeista, mutta toksiingja tuottaville sienille ne ovat vasta kehitteilld. Tyon
tarkoituksena oli selvittdd, onko Fusarium-punahomeiden ja mykotoksiinien méérien vailla
korrelaatiota ja voiko punahomeiden DNA-maérista patelld, miten suuri riski on sille, etta
viljassa on suuria mykotoksiinipitoisuuksia.

Erittdin merkitseva korrelaatio 10ytyi Fusarium graminearum-punahomeen ja DNA:n ja
DONin vélilla kauralla, kevatvehnalla ja ohralla. Kun F. culmorum-DNA-maara yhdistettiin
F. graminearum-DNA:n méardan, korrelaatio parani hieman ohralla, joten ainakin ohralla
my6s F. culmorum-punahomeen médrdlla on vaikutusta DON-pitoisuuteen. Kummankin
punahomeen tiedetédn tuottavan DONia, mutta F. graminearumkannat ovat yleensi
tehokkaampia DON-tuottgjia. Myds HT-2- ja T-2-mykotoksiinien ja niitd tuottavien
Fusarium sporotrichioides- ja F. langsethiae-punahomeiden DNA-m&arien valilla oli erittéin
merkitsevd korrdaatio kauralla, jolla on havaittu korkeimmat HT-2- ja T-2-pitoisuudet.
Lisdks korrelaatiota havaittiin nivalenolin ja F. poae-punahomeen DNA-pitoisuuden valilla
kaurallaja ohralla.

Suomen yleisimpida punahomeita (F. avenaceum ja F. tricinctum) on pidetty
mykotoksiinituottoon kykeneméattoming, mutta viime vuosina niiden on havaittu tuottavan
mm. moniliformiinia (MON) ja enniatiinga. Havaitssmme merkitsevan korrelaation F.
avenaceum-punahomeen DNA-maarén ja MON- ja enniatiini-pitoisuuksien vdlilla ohralla ja
kevatvehnalla

Fusarium-punahomeiden maaran vaihteluita kasvukauden aikana tutkittiin ohralla ja kauralla
Jokioisilla. Fusarium-punahomeiden DNA-m&aran kasvu akoi kukinnan jélkeen. Vuonna
2005 F. poae-punahome oli vallitseva ja F. langsethiae/F. sporotrichioides-lajien DNA-
maaré alkoi laskea ennen sadonkorjuuta, kun taas kuivana vuonna 2006 kaikkien Fusarium-
punahomelgjien madra jatkoi nousua sadonkorjuuseen asti. Suorakylvd lisési F.
langsethiag/F. sporotrichioides-punahomeiden méirdd vuonna 2006 verrattuna perinteiseen
muokkaukseen.

Asiasanat: DNA, viljat, mykotoksinit, punahomeet
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Johdanto

Fusariumrhomeet ovat tarkeimpid toksiinga tuottavia homeita viljoissa pohjoisen
palonpuoliskon lauhkeilla vythykkeilla (McMullen ym., 1997, Langseth ym., 1999,
Bottalico ja Perrone, 2002, Goswami ja Kistler, 2004). Fusarium-homeita esiintyy etenkin
viljoissa ja maississa, joista kyseisen homesuvun muodostamia lukuisia toksiinga yleisesti
[6ytyy. Fusarium-homeiden tuottamista mykotoksiineista tunnetuimpia ovat trikotekeenit,
kuten deoksinivalenoli (DON), nivalenoli (NIV) sekd T-2- ja HT-2 -toksiinit. Muita
Fusarium-toksiingja ovat mm. estrogeeninen tsearalenoni (ZEN), fumonisiinit, fusariinit ja
moniliformiini (Jestoi ym, 2004, 2007). Fusarium-sienet séilyvédt mys maassa ja satojatteissa
pitk&an, joten niiden maara vahenee merkittévasti vain monipuolisessa kasvinvuorotuksessa.
Punahomeiden taudinkestdvyydessd on eroja viljalgien ja -lgiikkeiden vélilla Taysin
resistenttejd lgjikkeita e kuitenkaan ole. Punahomeet aiheuttavat viljoilla sato- ja
laatutappioita, silla jyvét voivat j&&da kehittyméttd, ovat ryppyisia, variltéén punertavia tai
harmaita. Tauti heikentdd viljan leipoutuvuutta ja itamistd. Lisdksi sienten tuottamat
homemyrkyt, mykotoksiinit ovat terveysriski ihmisille ja eldmille (Yli-Mattila ym.,
2004a,b,c, 2007a,b).

Viljojen Fusarium-homeita ja niiden tuottamia toksiineita on tutkittu viime vuosina
aktiivisesti Euroopassa ja Yhdysvaloissa Téala hetkdld viljojen Fusarium-
kontaminaatiotason maarittdmiseksi on kaytettdvissa erilaisia kokonaisten jyvien ja
jauhettujen jyvien viljelymenetelmia Mengelmé ovat tyoldita, aikaa vieva ja d-
kvantitatiivisia. Varsinaista Fusarium-lgjianalyysid ei yleensi tehda, vaikka tiedetéan, etteivéat
kaikki Fusarium-lgjit ole yhta haitallisia, esim. niiden kyky tuottaa mykotoksiingja vaihtelee.
Fusarium-lgjien tunnistaminen perinteisin menetelmin vaatii erityisosaamista ja on tyolasta.

EUssa on vuonna 2006 méadrétty ensimmaéiset enimmaismadrdrajat Fusarium-
punahomeiden mykotoksiinimaariin viljoissa deoksinivalenolille (DON) ja tsearalenonille
(ZEN). EU:ssa on tulossa uusia enimmaisméarérgjoja vuonna 2006. Sallittu DONin
enimmaisméaré on ohralla ja vehnalla 1250 ppb ja kauralla 1750 ppb ja lastenruuissa 200
ppb. Jatkossa vastaavia enimmaismaaria tulee muillekin  punahomeiden tuottamille
mykotoksiineille, kuten esim. HT-2- ja T-2-toksiineille. Mykotoksiinien kemiallinen analyysi
kromatografisin menetelmin on varsin kallista ja tyolastd, joten kaytdnnGssid e ole
tarvitaan edullisempia pika-analyysejd, joista k&yttéon on elintarviketeollisuudessa jo otettu
entsyymi-immunomaarityksid (ELISA) DONin, fumonisiinin ja tsearalenonin maarittamiseen.
Fumonisiinia-tuottavia punahomeita el ole yleensa |6ytynyt suomalaisesta viljasta.

Viime vuosina molekyylibiologiset tekniikat ovat yleistyneet homeanalytiikassa.
Monille haitalisille Fusarium-lgjeille on kehitetty spesifiset DNA-alukkeet kaytettavaksi ei-
kvantitatiivisissa PCR (Polymerase Chain Reaction) —sovelluksissa. Lisdks on kehitetty
spesifisia alukkeita lgjinsiséisten ryhmien erotteluun. Taman projektin tavoitteena oli kehittda
kvantitatiivisia, reasaliaikaisia PCR-menetelmid haitallisten/toksigeenisten  Fusarium-
homeiden maéarittamiseksi viljandytteistd kayttden hyvaksi jo olemassa olevia ryhmé-
Najispesifisia alukkeita. PCR-testeistd oliss  hyodtyd erityisesti  kasvinjal ostuksessa,
mallastamoissa seké lastenruokien raaka-aineen puhtauden testaamisessa.  Ennen
sadonkorjuuta tehdyt PCR-testit voisivat puolestaan ennakoida tulevan sadon laatua
Fusarium-toksiinien suhteen.

Aineisto ja menetelmat

Viljanaytteet

Tulokset perustuvat FinMyco-projektin ja turvallisuusindikaattoriprojektina aineistoihin.
FinMyco-projektin ndytteistd analysoitiin 173 kpl. Niistd 31 oli vehndd, 67 ohraa ja 73
kauraa). Ne oli kerdtty eri puolilta Suomea vuosina 2005 ja 2006.
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Turvallisuusindikaattoriprojektin naytteitéa analysoitiin yhteensi 96 kpl vuosien 2004-2006
aikana.

DNA-eristys

DNA eristettiin joko jyvien pinnasta (Yli-Mattila ym., 20074) tai jauhetuista jyvista (50-100
mg, Yli-Mattila ym, 2007c). Kummassakin tapauksessa kaytettiin Genelute™ Plant Genomic
DNA Kit-menetelmaa (Sigma).

Reaaliaikainen TagMan PCR

TMpoae-alukkeet ja koetin oli suunniteltu F. poae-punahomedle spesifiselle 1GS-aluedlle,
kun taas F. graminearumpunahomeen TMFgl2-alukkeet ja -koetin oli suunnitetu sille
spesifiselle RAPD-PCR-tuottedle  (Yli-Mattila ym, 2007b). F. avenaceum-punahomeelle
spesifiset TMAV-alukkeet ja —koetin, F. sporotrichioides/F. langsethiae-punahomeele
spesifiset TMLAN-alukkeet ja—koetin seka trikotekeeng d tuottaville Fusarium-punahomeille
spesifiset  TMTRI-alukkeet ja —koetin (Halstensen ym., 2006) sekda F. culmorum-
punahomeelle spesifiset culmorumMGB-alukkeet ja —koetin (Waalwijk ym., 2004) olivat
my6s kdytdssd. DNA:n monistukseen kaytettiin GeneAmp 5700-laitetta.

Mykotoksiinianalyysit
Mykotoksiinimaéritykset tehtiin Eskola ym. (2001), Hietaniemi ym. (2004) ja Jestoi ym.
(2003, 2005) mukaisesti.

Mykologiset analyysit

Fusarium-spesifista PCNB-alustaa (50 jyvaa/nayte), jossa bakteerien kasvu oli estetty
streptomysiinisulfaatilla, kaytettiin  punahomekantojen eristykseen viljandytteistd vuonna
2003, kun taas 2002 (200 jyvaé/nayte) jyvét pantiin ensin kostealle suodati npaperille ja niista
kasvavat rihmastot siirrettiin PDA-maljoille. Saastuneiden jyvien maara laskettiin kahden
viikon kasvatuksen jékeen suodatinpaperilla (Yli-Mattila ym., 2004b, Parikka ym., 2005).
Taman jélkeen punahomeet eristettiin ja tunnistettiin makroskooppisten ja mikroskooppisten
tuntomerkkien perusteellaMTT:ss&

Tilastolliset analyysit

R? (sditysaste) ja p (regressiosuoran kulmakertoimen merkitsevyys) laskettiin SigmaPlot
2001 (versio 7.1, SPSS Inc)-ohjelman avulla. DNA-maaréat ja mykotoksiinipitoisuudet
muutettiin logaritmisiksi (log +1), jotta niiden jakauma saatiin tasaisemmaksi.

Tulokset jatulosten tar kastelu:

Korrelaatio Fusarium-DNA:n mykotoksiinipitoisuuksien valill&.

Tulokset on esitetty taulukossa 1. Korrelaatio DONin ja F. graminearum-punahomeen vdlilla
oli erittdin merkitsevéa kauralla, ohralla ja kevétvehnalld, kun DNA eristettiin jyvien pinnasta.
Ohralla myds F.culmorum-punahomeella oli merkitysta DON-tuotannossa, silléa selitysaste
nousi, kun F. culmorum-DNA liséttiin F. graminearum-DNA:han. Selitysaste oli yli 40 %
my6s HT-2/T-2-mykotoksiinien ja F. langsethiae/F .sporotrichioides-punahomeiden DNA:n
valilla sekd enniatiinien ja F. avenaceum-DNA:n ja enniatiinien vélilla Kaikissa ndissa
tapauksissa myds korrelaatio oli erittéin merkitsevd. My6s useissa muissa tapauksissa
korrelaatio oli merkitseva mykotoksiinipitoisuuksien ja Fusarium-DNA-pitoisuuksien valilla

tulosten merkitsevyysarvoja, mutta selitysasteet olivat yleensd jopa parempiakuin silloin, kun
DNA eistettiin jyvien pinnasta. Esimerkiksi F. graminearum DNA:n ja DONin vélinen
selitysaste oli 0.78 ja F. langsethiag/lF. sporotrichioides DNA:n ja HT-2/T-2-toksiinien
valinen sditysaste oli 0.84 kauralla, kun DNA-mittaus tehtiin jauhetuista jyvista (Taulukko 1,
kuva 1).



SUOMEN MAATALOUSTIETEELLISEN SEURAN TIEDOTE NRO 23

Vilja  TMTRI/  F.gram/ F.gram.+ F. poae/ F. langs.+ F. avenaceum/  F. avenaceun/
DON DON F.culm/DON NIV F.sporot./ MON ENNs
HT-2+T-2
Rpm R.p(n) R p(n) R p(n) R p(n) R p(n) R p(n)
K-vehna
Pinta  0.007,0.68 0.61, 0.002** 0.56, 0.006** Ei korrelaatiotaEi korrelaatiota  0.30, 0.003** 0.54, <0.0001***
(25) (12) (1) (1) (1) (27) (27)
Jauhettu 0.66, 0.06 0.88, 0.06 Ei korrelaatiota Ei korrelaatiotaEi korrelaatiota 0.60, 0.12 0.73, 0.06
(6) 4 €) 4 4 5 ©)
Ohra
Pinta  0.078, 0.03* 0.53, 0.60, 0.0003*** 0.07, 0.21(21) 0.19, 0.075 (20) 0.29, <0.0001*** 0.45, <0.0001***
(64) 0.0009*** (17) (17) (55) (55)
Jauhettu 0.28, 0.18 0.54,0.06 (6) 0.99, 0.001** (4) 0.69, 0.041* 0.51,0.11(6) Ei korrelaatiota 0.60, 0.20
) (6) 5 4
Kaura
Pinta  0.0005, 0.860.49,0.0002*** 0.46, 0.0004*** 0,20, 0.03* 0.41, 0.0008*** 0.10, 0.10 0.25, <0.0001***
(69) (25) (25) (24) (24) (60) (60)
Jauhettu 0.16, 0.06 0.78,0.0001***0.57, 0.012* 0.42, 0.03* 0.84, <0.0001***
(23) (12) (12) (12) (12)

Taulukko 1. Yhdistetyt tulokset korrelaatiotul oksista Fusarium DNA- ja mykotoksiinitulosten valilla
vuosina 2005-2006. DNA-mééritykset joko jyvan pinnaltata jauhetuistajyvista n = jyvandytteiden
lukumééra R? (= sditysaste) ilmaisee, kuinka suuri osa mykotoksiinimaaran vaihtel usta johtuu sen
rii ppuvuudesta Fusarium-DNA:sta. p = regressiosuoran kulmakertoimen merkitsevyys. Suurimmat
R?/p-arvot on merkitty punaisella vérilla

Kuva 1. Korrdaatio F. graminearum DNA- ja DON-pitoi suuden (mustat ympyrét), F. graminearum/F.
culmorum DNA- ja DON-pitoisuuden (valkoiset téhdet, vasemmalla) jaF. langsethiae/F.
sporotrichioides-DNA- jaHT-2/T-2-pitoisuuden (oikealla) valilla kauralla (jauhetut jyvét). DNA-
pitoisuudet 10° ng ng™ kokonais-DNA. Mykotoksiinipitoisuudet ppb. Regressiosuorat on merkitty.
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Kuva 2. Fusarium-DNA-pitoisuudet kaura- ja ohraruuduilla Jokioisilla vuosina 2005-2006. TMTRI =
trikotekeeneita tuottavat Fusarium-punahomeet. TMAV = F. avenaceum. TMLAN = F. langsethiae/F.
sporotrichioides, TMpoae = F. poae, TMFg12 = F. graminearum.

Kasvukauden aikaiset muutokset ja muokkauskokeiden vaikutus

Fusarium-punahomeiden DNA-mé&aran kasvu alkoi kukinnan jalkeen. Vuonna 2005 F. poae-
punahome oli vallitseva ja F. langsethiae/F. sporotrichioides-lajien DNA-maara alkoi laskea
ennen sadonkorjuuta, kun taas kuivana vuonna 2006 kaikkien Fusarium-punahomelgjien
méaréd jatkoi nousuaan sadonkorjuuseen asti (kuva 2). Suorakylvo lisasi F. langsethiae/F.
sporotrichioides-punahomeiden mdaréa vuonna 2006 verrattuna perinteiseen muokkaukseen
kaurallaja ohralla. Vaikutus nakyi jo 3-4 viikkoa ennen sadonkorjuuta sek& puidussa viljassa.
F. poae-punahomeiden médra puolestaan lisdantyi kyntdmuokatuilla koeruuduilla
suorakylvoruutuihin verrattuna, mik& ndkyi varsinkin 3-4 viikkoa ennen sadonkorjuuta
otetuista naytteista vuosina 2005 ja 2005. Kasittely prokloloratsi-fungisidilla (Sportak 45 HF)
lippul ehtivai heessa viikkoa ennen kukintaa véhensi TMLAN-DNA-m&érda seka kauralla ettd
ohralla. Korkeimmat F. avenaceum-DNA-m&arat havaittiin puinnin aikaan.

Johtopaat ok set

F. graminearum-DNA:n ja DONin vélinen korrelaatio oli erittéin merkitseva kauralla, ohralla
jakevatvehndla Myds selitysaste oli F. graminearum-DNA:n ja DONin vailla n. 50 % (49-
61 %), kun DNA eristettiin jyvien pinnasta. Selitysaste nousi jopa 78 %:iin (kaura), kun DNA
eristettiin jauhetuista jyvista ja 99 %:iin (ohra), kun DNA eristettiin jauhetuista jyvista ja
mukaan otettiin myos F. culmorum DNA. Kauralla ja kevéatvehndlla F. culmorum e ollut
merkittdvd DON-tuottgja. Kauralla sdlitysaste oli 84 % verattaessa F. langsethiag/F.
sporotrichioides-lgjien DNA-maaréa HT-2/T-2-toksiinien méardan jauhetuilla jyvilla. Myds
F. avenaceum-DNA:n ja enniatiinien korreaation selitysaste oli yli 60 % seké kevatvehndl la



SUOMEN MAATALOUSTIETEELLISEN SEURAN TIEDOTE NRO 23

etta ohralla kaytettdessa jauhettuja jyvia Tulosten varmistaminen vaatisi jatkotutkimuksia
useammilla jyvanaytteill& Korrelaatiota ja sdlitysastetta voitaisiin saada korkeammaksi my6s
optimoimalla DNA-eristysmenetelmid ja DNA-standardin mittaustarkkuutta ja kdyttédmalla
sisdista standardia (Waalwijk ym., 2004).

Fusarium-DNA-méarat alkoivat kasvaa kukinnan jalkeen Jokioisten peltokokeessa.
Vuonna 2006 kasvu jatkui sadonkorjuuseen asti, mutta vuonna 2005 F. langsethiae-DNA-
méarét alkoivat véhentyd jo ennen puintia, mikd ilmeisesti johtui siitd, ettd muut lgjit
kasvoivat sen yli. Korkeita F. langsethiae/F.sporotrichioides-pitoisuuksia havaittiin jo kahden
viikon kuluttua kuinnasta vuonna 2004. Kyntomuokkaus lisasi F. poae-DNA:n méaarda
vuosina 2005-2006 suorakylvoon verrattuna, kun taas F. langsethiae/F.sporotrichioides-
DNA:n mééra kasvoi suorakylvetyilla lohkoilla kynnettyihin lohkoihin verrattuna varsinkin
vuonna 2006.
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