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Fusarium on homesienisuku, johon kuuluvia lajeja esiintyy monilla kasvilajeilla, kuten viljoilla.
Viljoille Fusarium-sienet aiheuttavat erilaisia tauteja ja osa lajeista tuottaa myds mykotoksiineja
eli sienimyrkkyja. Toksiinit ovat ihmisille haitallisia ja niille on tdméan takia maaritetty EU:ssa
korkein sallittu pitoisuus. Yksi yleisimmistd Fusarium-sienten tuottamista mykotoksiineista on
deoksinivalenoli (DON). Fusarium-sienet ovat enenevissd maarin ongelma osittain johtuen niille
suotuisista ilmasto-olosuhteista etenkin sateisina kesina.

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli sisdanajaa ja testata menetelmd Fusarium-sienen
madarittamiseen viljoissa Bio-Radin iCycler laitteella. Ty6 tehtiin Boreal Kasvinjalostus Oy:lle
alustavaksi menetelméksi olemassaolevien vilja-lajikkeiden Fusarium-kestavyyteen liittyvissa
tutkimuksissa. Tydssa kaytettiin aikaisemmissa tutkimuksissa kaytettyja Fusarium graminearum
ja Fusarium culmorum -lajispesifisia alukkeita ja koettimia. Tydssd hyddynnettiin hydrolyysiin
perustuvaa TagMan-koetinta. Tutkittavat jauhonaytteet olivat perdisin MTT:It4, jossa niiden
DON-pitoisuus mitattiin kemiallisesti. Naytteet valikoitiin niiden DON-pitoisuuden perusteella.
Jokainen nayte sisalsi DON-toksiinia pitoisuuden ollessa valilla 28 - 2600 ug/kg.

Kokeissa mitattiin onnistuneesti Fusarium graminearum -lajin pitoisuuksia kaurassa, ohrassa ja
vehnassa. Tarkoituksena oli myds tarkastella Fusarium-DNA-pitoisuuden ja DON-toksiinin
korrelaatiota. Kokeissa havaittiin positiivinen korrelaatio DON-pitoisuuden ja Fusarium
graminearum-DNA-pitoisuuden Vélilld. Menetelmdd on mahdollista k&yttdd alustavissa
Fusarium-kestavyyteen liittyvissa tutkimuksissa, mutta menetelméan ollessa verrattain hidas ja
hintava on tarve tehokkaammalle menetelmalle.
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QUANTIFICATION OF FUSARIUM IN GRAIN
MATERIAL BY Q-PCR

Fusarium is a large genus of fungi which infect several species of plants including different
grains. Fusarium may cause several different illnesses in grains and some Fusarium species
also produce mycotoxins. The toxins are harmful to humans, wherefore the European Union
has defined the maximum level of some mycotoxins in grains. One of the most common
mycotoxins is deoxynivalenol (DON). Fusarium causes more problems now than ever before,
partly because the weather conditions are beneficial to their growth and mycotoxin production.

The aim of this thesis was to introduce and test a method of quantitating Fusarium in grains by
Q-PCR using Bio-Rad'’s iCycler Q-PCR device. The project was commissioned by Boreal Plant
Breeding Ltd. and its purpose was to be able to use the method in analysis of resistance of
existing grain breeds against Fusarium. The Fusarium graminearum and Fusarium culmorum
species specific primers used in this thesis were ones used in previously published studies.
TagMan hydrolysis probes were utilised. The grain flour samples used in this thesis were
obtained from MTT, where their DON concentration was chemically quantified. The samples
were selected by their DON concentration. Every sample contained between 28 and 2600 pg/kg
of DON toxin

The concentration of Fusarium graminearum was successfully quantified in oat, barley and
wheat samples. The correlation between the Fusarium DNA and DON concentrations of
Fusarium was also examined. A positive correlation between the DNA and DON concentrations
of Fusarium was discovered. It is possible to use this method for analysis of resistance against
Fusarium, but it is a relatively slow and expensive method, which creates a need for a more
efficient one.
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KAYTETYT LYHENTEET

PCR Polymeraasiketjureaktio

Q-PCR Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR

Ct Threshold cycle eli kynnyssykii

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer eli fluoresenssi-
resonanssienergian siirto (Analyysi 2004, 9)

MTT Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus

DON Deoksinivalenoli, Fusarium-sienten tuottama myrkky

T-2 Fusarium-sienten tuottama myrkky

HT-2 Fusarium-sienten tuottama myrkky



1 JOHDANTO

Fusarium on homesienisuku, johon kuuluvia lajeja kutsutaan usein punaho-
meiksi niiden punaisen ulkonddn takia. Fusarium on yleinen monilla kasvilajeil-
la, ja aiheuttaa tuhoja etenkin viljapelloilla. Viljoille Fusarium-sienet aiheuttavat
erilaisia tauteja, mutta osa lajeista tuottaa myés mykotoksiineja eli sienimyrkky-
ja. Mykotoksiinit ovat ihmiselle haitallisia ja pitkaaikaisessa altistuksessa johta-
vat ainakin immuunivasteen heikentymiseen. Akuutissa myrkytyksessa voi
esiintya pahoinvointia, oksentelua ja vatsakipuja. Joillekin Fusarium-toksiineille
on asetettu EU-lainsdaddannbéssa enimmaispitoisuusrajat. Fusarium-toksiineja
ovat esimerkiksi diasetoksiskirpenoli, deoksinivalenoli (DON), nivalenoli, zeara-
lenoni seka T-2 ja HT-2. (Evira 2008, Moradi ym. 2012)

Ymparistdssa tapahtuneiden muutosten seurauksena Fusarium-tartunnat ovat
yha yleisempia ja uudet lajit siirtyvat etelastd yha pohjoisemmaksi. LAmpimat
sateiset kesat ovat suotuisampia Fusarium-sienten kasvulle toisin kuin lampiméat
ja kuivat kesat. Eri lajeilla on kuitenkin hieman erilaisia mieltymyksia. Fusarium-
sienten kasvun ja leviamisen myéta syntyy myds kasvinjalostuksessa tarve Fu-
sarium-kestaville lajikkeille. Fusarium-lajien maarittdmiseen on kehitelty Q-PCR
menetelmid, joiden avulla voidaan mitata Fusarium-sienten DNA:n m&éra jau-
hetusta viljanjyvasta eristetystd DNA:sta. (Waalvilk ym. 2004; Yli-Mattila ym.
2008, Jalli ym. 2012)

Taman opinnaytetydn tarkoituksena on testata ja sisddnajaa Q-PCR menetelma
Fusarium-sienten kvantitoimiseen Bio-Radin iCycler-Q-PCR-laitteella Boreal
Kasvinjalostus Oy:lle. Sisdanajoon liittyy seka laitteen tarkastus seka viritys ja
kalibrointi ettd menetelmaan liittyvat testaukset. Tarkoituksena on myds tarkas-
tella naytteiden Fusarium-DNA-pitoisuuden ja DON-pitoisuuden korrelaatiota,
jotta pystytaan paattelemaan voiko menetelmaa kayttaa viljan DON-pitoisuuden
arvioimiseen. Mitattaviksi lajeiksi valikoitui kaksi Suomessa yleisintd DON-
toksiinia tuottavaa Fusarium-ajia: Fusarium graminearum ja Fusarium culmo-

rum. Alukkeet ja koettimet ndille lajeille valikoitiin tieteellisista julkaisuista. Koet-
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timina kaytettiin hydrolyysiin perustuvia TagMan koettimia. (Waalvijk ym. 2004;
Yli-Mattila ym. 2008)

Q-PCR-menetelmalla on tarkoitus alustavasti tarkastella Borealin jo olemassa-
olevien lajikkeiden Fusarium-kestavyytta, josta ei talla hetkella ole tarkkaa tie-
toa. Jalostuksen kannalta Q-PCR menetelma ei ole tarpeeksi nopea, eika kus-
tannustehokas isoille naytemaarille, jonka vuoksi samaan aikaan kehitetdan

lahi-infrapunaspektrometriaan perustuvaa menetelmaa.
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2 FUSARIUM

Kasvitaudit vievat vuosittain noin 10 % sadosta ja ne ovat koko ajan lisdanty-
massa. Muutokset lampétilassa, kosteudessa ja ilman kaasupitoisuuksissa vai-
kuttavat suorasti ja epasuorasti kasvuolosuhteisiin ja siten kasvin rakenteeseen
ja sen alttiuteen kasvitaudeille. Samat muutokset vaikuttavat myds taudinaiheut-
tajien kuten Fusarium-lajien kasvuun ja kehitykseen. Taudinaiheuttajat pystyvéat
yleensd kehittymaan isantalajeja nopeammin, jolloin muutokset olosuhteissa

suosivat kasvitauteja isantédkasvien sijaan. (Jalli ym.)

Fusarium-sienet aiheuttavat kasvitauteja, joihin kuuluvat erilaiset juuristo- ja
tyvitaudit, sekd tahkavioitukset. Fusarium-lajien tartuntaa suosivat sateinen ja
kostea saa tdhkdnmuodostuksen aikana ja tartuntaa ja toksiininmuodostusta
voivat edistdd lampimat kelit. Toksiininmuodostukseen vaikuttaa myds sateen
ajankohta enemman kuin sateen maara. Mydés lakovilja, puutteellinen viljelykier-
to ja runsas kasvijate edistavat Fusarium-tartuntoja. Osa Fusarium-ajeista tuot-
taa myOs merkittavia maaria mykotoksiineja, joita ovat esimerkiksi diasetoksis-
kirpenoli, deoksinivalenoli (DON), nivalenoli, zearalenoni sekd T-2 ja HT-2.
Deoksinivalenolille on maaritelty EU:ssa korkein sallittu pitoisuus, joka kasitte-
lemattdbmassa kaurassa on 1750 pg/kg ja muilla kasittelemattémilla viljoilla
(paitsi durumvehna ja maissi) 1250 pg/kg. DON-toksiinille on maaritetty EU:n
Elintarvikealan tiedekomiteassa myds siedettavat paivittdiset enimmaissaanti-
maarat, eli maarat, jotka eivat aiheuta haittavaikutuksia ravinnosta saatuna. 25-
74 vuotiaille naisille ja miehille suurin suositeltu DON-m&éara on 1 pg jokaista
painokiloa kohti. Eviran 2008 toteutetun tutkimuksen mukaan 25-74 vuotiaiden
naisten DON-toksiinin paivittainen saanti on 5,4 ug henkil6a kohden ja vastaa-
vasti miehilla 6,3 pg. Viljojen suurkuluttajille vastaavat méérat olivat naisille 12,4
1g ja miehille 15,3 pg. (EFSA 2004; Evira 2008)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sade Harhio
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Merkittavimpia DON-toksiinia tuottavia lajeja Suomessa ovat Fusarium gra-
minearum ja Fusarium culmorum. Fusarium-lajien esiintyminen maaraytyy vah-
vasti [ampédtilojen mukaan. F. culmorumin optimaalinen kasvulampétila on 21 °C
ja F. graminearumin 25 °C. Aikaisemmin F. culmorum on ollut hallitseva DON-
toksiinin tuottaja Suomessa, mutta viime vuosina F. graminearum on syrjaytta-
nyt sita. (Jalli ym.; Evira 2008; Yli-Mattila ym. 2011) F. graminearumin on todet-
tu olevan erittain aggressiivinen taudinaiheuttaja, jonka maara on myds kytkodk-
sissa taudin asteeseen toisin kuin F. culmorum. F. graminearum-sienen maaran
on myos todettu korreloivan deoksinivalenolin maaran suhteen, mutta F. culmo-
rumin maaran ja DON-pitoisuuden valilla ei ole havaittu samanlaista positiivista

korrelaatiota. (Moradi ym. 2010)
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3 DEOKSINIVALENOLI

Deoksinivalenoli on mykotoksiini, jota tuottavat erityisesti F. culmorum ja F.
graminearum. DON on B-tyypin trikotekeeni. Trikotekeenit ovat nelirenkaisia
seskviterpeeneja. B-tyypin tunnusmerkki on C-8 sitoutunut karbonyyliryhma.
(Kuva 1.) DON on yleisin trikotekeeni ja sita esiintyy joka puolella maailmaa.
DON-toksiineja esiintyy yleisesti vehnassa, rukiissa, kaurassa, ohrassa, mais-
sissa ja toisinaan riisissa, tritikaalissa ja durrassa. DON kestaa korkeita [ampdti-
loja, kiteytyy varittbmaksi neulamaiseksi rakenteeksi ja liukenee veteen ja joi-
hinkin polaarisiin liuottimiin, kuten metanoliin, asetonitriilin ja etyyliasetaattiin.
(EFSA 2004; Evira 2008)

Kuva 1. Deoksinivalenolin kemiallinen rakenne (EFSA 2004)

Deoksinivalenolilla on eldinkokeiden perusteella todettu olevan mahdollisia ter-
veydellisia haittavaikutuksia. Vaikutukset vaihtelevat altistumisen keston mu-
kaan. Suuresta lyhytaikaisesta altistumisesta voi seurata ruokahaluttomuutta,
oksentelua, pahoinvointia, huimausta, ripulia, paansarkya ja ruuansulatuselimis-
tdn hairidita, seka ruuansulatuselimistén solujen vaurioitumista. Pitkdaikaisessa
altistuksessa kuitenkin seurauksena on elimistén vastustuskyvyn aleneminen.
Koe-elaimilla seka lyhytkestoinen ettd pitkakestoinen altistus heikensivat kas-
vua. Deoksinivalenoli aiheuttaa suuria maaria ruokamyrkytyksia Aasian maissa.
(WHO 2002; EFSA 2004; Evira 2008)
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4 REAALIAIKAINEN KVANTITATIIVINEN PCR

Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR eli Q-PCR eroaa tavallisesta PCR reaktios-
ta vain siten, ettd mukana on fluoresenssia tuottavia molekyyleja, joiden fluore-
senssia seurataan reaktion edetessd. Fluoresenssi syntyy kun aine absorboi
lyhyen aallonpituuden omaavaa korkeaenergista valoa ja séateilee tdman seura-
uksena pitkdn aallonpituuden omaavaa matalaenergistd valoa. (Behlke ym.
2005) Q-PCR laitteeseen siis kuuluu myds kamera, joka detektoi fluoresenssin
maaraa naytteessd, seka ohjelmisto, joka piirtda fluoresenssisignaalin mukaan
kuvaajaa, ja jonka avulla voi tulkita tuloksia. Tavallisesti fluoresenssi kasvaa
suhteessa DNA:n maaran kasvuun, jolloin saadaan kuvaaja, jossa nakyy eks-
ponentiaalisen kasvun vaihe jyrkdsti nousevana kayrédna. Kun kuvaaja alkaa
nousta jyrkasti ja fluoresenssin maara nousee yli taustafluoresenssin, on sen
PCR-syklin kohdalla naytteen kynnyssykli. Taman kynnyssyklin ja standar-
disuoran avulla voidaan laskea naytteen alkuperainen DNA-pitoisuus. Nayttei-
den kynnyssykleihin vaikuttavat esimerkiksi kéaytetyt reagenssit ja Q-PCR laite,
joten eri mittausten kynnyssykleja (Ct) ei voi suoraan verrata toisiinsa. Jokai-
sessa reaktiossa on siis syyta olla oma standardisuora, jotta tulokset ovat kes-
ken&an vertailukelpoisia. (Eurogentec)

41 SYBR Green

SYBR Green on fluoresoiva reportterimolekyyli, joka kiinnittyy kaksijuosteiseen
DNA:han ja alkaa talléin fluoresoida. (Kuva 2.) SYBR Green ei siis ole spesifi-
nen, koska se kiinnittyy kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han, joten myds esi-
merkiksi alukedimeerit ja muut epaspesifiset tuotteet nakyvat monistuskayras-
sa. Alukedimeerit ovat hallitsevimpia templaattia sisaltdmattémissa naytteissa,
seka naytteissa, jotka sisaltavat vahan kohde-DNA:ta. (LifeTechnologies Corpo-
ration, 2011)
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Kuva 2. SYBR Greenin toiminta: SYBR Green molekyylit kiinnittyvat vain kaksi-
juosteiseen DNA:han ja alkavat fluoresoida. (Kuzdralinski 2011)

SYBR Greenia kaytettdessa on syyta sisallyttdd Q-PCR-ohjelmaan myds sula-
miskayra, silla eri tuotteilla on erilainen rakenne ja taten erilainen sulamispiste.
Kéytdnnbéssa sulamiskayrdssad verrataan lampdtilaa fluoresenssisignaaliin.

Aluksi kaikki DNA on kaksijuosteisessa muodossa. Sulamiskayrdd tehtdessa
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lampétilaa nostetaan pikkuhiljaa kunnes DNA-juosteet ovat irronneet toisistaan.
Kun lampétila alkaa nousta rakenteen sulamispisteen kohdalle, DNA-juosteet
alkavat irrota toisistaan. Sulamispisteen kohdalla puolet DNA-juosteista ovat
erkaantuneet ja fluoresenssisignaali muodostaa piikin sulamiskayrélle. Sulamis-
kayran avulla voidaan siis paatella lopputuotteen puhtausaste. (Bustin ym.
2005)

4.2 TagMan

TagMan on koetin, jonka toiminta perustuu koetinmolekyylin sitoutumiseen ha-
luttuun DNA:han, mikd puolestaan aiheuttaa fluoresenssin nousun. TagMan
molekyylin on oltava rakenteeltaan sellainen, ettd se sitoutuu spesifisesti vain
halutun kohteen DNA:han. Taman lisaksi koettimen 5’-paa on merkitty fluore-
soivalla molekyylilla (esimerkiksi FAM) ja 3’-paa on merkitty vaimentajamolekyy-
lild (esimerkiksi TAMRA), jonka ei valttdmatta tarvitse olla fluoresoiva. Fluo-
resoinnin sijaan niin sanotut pimeéat vaimentajat voivat esimerkiksi tuottaa lam-
pda. (Sigma-Aldrich; Bustin ym. 2005; Behlke ym. 2005)

Reportterimolekyyli ja vaimentaja muodostavat yhdessa niin sanotun FRET-
parin (Fluorescence Resonance Energy Transfer), eli fluoresenssiresonans-
sienergian siirtoparin. Tama viittaa energian siirtoon lahella toisiaan olevien mo-
lekyylien kesken. Tésta johtuen reportterimolekyyli absorboi valoa, mutta lahella
sijaitseva vaimentajamolekyyli absorboi reportterimolekyylin energian. Taman
seurauksena reportterimolekyyli ei fluoresoi (tai fluoresoi hyvin vahan), ja sen
sijaan vaimentajamolekyyli fluoresoi, tai tuottaa lampdenergiaa riippuen vaimen-
tajasta. Taman toimimiseksi reportterimolekyylin on kuitenkin tuotettava energi-
aa aallonpituudella, jolla vaimentaja absorboi. Fluoresoivaa vaimentajaa kaytet-
tdessd on myds varmistuttava siitd, ettd fluoresoivan reportterimolekyylin ja
vaimentajamolekyylin fluoresenssit eivat tuota valoa samalla aallonpituudella,
mink& seurauksena laite tunnistaisi vaimentajamolekyylin fluoresenssin report-
terina. Esimerkki toimivasta parista on FAM reportterimolekyylind ja TAMRA
vaimentajana. (Kuviot 1. ja 2.) (Sigma-Aldrich; Behlke ym. 2005)
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Kuvio 1. 6-FAM molekyylin eksitaatio- ja emissiospektrit. (Exigon)
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Kuvio 2. TAMRA eksitaatio- ja emissiospektri. (Biosearch Technologies [osa
kuvastal)
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TagMan molekyyli sitoutuu spesifiseen DNA juosteeseen PCR:n aikana. Aluksi
vaimentajamolekyyli vaimentaa reportterimolekyylin fluoresenssin, jolloin tausta-
fluoresenssi jaa pieneksi. PCR:n edetessd Tag-polymeraasientsyymi “leikkaa”
seka reportterimolekyylin ettéd vaimentajamolelyylin irti koettimesta, jolloin ener-
giansiirto loppuu. Talléin reportterimolekyyli alkaa fluoresoida ja laite mittaa fluo-
resenssin nousun (kuva 3). (Eurogentec; Bustin ym. 2005)

3 -5
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Kuva 3. TagManin toiminta. Aluksi koetin (vihred) kiinnittyy DNA-juosteeseen.
Kun Tag-polymeraasientsyymi jatkaa samaan juosteeseen kiinnittyneita alukkei-
ta tehden DNA:sta kaksijuosteista se samalla irrottaa sekd reportterimolekyylin
(lamppu) ettd vaimentajamolekyylin (Q) koetinmolekyylista. Reportterimolekyyli
alkaa talléin fluoresoida. (Bustin ym. 2005, 367 [osa kuvasta])

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sade Harhio



19

Reaktio toimii vain yhteen suuntaan, joten sulamiskayran luominen ei ole mah-
dollista. Sulamiskayrén luomisen ei pitaisi olla my6skaan tarpeellista, silla vaik-
ka reaktiossa olisikin epapuhdasta DNA:ta, koettimen pitaisi olla niin spesifinen,
ettei se sitoudu muuhun kuin kohde DNA:han, jolloin epapuhtaudet eivat nay
tuloksissa. (Eurogentec; Bustin ym. 2005)

4.3 Bio-Rad iCycler

Tydssa kaytettava laite on noin viisi vuotta kayttamattémana ollut Bio-Rad iCy-
cler -Q-PCR-laite. (Peltoniemi 2012) Laitteessa kaytetddn 96-kuoppalevyja ja
siihen on maaritetty alueet (ns. maskit), joilta se mittaa jokaisesta kuopasta fluo-
resenssin erikseen. Alueen ulkopuolelle jaavaa fluoresenssia ei mitata, vaan se
katsotaan taustafluoresenssiksi. Laitteen ohjekirja suosittelee alueiden tarkis-
tamista sdanndllisin valiajoin ja kehottaa virittdmaan ne uudelleen, mikali laitetta

siirretdan. (Bio-Rad)

Laitteen kayttamattdmyyden seurauksena ei voida mydskaan olla varmoja lait-
teen oikeasta kalibroinnista. Laite on kalibroitava uudelleen aina kun kaytetaan
erilaista 96-kuoppalevya, kansimateriaalia, eri naytetilavuutta, fluoroforia tai eri-

laista fluoroforiyhdistelmaa. (Bio-Rad)
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Kuvio 3. Kaksijuosteiseen DNA:han kiinnittyneen SYBR Green | tuottama eksi-
taatio- ja emissiospektrit. (Hoffmeier 2006)

Ennen fluoroforien valintaa oli myds tarkistettava mitka filtterit on olemassa lait-
teeseen eli milla aallonpituuksilla fluoresoivia fluoroforeja voidaan laitteella mita-
ta. Laitteessa on vain yksi filtteripari: eksitaatiofiltteri joka virittda alueella 480-
500 nm ja emissiofiltteri joka suodattaa detektorille aallonpituudet alueella 515-
545 nm. (Bio-Rad) Valitut fluoroforit SYBR Green ja 6-FAM toimivat nailla alueil-
la (Kuvio 1. ja 3.). (Invitrogen; Metabion 2011)
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5 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Ennen kokeiden aloittamista oli varmistettava laitteen kaytettavyys. Aluksi oli
tarkistettava oikeiden suodattimien olemassaolo ja niiden oikea sijainti. Laitteen
toimintakyvyn varmistamiseksi laitteelle tehtiin "mask alignment” eli fluoresens-
sia mittaavien alueiden viritys kayttden Bio-Radin iCycler iQ Calibrator Dye So-
lution Set:sta I6ytyvaa External Well Factor -liuosta. Kyseinen toimenpide tehtiin
laitteen ohjekirjan mukaan (iCycler iQ Real-Time PCR Detection System Inst-
ruction Manual). Laite my6s kalibroitiin kdyttden Bio-Radin iCycler iQ Calibrator
Dye Solution Set:sta l6ytyvaad FAM kalibrointiliuosta. Laite kalibroitiin 20 pl nay-
tekoolle, Starlabin 96-kuoppalevylle ja Bio-Radin iCycler Optical Sealing Ta-
pe:lle. Myds tdma toimenpide tehtiin téysin ohjekirjan mukaan.

5.1 Naytteet

Tyb6ssa kaytetyt viljanaytteet olivat suurimmaksi osaksi kauranaytteita, mutta
mukana oli myds muutamia vehna- ja ohranaytteitd. Naytteet saatiin MTT:n vil-
jojen hometoksiiniseurannasta ja ne oli keratty eri puolilta Suomea. MTT:n Kas-
vintuotannon tutkimuksen laboratoriossa niistd oli ensin mitattu DON-pitoisuus
akkreditoidulla kaasukromatografi-massaspektrometri-menetelmalla. Testiin
otettiin mukaan naytteet, joiden DON-pitoisuus vaihteli 28 - 2600 pg/kg valilla
(Liite 1.). MTT:n kasvintuotannon yksikdsta saatiin myds puhtaita F. gra-
minearum ja F. culmorum DNA:ta, joita k&ytettiin standardisuorien tekoon ja

kontrolleina.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sade Harhio



22

5.2 DNA:n eristys ja DNA pitoisuuden mittaaminen

DNA eristettiin jauhetuista jyvanaytteista, joka teki eristyksesté tavallista haas-
tavampaa. Eristyksella on myés suuri vaikutus tuloksiin, silla jokaisen eristyksen
DNA saanto ei ole aina sama. Tassé tapauksessa jokaisesta naytteestd voi-
daan myds saada erilaisessa suhteessa isadntdkasvin DNA:ta ja Fusarium-
DNA:ta, seka tietysti mahdollisia muiden jauhoista I6ytyvien elididen DNA:ta.

Jokaisesta naytteesta tehtiin niin ollen kolme rinnakkaista eristysta.

Eristykseen kaytettiin Qiagenin DNeasy Plant Mini Kittia. Jauhonaytettéd punnit-
tiin analyysivaa’alla 20 mg MpBio lysing matrix —putkeen, jonka jalkeen ohjeesta
poiketen lisattiin lyysispuskuri ja hajotettiin nayte FastPrep FP120-laitteella 2x30
sekunttia. Taman jalkeen annettiin naytteiden olla jéilla viisi minuuttia, jonka
jalkeen hajotuskasittely toistettiin. Loput tehtiin ohjeen mukaan. Viimeisessa
vaiheessa kaytettiin 2x100 pl eluointipuskuria. Seka jauhonaytteita etta eristyk-

sia sailytettiin -20 °C pakastimessa.

DNA-pitoisuudet maaritettin MTT:n NanoDrop ND-1000 -laitteella. Jokainen

eristys mitattiin vahintdan kahdesti mittaustuloksen varmistamiseksi.

5.3 Alukkeet ja koettimet

Mitattaviksi Fusarium-lajeiksi valikoituivat Fusarium graminearum ja Fusarium
culmorum, niiden DON-toksiinin tuoton perusteella. Alukkeet ja koettimet naille
lajeille valittiin kirjallisuudesta (Taulukko 1.). Alukkeiden 5’-paa merkittiin fluore-
soivalla 6-FAM reportterimolekyylilla ja 3’-pada merkittiin fluoresoivalla TAMRA

vaimentajamolekyylilla. Alukkeet tilattiin Sigma Aldrich:lta.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sade Harhio



Taulukko 1. QPCR alukkeet ja koettimet

23

Laji Aluke/koetin Sekvenssi Lahde
Fusarium Forward CTCCGGATATGTTGCGTCAA (Yli-Mattila ym.
graminearum | Reverse CGAAGCATATCCAGATCATCCA 2008)

Probe TGAGAATGTCTTGAGGCAATGC-

GAACTTT

Fusarium Forward TCACCCAAGACGGGAATGA Waalvik  ym.
culmorum Reverse GAACGCTGCCCTCAAGCTT 2004)

Probe CACTTGGATATATTTCC

5.4 Aluketestit

Alukkeiden toiminta testattiin aluksi tavallisella PCR:lla ja geelielektroforeesilla.

Tavoitteena oli ndhda tuottivatko alukkeet odotetunlaisen tuotteen. Reagenssit

(Biotools) sekoitettiin aluksi Eppendorf-putkissa, jonka jalkeen seos ja naytteet

pipetoitiin PCR-putkiin. Reaktioseos oli taulukon 2. mukainen. PCR ajo toteutet-

tiin ThermoCycler-laitteella (Bio-Rad). Ajo-ohjelma oli taulukon 4. mukainen.

Taulukko 2. Aluke-testeissa kaytetty reaktioseos yhta reaktiota kohti

Komponentit Tilavuus (pl)
Vesi 11,0

Puskuri (10x) 1,0

MgCl, (50 mM) 1,0

dNTPs (10 mM) 10

Aluke Forward (20 pmol/pl) 0,5

Aluke Reverse (20 pmol/pl) 0,5

Taq 0,2

DNA (30 pmol/pl) 3
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Geelielektroforeesi toteutettiin GelRed-varjatylla 1,5 % TBE geelilla. Geeli ajet-
tiin 70 voltilla yon yli. Naytteind kaytettin MTT:Itd saatuja puhtaita F. gra-
minearum ja F. culmorum DNA-naytteitd sekd kahta rinnakkaista eristysta kah-

desta DONia sisaltavasta kevatvehnasta eristetysta naytteesta.

5.5 Q-PCR, SYBR green testit

SYBR Green testeilla tutkittiin seka laitteen toimintakykya etta alukkeiden toi-
mintakykya. Testien tarkoituksena oli ajaa suunniteltu ohjelma Iapi ja varmistaa,
etta laite toimii odotetulla tavalla ja varmistaa, etta laitteen detektointi toimii. Ha-
luttiin my6s varmistaa, ettd alukkeet monistavat spesifisesti odotetun kokoisen
tuotteen Q-PCR ajon aikana. Testeissa kaytettiin sekad F. graminearum, etta F.
culmorum spesifisia alukkeita. Kaytetty reaktioseos oli taulukon 3. mukainen.
Reaktioseos sekoitettiin aluksi Eppendorf-putkessa, jonka jalkeen seos ja nayt-
teet pipetoitiin 96-kuoppalevylle (Starlab) ja peitettiin optisella teipilla (iCycler
Optical Sealing Tape, Bio-Rad). PCR monistus ja fluoresenssin seuraaminen
tapahtui Bio-Radin iCycler Q-PCR laitteella. Ajo-ohjelma oli taulukon 4. mukai-

nen.

Taulukko 3. SYBR Green Q-PCR monistusten reaktioseos yhta reaktiota koh-
taan.

Komponentit Tilavuus (pl)
Vesi 3,0

Aluke, forward (10 pmol/pl) 1,0

Aluke, reverse (10 pmol/ul) 1,0

Bio-Rad 1Q SYBR Green Supermix 10

DNA 5
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Taulukko 4. Testeissa kaytetty Q-PCR monistusten ajo-ohjelma

Syklit Lampétila (°C) Aika
Alkulammitys 1 95 10 min
Monistus 45 95 10's
60 45 s
72 1s
Jaahdytys 1 40 10s

Testeissa kaytettin MTT:Ita saatujen F. graminearum ja F. culmorum lajien
puhdasta DNA:ta, sekd muutamien naytteiden DNA:ta. Nayte-DNA:t valittiin
niiden DON-pitoisuuden mukaan (matala pitoisuus ja korkea pitoisuus). Vertai-
luna testeissa oli mukana molempien lajien puhdasta DNA:ta, seka vesinayte.

Saadut Q-PCR lopputuotteet tutkittiin viela geelielektroforeesilla. Naytteet ajet-
tin 1,5 % TAE geelilla, joka varjattiin etidiumbromidilla. Geelia ajettiin noin kol-

me tuntia 110 voltilla.

5.6 Q-PCR, TagMan-testit

TagMan testeilla pyrittiin havainnoimaan mahdollisia ongelmia koettimien toi-
minnassa. Reaktioseos (Taulukko 5.) sekoitettiin aluksi Eppendorf-putkessa,
jonka jalkeen reaktioseos ja naytteet pipetoitiin 96-kuoppalevylle (Starlab) ja
peitettiin optisella teipilla (iCycler Optical Sealing Tape, Bio-Rad). Q-PCR reak-
tiossa kaytettiin taulukon 6. mukaista ajo-ohjelmaa. PCR monistus ja fluore-
senssin seuraaminen tapahtui Bio-Radin iCycler Q-PCR laitteella.
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Taulukko 5. TagMan Q-PCR monistusten reaktioseos yhta reaktiota kohtaan.

Komponentit Tilavuus (pl)
Vesi 2,8

Aluke, forward (10 pmol/ul) 1,0

Aluke, reverse (10 pmol/ul) 1,0

Koetin, probe (20 pmol/ul) 0,2

Bio-Rad iTaq Universal Probes Mastermix | 10

DNA 5

Taulukko 6. TagMan Fusarium graminearum Q-PCR monistusten ajo-ohjelma

Syklit Lampétila (°C) Aika
Alkulammitys 1 95 10 min
Monistus 45 95 10's
60 45 s
72 1s
Jaahdytys 1 40 10 s

Havaittiin, ettd Fusarium culmorum -koetin ei Kiinnity templaattiin, joten ohjel-

maa jouduttiin optimoimaan talle koettimelle. Optimointi tehtiin kdyttamalla 1am-

potilagradienttia valilla 55 °C — 45 °C monistuksen toisessa vaiheessa. (Tauluk-

ko 7., Kuva 4.)

Taulukko 7. Fusarium culmorum -alukkeen optimointiin kaytetty lampétilagra-

dienttiohjelma.

Syklit Lampétila (°C) Aika

Alkulammitys 1 95 10 min
Monistus 45 95 10's
45-55 30s
60 30s
Jaahdytys 1 40 10 s
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Kuva 4. F. culmorum -spesifisen koettimen optimoimiseksi tehty lampdtilagra-
dientti TagMan Q-PCR.

Aluke toimi kaikissa naissa lampétiloissa, mutta korkein lampétila, joka tuotti

parhaan tuloksen oli 48 °C. Tulos ei kuitenkaan ollut paras mahdollinen, joten

ohjelman lampétiloja muutettiin vield hieman (Taulukko 8.)

Taulukko 8. TagMan Fusarium culmorum Q-PCR monistusten ajo-ohjelma

Syklit Lampétila Aika
Alkulammitys 1 95 °C 10 min
Monistus 45 95 °C 10s
48 °C 30s
60 °C 30s
72°C 1s
Jaahdytys 1 40 °C 10 s
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5.7 Fusarium-sienten méaarittaminen

Maarityksissa kaytettiin fluoresoivia sekvenssispesifisia TagMan koettimia ja F.
graminearumille, seka F. culmorumille spesifisia alukkeita (Taulukko 1.). PCR
monistus ja fluoresenssin seuraaminen tapahtui Bio-Radin iCycler Q-PCR lait-
teella. Reaktioseos (Taulukko 5.) sekoitettiin aluksi Eppendorf-putkessa, jonka
jalkeen reaktioseos ja naytteet pipetoitiin 96-kuoppalevylle (Starlab) ja peitettiin
optisella teipilla (iCycler Optical Sealing Tape, Bio-Rad). Q-PCR reaktiossa kay-
tettiin taulukon 6. mukaista ajo-ohjelmaa F. graminearumille spesifisille alukkeil-
le ja koettimille ja taulukon 8. mukaista ajo-ohjelmaa F. culmorumille spesifisille
alukkeille ja koettimille.

F. graminearum -ajispesifisessd Q-PCR menetelmassa jokaisesta naytteesta
tehtiin kolme eristystd ja jokaisesta eristyksestd mitattiin kolme rinnakkaista
naytettd. F. culmorum -lajispesifisessd Q-PCR menetelmassa jokaisesta eris-
tyksesta mitattiin vain kaksi rinnakkaista naytetta. Naytteita ei laimennettu mit-
tauksia varten, joten niiden pitoisuudet vaihtelivat (liite 2).

Jokaisessa ajossa oli mukana viiden pisteen standardisuora, jonka avulla las-
kettiin jokaisen naytteen alkuperainen Fusarium-pitoisuus.
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6 TULOKSET JA TARKASTELU

Laitteen tarkastus, viritys ja kalibrointi eivat aiheuttaneet ongelmia ja laite on
toimintakykyinen.

DNA eristysten pitoisuusmittauksissa mittaustulokset olivat paasaantdisesti yh-
tenevia. Jauhonaytteen heterogeenisyydesta johtuvaa rinnakkaisten eristysten
vélistéd vaihtelua pyrittiin valttamaan sekoittamalla jauhonéaytteitd ennen varsi-
naisen eristysnaytteen ottamista. On kuitenkin mahdollista, ettd mekaanisesta
sekoituksesta huolimatta nayte jai heterogeeniseksi Fusarium-sienen suhteen
vaikka kokonais-DNA saannot olisivat samaa luokkaa.

6.1 Alukkeiden toimivuus

Molemmat alukeparit tuottivat samankokoisen tuotteen seka naytteilla, etta puh-
taalla alukeparille tarkoitetulla DNA:lla. Kaytettyjen F. culmorum -alukkeiden
tuottaman tuotteen koon pitéisi olla 60 bp (Moradi ym. 2012) ja F. graminearum
-alukkeiden laskettu koko 105 bp (Yli-Mattila ym. 2008; NCBI). F. graminearum-
lajispesifiset alukkeet monistivat vain F. graminearum-naytteestd oikeankokoi-
sen tuotteen. Sen sijaan F. culmorum-lajispesifiset alukkeet olivat epaspesifi-
sempid. Ne tuottivat mydés F. graminearum-lajin DNA:lla tuotteen, mutta kysei-
nen tuote oli selvasti F. culmorumille tyypillista tuotetta pienempi. (Kuva 5.)
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Kuva 5. F. culmorumja F. graminearum -lajispesifisten alukkeiden PCR gee-
lielektroforeesiajo. Vasemmalla puoliskolla on nelja kauranaytetta seka puhtaat
F. culmorum ja F. graminearum naytteet F. culmorum -spesifisillé alukkeilla mo-
nistettuna. Oikealla puoliskolla on samat nelja kauranaytettd seka puhtaat F.
culmorum ja F. graminearum néytteet F. graminearum -spesifisilla alukkeilla
monistettuna. Asteikkona 100 bp ladderit.

6.2 SYBR green testit

F. graminearum -spesifisilla alukkeilla tulos oli tyydyttdva - niin naytteilla kuin
puhtaalla DNA:lla sulamiskayrd osoitti saman sulamislampdtilan eli puhtaan
tuotteen. MyGs negatiivisissa kontrolleissa nékyi nousua, mutta Ct arvo oli suuri.
Sulamiskayran perusteella kyseinen tuote kuitenkin erosi hieman F. gra-
minearumia sisaltavien reaktioiden tuotteista. (Kuvat 6, 7, 8, 9.)
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Kuva 6. F. culmorum -spesifisen SYBR Green Q-PCR menetelman kynnyssyk-
likdyrd. Vasemmalla violetinsavyiset (vaalea 40 ng, tumma 20 ng) kayrat osoit-
tavat puhtaita F. culmorum naytteita, ruskea osoittaa reaktion, jossa naytteen
tilalla on vettd, turkoosi osoittaa puhdasta F.graminearum -DNA:ta siséltavan
naytteen ja loput osoittavat viljoista eristettyja naytteita.
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Kuva 7. F. graminearum -spesifisen SYBR Green Q-PCR menetelman kynnys-
syklikéyrd. Turkoosi (55 ng), pinkki (5 ng) sekd tummansininen (0,5 ng) kayra
osoittavat puhdasta F. graminearum -DNA:ta sisaltavat naytteet, lopussa nou-
seva sininen kayra osoittaa naytteen sijasta vettd sisaltavan reaktion, vihred
osoittaa puhdasta F. culmorum -DNA:ta sisdltdvan naytteen ja loput kayrat
osoittavat viljoista eristettyja naytteita.
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Kuva 8. F. culmorum -spesifisilla alukkeilla saatujen tuotteiden sulamiskayra
SYBR Green Q-PCR menetelmalla. Violetinsavyiset kayrat osoittavat puhtaita
F. culmorum naytteitd, ruskea osoittaa reaktion, jossa naytteen tilalla on vetta,
turkoosi osoittaa puhdasta F.graminearum -DNA:ta siséltavan naytteen ja loput
osoittavat viljoista eristettyja naytteita.
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Kuva 9. F. graminearum -spesifisilla alukkeilla saatujen tuotteiden sulamiskayra
SYBR Green Q-PCR menetelmalla. Turkoosi, pinkki sekd tummansininen kayra
osoittavat puhdasta F. graminearum -DNA:ta sisaltavat naytteet, lopussa nou-
seva sininen kayra osoittaa naytteen sijasta vetta sisaltdvan reaktion, vihred
osoittaa puhdasta F. culmorum -DNA:a sisaltdvan naytteen ja loput kayrat
osoittavat viljoista eristettyja naytteita.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sade Harhio




33

Puhdasta F. culmorumia siséltavien naytteiden kynnyssyklit olivat pienemmat
kuin muiden naytteiden kynnyssyklit, joka osoittaa vain huomattavasti standar-
deja pienemmat pitoisuudet F. culmorum DNA:ta. My6s negatiivisten kontrollien
fluoresenssi nousi, mutta niiden Ct arvot olivat erittdin suuret. Sulamiskayralla
puhdasta F. culmorumia sisaltdvissa naytteissa esiintyi vain yhta tuotetta, mutta
yllattden muissa naytteissad esiintyi kahta tuotetta, jotka eivat vastanneet F. cul-
morumin sulamislampétilaa. Negatiivisilla kontrolleilla esiintyi vain yhta tai kahta

muuta eri sulamislampdétilan tuotetta. (Kuva 9.)
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Kuva 10. F.graminearum -spesifisen Q-PCR menetelman SYBR green -varjatyn
lopputuotteen geelielektroforeesiajo TAE-geelilla. Kyseessd on Q-PCR testien
tuloksena tulleet naytteet eli puhdasta F. graminearum -DNA:ta sisaltavat nayt-
teet (S1, S2, S3), nelja kaurasta eristettya naytetta seka puhdasta F. culmorum
-DNA:ta sisaltava kontrolli seka vetta sisaltava kontrolli. Geelin molemmilla puo-
liskoilla on tdsmalleen samat naytteet, mutta vasemmalle puoliskolle pipetoitiin
6 ul ja oikealle puoliskolle 3 pul. Asteikkona 100 bp ladderit.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sade Harhio



34

FcF+FcR

1

Gyl nayte 3yl néyte

Neg. kontr
51 (40 ng)
52020 ng)
7.2
270-2
260-3_3
260-3_3
F.gram.
Neg. kontr.
51040 ng)
52020 ng)
2702
2702
260-3_3
260-3_3
F.gram.

—
—
—
e

_—
—
—
—

Kuva 11. F. culmorum -spesifisen Q-PCR menetelman SYBR green -varjatyn
lopputuotteen geelielektroforeesiajo TAE-geelilla. Kyseessa on Q-PCR testien
tuloksena tulleet naytteet eli vetta sisaltava kontrolli, puhdasta F. culmorum -
DNA:ta sisaltavat naytteet (S1, S2), nelja kaurasta eristettya naytettd seka puh-
dasta F. graminearum -DNA:ta sisaltava kontrolli. Geelin molemmilla puoliskoil-
la on tdsmalleen samat naytteet, mutta vasemmalle puoliskolle pipetoitiin 6 ul ja
oikealle puoliskolle 3 ul. Asteikkona 100 bp ladderit.

Molemmilla alukepareilla tehdyt PCR:t ajettiin my6s geelielektroforeesilla. Yllat-
tden F. graminearum -spesifiset alukkeet monistivat sekd puhtaasta F. gra-
minearum DNA:sta ettd kaura-naytteista ja negatiivisesta kontrollista oikeanko-
koisen tuotteen liséksi 2 epaspesifistd tuotetta. (Kuva 10.) F. culmorum -
spesifiset alukkeet monistivat puhdasta F. culmorum -DNA:ta siséltavilla nayt-
teillda kaksi erillistd tuotetta kun taas negatiivisilla kontrolleilla ja muilla naytteilla

monistui vain yksi selked tuote. (Kuva 11.)
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6.3 TagMan testit

F. graminearum spesifinen koetin toimi odotetusti eli fluoresenssin maara nousi

jyrkasti ja standardien Ct arvot jarjestyivat pitoisuuden mukaan (Kuva 12.).
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Kuva 12. F. graminearum -spesifisen koettimen testiajon tulos. Vaalea sininen
ja pinkki osoittavat puhdasta F. graminearum -DNA:ta sisaltavat naytteet, violetti
osoittaa vesinaytteen ja turkoosi, tummansininen seka ruskea osoittavat viljoista
eristetyt naytteet.

Fusarium culmorum -koetimella havaittiin kuitenkin ongelma. Todettiin, etta koe-
tin ei kiinnity templaattiin, joten ohjelmaa jouduttiin optimoimaan talle koettimel-
le. Lampdtilagradientin avulla saavutettiin koettimelle suotuisin I1ampdtila, joka
oli 48 °C. Tulos ei tallakdan lampétilamuutoksella ollut kuitenkaant paras mah-
dollinen, joten ohjelman lampétiloja muutettiin lisda. Uudella ohjelmalla puhdas
F. culmorum -standardi tuotti saman kynnyssyklituloksen kuin vastaavat F.
graminearum -standardit omalla koettimellaan. Fluoresenssi ei kuitenkaan

noussut kovin jyrkasti eikd korkealle. (Kuva 13.)
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Kuva 13. F. culmorum -spesifisen koettimen TagMan Q-PCR tulos Taulukon 8.
mukaisella ohjelmalla. Punainen osoittaa puhdasta F. cu/morum -DNA:ta sisal-
tdvan naytteen. Muut osoittavat vettd siséltavan naytteen, puhdasta F. gra-
minearum -DNA:ta siséltadvan naytteen seka yhden viljasta eristetyn naytteen.

6.4 Fusarium-sienen maarittaminen

Nayteaineiston lopullisissa F. graminearum -lajispesifisissd maarityksissa ei
havaittu ongelmia, mutta eri eristysten valilla oli jonkin verran variaatiota. Eris-
tysmenetelman toistettavuutta ja eristysten vaélista vaihtelua havainnoitiin las-
kemalla kynnyssykliarvojen variaatiokertoimet. F. graminearum -mittauksissa
variaatiokertoimien vaihteluvali oli 0,54-4,00 % keskiarvon ollessa 1,72 %. Tu-

lokset liitteessa 3.

F. culmorum koettimen todettiin edelleen toimivan kyseenalaisesti optimoinnin
jalkeenkin. Rinnakkaisten naytteiden, seka eristysten valilla oli Ct-arvoissa suu-
ria eroja ja useilla naytteilld fluoresenssi ei kasvanut ollenkaan, vaikka rinnak-
kaisella naytteelld fluoresenssi saattoikin kasvaa. F. culmorumin tapauksessa
variaatiokertoimien vaihteluvali oli 0,37-17,53 % keskiarvon ollessa 9,22 %.
Tulokset 10ytyvét liitteestd 4. Koettimen huonon toiminnan syy kuitenkin selvisi
mydhemmin. Kyseisen koettimen sulamislampétila on 32,9 °C. PCR reaktio
toimii paremmin kuin koettimen 3’-paassa TAMRAnN sijasta on mgb (minor groo-
ve binder), joka nostaa koetinmolekyylin sulamislampétilaa (Virkajarvi 2012).
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Alhaisissa lampétiloissa tapahtuu enemman epéaspesifistd sitoutumista, joka ei
ole tuloksen kannalta toivottavaa. (Kutyavin ym. 2000)

Naytteiden DNA-pitoisuuksien vaihtelun aiheuttamia poikkeamia tuloksissa py-
rittiin vahentdmaan normalisoimalla tulokset jakamalla saadut pitoisuudet nayt-
teen kokonais-DNA-pitoisuudella. Normalisointi tehtiin, jotta tulokset olisivat
keskendan vertailukelpoisia.

Naytteiden DNA-pitoisuudet eivat ole erityisen korkeita (Liite 2), jonka seurauk-
sena myods kynnyssykliarvot ovat verrattain korkeita. Kynnyssykliarvoja pystyisi
korottamaan suurentamalla eristetyn DNA:n konsentraatiota. Qiagenin DNeasy
Plant Mini Kitin ohjeen mukaan tdman pystyisi tekemaan pienentamalla eluuti-
ossa kaytetyn puskurin tilavuudet puoleen.

Saaduista tuloksista piirrettiin kuvaaja Fusarium-DNA-pitoisuuden ja DON-
pitoisuuden suhteen. F. graminerum todettiin korreloivan DON-pitoisuuden
kanssa melko hyvin korrelaatiokertoimen ollessa 0,8309 (kuvio 4). F. culmorum
pitoisuus puolestaan ei korreloinut DON-pitoisuuden kanssa ollenkaan korrelaa-
tiokertoimen ollessa 1x10”-7 (kuvio 5). Tulosta katsottaessa on otettava huomi-
oon tuloksen epaluotettavuus, mutta huono korrelaatio oli kuitenkin odotettavis-
sa (Yli-Mattila ym. 2011). Korrelaatioon vaikuttaa eri lajien samanaikainen esiin-
tyminen samassa kasvissa, joten eri lajeilla saadut tulokset pitaisi laskea myoés
yhteen ja naista piirtdd korrelaatiokuvio DON-arvojen suhteen. Tassa tapauk-
sessa kuvio ei kuitenkaan ole luotettava F. culmorum -spesifisen Q-PCR mene-

telman toimimattomuuden takia. (kuvio 6).
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Kuvio 4. DON-arvon korrelaatio F. graminearum -pitoisuuteen.
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Kuvio 5. DON-arvon korrelaatio Fusarium culmorum -pitoisuuteen.
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Kuvio 6. DON-arvon korrelaatio F. culmorumin ja F. graminearumin yhteenlas-
kettuun pitoisuuteen.
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Kvantitointi tapahtui standardisuorien avulla, joissa kaytettiin puhdasta F. cul-
morum ja F. graminearum DNA:ta. DNA-liuoksista valmistettiin kaksi rinnakkais-
ta laimennossarjaa kummastakin. Standardit ajettiin jokaisella mittauskerralla ja
naista piirrettya standardisuoraa kaytettiin naytteiden kvantitoimiseen. Joissakin
yksittdisissa tapauksissa pienin standardisuoran pitoisuus ei tuottanut tulosta
ennen ohjelman loppua. Talld ei kuitenkan ollut suurta vaikutusta itse standar-
disuoraan, eika toiseksi pienimman standardin jalkeen tapahtunut nousua nayt-
teissd ndissa tapauksissa. Standardisuorat olivat toistettavia eri ajankohtina
tehtyjen maaritysten valilla. Standardisuorien korrelaatiokerroin oli valilla 0,981-
0,998, keskiarvon ollessa 0,990. (Kuviot 7 ja 8)
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Kuvio 7. F. graminearum —lajispesifisella Q-PCR menetelmalla mitatut F. gra-
minearum-lajin DNA-laimennussarjojen kynnyssyklien keskiarvot eri ajokerroilla.
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Kuvio 8. F. culmorum —lajispesifisella Q-PCR menetelmalla mitatut F. culmo-
rum-lajin DNA-laimennussarjojen kynnyssyklien keskiarvot eri ajokerroilla.

Q-PCR reaktioiden tehokkuus ei ollut jokaisessa ajossa parhaimmasta paasta.
F. culmorum -spesifisissa kokeissa tehokkuus vaihteli valilla 95,6-122,2 %, kes-
kiarvon ollessa 110,1 %. F. graminearum -spesifisissa kokeissa tehokkuuden
vaihteluvéli oli 98,9-110,3 % keskiarvon ollessa 105,6 %. Kvantitointi on sita
tarkempaa mita lahemmaksi 100 % tehokkuutta paastaan. Tehokkuuden tulisi
olla valilla 90-110%. (FEM 2009, 92).
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7 LOPPUPAATELMAT

Tydn perimmainen tarkoitus oli sisdanajaa Fusarium -sienen kvantitoimiseen
kaytettava Q-PCR menetelma Bio-Radin iCycler -laitteella. Tydn aikana pystyt-
tiin onnistuneesti kvantitoimaan F. graminearum -lajin pitoisuuksia kaurassa,
ohrassa ja vehndssa. F. culmorumin osalta tyd jai hieman kesken ajallisista
syista, mutta koettimen oikean rakenteen my6téd myds tdman kvantitoinnin pitéi-

si onnistua.

F. graminearum osoitti positiivista korrelaatiota DON-pitoisuuksien suhteen. F.
graminearumin ja DON-pitoisuuksien korrelaatio on osoitettu tutkimuksissa ai-
kaisemminkin (Demeke ym. 2010). F. culmorum -tuloksia ei voi pitda kovin luo-
tettavina, eikd korrelaatiota niista 16ytynyt DON-pitoisuuksien kanssa. Korrelaa-
tion parantamiseksi olisi kuitenkin varmistettava, ettd kayralta 16ytyisi mahdolli-
simman tasaisesti naytteitd eri DON-pitoisuuksilla. Etenkin suuremmilla pitoi-
suuksilla ja raja-arvojen kohdalla olisi hyva olla enemman naytteita. Fusarium ei
aina tuota samalla tavalla toksiineja, vaan tuotantoon vaikuttavat erityisesti saa-
olosuhteet tiettyind kasvun aikoina, mink& seurauksena korrelaatio ei ole kos-
kaan taydellinen ja se saattaa vaihdella paljon eri vuosina.

Menetelmaa voi kayttdd DON-pitoisuuden arvioimiseen kun F. graminearum -
lajia 16ytyy mitattavasta viljasta. Arviot eivat kuitenkaan valttamatta ole erityisen
tarkkoja ja tarkan DON-pitoisuuden mittaamiseen onkin suositeltavaa kayttaa
tarkempaa menetelmaa. Menetelmaa on tarkoitus kayttda olemassaolevien vil-
jalajikkeiden Fusarium-kestavyyteen liittyviin alustaviin tutkimuksiin, joihin se
soveltuu. Menetelman ollessa kuitenkin verrattain hidas ja hintava on tarve te-

hokkaammalle menetelmalle.
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Taulukko 9. Naytteiden DON-pitoisuudet

Liite 1

Nayte DON (ug/kg) Nayte DON (ug/kg)
244-13 93 297-19 440
244-15 200 309-1 560
260-1 28 309-2 65
260-2 36 309-3 39
260-3 1400 3094 88
260-5 350 309-5 2200
260-6 1800 309-6 760
260-13 240 309-7 1700
278-3 570 309-8 580
278-6 190 309-9 890
278-7 350 309-10 240
278-11 730 309-11 370
278-12 1600 309-12 29
297-2 78 309-13 81
297-4 1900 309-14 2600
297-5 1100 309-15 700
297-6 93 309-16 210
297-7 58 309-17 88
297-8 270 309-18 1400
297-9 170 309-19 71
297-10 530 309-20 610
297-14 770 309-21 2200
297-16 190 309-22 130
297-17 810 309-23 390
297-18 380 309-24 240
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Liite 2

Taulukko 10. Naytteiden kokonais-DNA-pitoisuudet

Nayte Pitoisuus Ka (ng/ul) | Nayte Pitoisuus Ka (ng/ul) | Nayte Pitoisuus Ka (ng/ul)
297-2-1 69,17 |309-1-1 34,09 |309-13-1 27,68
297-2-2 47,32 |309-1-2 38,05 |309-13-2 27,61
297-2-3 39,99 |309-1-3 34,78 |309-13-3 27,52
297-4-1 59,03 |309-2-1 60,29 |309-14-1 39,07
297-4-2 41,82 |309-2-2 56,79 |309-14-2 39,64
297-4-3 36,92 |309-2-3 53,71 |309-14-3 34,72
297-5-1 39,63 |309-3-1 50,42 |309-15-1 42,96
297-5-2 28,88 |309-3-2 52,22 |309-15-2 35,95
297-5-3 34,68 |309-3-3 63,53 |309-15-3 32,92
297-6-1 54,16 |309-4-1 41,62 |309-16-1 33,26
297-6-2 48,44 |309-4-2 32,96 |309-16-2 34,93
297-6-3 39,98 |309-4-3 28,77 |309-16-3 30,65
297-7-1 45,28 |309-5-1 40,25 |309-17-1 32,72
297-7-2 37,27 |309-5-2 41,03 |309-17-2 41,08
297-7-3 38,43 |309-5-3 41,01 |309-17-3 29,01
297-8-1 44,95 |309-6-1 41,31 |309-18-1 46,66
297-8-2 39,71 |309-6-2 43,70 |309-18-2 38,76
297-8-3 35,97 |309-6-3 33,45 |309-18-3 41,94
297-9-1 41,86 |309-7-1 40,87 |309-19-1 35,06
297-9-2 29,83 |309-7-2 48,55 |309-19-2 36,46
297-9-3 35,11 |309-7-3 41,29 |309-19-3 38,58
297-10-1 45,53 |309-8-1 41,21 |309-20-1 40,22
297-10-2 41,79 |309-8-2 43,26 |309-20-2 34,07
297-10-3 37,68 |309-8-3 44,08 |309-20-3 35,88
278-3-1 55,52 |309-9-1 43,66 |309-21-1 33,20
278-3-2 43,89 |309-9-2 41,92 |309-21-2 34,00
278-3-3 23,26 |309-9-3 45,82 |309-21-3 33,77
260-1-1 35,34 |309-10-1 27,61 |309-22-1 32,76
260-1-2 39,41 |309-10-2 29,97 |309-22-2 26,97
260-1-3 35,28 |309-10-3 39,78 |309-22-3 31,42
260-2-1 40,71 |309-11-1 50,66 |309-23-1 27,09
260-2-2 35,76 |309-11-2 40,74 |309-23-2 25,96
260-2-3 34,25 |309-11-3 43,68 |309-23-3 31,38
260-3-1 55,96 |309-12-1 44,66 |309-24-1 35,88
260-3-2 44,62 |309-12-2 39,88 |309-24-2 40,03
260-3-3 26,03 |309-12-3 47,51 |309-24-3 32,49
(jatkuu)
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Taulukko 10. (jatkuu)

Liite 2

Nayte Pitoisuus Ka (ng/ul) Nayte Pitoisuus Ka (ng/ul)
260-5-1 49,35 297-14-1 50,73
260-5-2 41,85 297-14-2 48,92
260-5-3 51,78 297-14-3 43,40
260-6-1 54,42 297-16-1 33,90
260-6-2 37,23 297-16-2 32,92
260-6-3 40,36 297-16-3 30,59
260-13-1 26,65 297-17-1 31,24
260-13-2 21,50 297-17-2 32,96
260-13-3 30,33 297-17-3 25,18
278-6-1 37,69 297-18-1 39,73
278-6-2 48,03 297-18-2 35,12
278-6-3 44,83 297-18-3 32,87
278-7-1 55,25 297-19-1 28,71
278-7-2 40,52 297-19-2 26,37
278-7-3 39,99 297-19-3 31,48
278-11-1 27,33 244-13-1 28,35
278-11-2 30,78 244-13-2 35,38
278-11-3 25,81 244-13-3 34,69
278-12-1 38,65 244-15-1 28,54
278-12-2 32,10 244-15-2 29,43
278-12-3 40,93 244-15-3 27,89
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Taulukko 11. Fusarium graminearum Q-PCR tulokset

F. graminearum

Ka. F. graminearum

DNA | F. graminearum | DNA/kok. DNA DNA/kok. DNA

Vilja Nayte | Ct (ng/ul) | DNA (ng/ul) (pg/ul) (pg/wl) Std. | Std. %
Kaura 260-1_1(32,99| 35,34 0,00 0,05 0,09(0,03| 37,1%
Kaura 260-1_2 (32,08 | 39,41 0,00 0,09
Kaura 260-1_3 (31,83 | 35,28 0,00 0,12
Kaura 260-2_1 (32,56 | 40,71 0,00 0,06 0,07 (0,02 | 34,0%
Kaura 260-2_2(32,09| 35,76 0,00 0,10
Kaura 260-2_3 (33,03 | 34,25 0,00 0,05
Kaura 260-3_1 (28,88 | 55,96 0,04 0,69 1,84|1,57| 85,1%
Kaura 260-3_2 (26,92 | 44,62 0,16 3,62
Kaura 260-3_3 (29,17 | 26,03 0,03 1,21
Kaura 297-2_1(29,83| 69,17 0,02 0,27 0,190,07| 35,8%
Kaura 297-2_2(31,05| 47,32 0,01 0,17
Kaura 297-2_3 (31,46 | 39,99 0,01 0,14
Kaura 297-4_1 26,46 | 59,03 0,23 3,87 547 (1,41| 25,8%
Kaura 297-4_2(26,35| 41,82 0,25 6,00
Kaura 297-4_326,39| 36,92 0,24 6,54
Kaura 297-5_126,84| 39,63 0,17 4,36 6,42 2,53 | 39,4%
Kaura 297-5_2 (26,93 | 28,88 0,16 5,66
Kaura 297-5_3(26,05| 34,68 0,32 9,25
Kaura 297-6_1 (31,59 | 54,16 0,01 0,09 0,1410,06| 43,8%
Kaura 297-6_2 (31,49| 48,44 0,01 0,12
Kaura 297-6_3 (30,91 | 39,98 0,01 0,21
Kaura 297-7_1(30,42| 45,28 0,01 0,27 0,1710,09| 51,8%
Kaura 297-7_2 (31,78 | 37,27 0,00 0,12
Kaura 297-7_3(31,84| 38,43 0,00 0,12
Kaura 297-8_129,57| 44,95 0,02 0,51 0,60|0,08| 13,1%
Kaura 297-8_2(29,47| 39,71 0,02 0,62
Kaura 297-8_3(29,51| 35,97 0,02 0,66
Kaura 297-9_1(29,04| 41,86 0,03 0,78 1,20|0,38| 31,6%
Kaura 297-9 228,54 | 29,83 0,05 1,51
Kaura 297-9 328,48 | 35,11 0,05 1,32
Kaura 297-10_1|27,29| 45,53 0,12 2,55 2,51(0,77| 30,7%
Kaura 297-10_2 | 26,98 | 41,79 0,14 3,26
Kaura 297-10_3 28,01 | 37,68 0,06 1,72
Kaura 278-3_128,97| 55,52 0,03 0,58 1,4411,06| 73,6%
Kaura 278-3_2 (27,22 | 43,89 0,12 2,63
Kaura 278-3_3(29,25| 23,26 0,03 1,12

(jatkuu)
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Taulukko 11. jatkuu

F. graminearum | Ka. F. graminearum
DNA | F.graminearum DNA/kok. DNA DNA/kok. DNA
Vilja Nayte Ct | (ng/nl) DNA (ng/pl) (pg/ul) (pg/ul) | Std. Std. %
Kaura 309-1_127,12 | 34,09 0,13 3,68 2,27 1,22 | 53,8%
Kaura 309-1_2 | 28,04 | 38,05 0,06 1,69
Kaura 309-1_3|28,35| 34,78 0,05 1,46
Kaura 309-2_129,58 | 60,29 0,02 0,34 0,58 0,21 | 36,8%
Kaura 309-2_2|28,77 | 56,79 0,04 0,66
Kaura 309-2_3 28,66 | 53,71 0,04 0,75
Kaura 309-3_130,31| 50,42 0,01 0,24 0,24 10,04 | 15,8%
Kaura 309-3_2 30,54 | 52,22 0,01 0,20
Kaura 309-3_329,87 | 63,53 0,02 0,27
Kaura 309-4_1|30,05| 41,62 0,01 0,35 0,42(0,10 | 24,1%
Kaura 309-4_2|29,79| 32,96 0,02 0,54
Kaura 309-4_3|30,48 | 28,77 0,01 0,38
Kaura 309-5_1 25,71 | 40,25 0,35 8,57 10,59(3,62| 34,2%
Kaura 309-5_2 25,73 | 41,03 0,35 8,42
Kaura 309-5_3|25,02 | 41,01 0,61 14,77
Kaura 309-6_125,34| 41,31 0,45 10,98 5,39|4,85| 89,9%
Kaura 309-6_2 | 27,20 | 43,70 0,12 2,68
Kaura 309-6_3|27,65| 33,45 0,08 2,50
Kaura 309-7_1 25,64 | 40,87 0,27 6,52 5,66|0,86| 15,2%
Kaura 309-7_2| 25,79 | 48,55 0,23 4,81
Kaura 309-7_3|25,79 | 41,29 0,23 5,64
Kaura 309-8_127,28 | 41,21 0,08 1,89 1,8310,24| 13,2%
Kaura 309-8_2 (27,49 | 43,26 0,07 1,57
Kaura 309-8_3|27,09 | 44,08 0,09 2,04
Kaura 309-9_1 25,97 | 43,66 0,20 4,67 4,8910,68| 14,0%
Kaura 309-9_2 | 25,77 | 41,92 0,24 5,66
Kaura 309-9_3 26,06 | 45,82 0,20 4,35
Kaura 309-10_1 (30,00 | 27,61 0,01 0,37 0,30|0,06| 19,6%
Kaura 309-10_2 | 30,60 | 29,97 0,01 0,26
Kaura 309-10_3 (29,93 | 39,78 0,01 0,28
Kaura 309-11_1 | 28,38 | 50,66 0,03 0,68 0,71|0,03 4,1%
Kaura 309-11_2 | 28,59 | 40,74 0,03 0,72
Kaura 309-11_3 | 28,47 | 43,68 0,03 0,73
Kaura 309-12_1 30,25 | 44,66 0,01 0,21 0,18 (0,05| 26,4%
Kaura 309-12_2{30,30| 39,88 0,01 0,21
Kaura 309-12_3 (30,75 | 47,51 0,01 0,12
Kaura 309-13_1 30,53 | 27,68 0,01 0,26 0,24 0,01 5,4%
Kaura 309-13_2 (30,60 | 27,61 0,01 0,24
Kaura 309-13_3 30,67 | 27,52 0,01 0,23

(jatkuu)
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Taulukko 11. jatkuu

Liite 3

F. graminea- | F. graminearum Ka. F. graminea-
DNA rum DNA DNA/kok. DNA rum DNA/kok.
Vilja Nayte Ct (ng/ul) (ng/pl) (pg/l) DNA (pg/ul) Std. Std. %
Kaura 309-14_1| 24,77 39,07 0,50 12,71 11,02 | 1,52 13,8%
Kaura 309-14_2| 25,00 39,64 0,42 10,60
Kaura 309-14 3| 25,31 34,72 0,34 9,75
Kaura 309-15_1| 26,99 42,96 0,10 2,24 3,75| 2,60 69,2%
Kaura 309-15_2| 25,73 35,95 0,24 6,75
Kaura 309-15_3| 27,33 32,92 0,07 2,27
Kaura 309-16_1| 27,86 33,26 0,07 2,12 1,66| 0,40 24,1%
Kaura 309-16_2 | 28,42 34,93 0,05 1,39
Kaura 309-16_3| 28,50 30,65 0,05 1,48
Kaura 309-17_1| 30,03 32,72 0,02 0,53 0,60 | 0,26 43,2%
Kaura 309-17_2| 30,22 41,08 0,02 0,39
Kaura 309-17_3| 29,34 29,01 0,03 0,89
Kaura 309-18 1| 24,84 46,66 0,56 12,05 8,61 3,26 37,9%
Kaura 309-18 2| 25,69 38,76 0,32 8,24
Kaura 309-18 3| 26,19 41,94 0,23 5,56
Kaura 309-19_1| 30,44 35,06 0,01 0,37 0,23| 0,12 53,9%
Kaura 309-19_2| 31,44 36,46 0,01 0,17
Kaura 309-19_3| 31,70 38,58 0,01 0,14
Kaura 309-20_1| 26,91 40,22 0,14 3,37 4,42 1,18 26,7%
Kaura 309-20_2 | 26,40 34,07 0,19 5,70
Kaura 309-20_3 | 26,74 35,88 0,15 4,19
Kaura 309-21_1| 24,51 33,20 0,71 21,36 13,14 7,29 55,5%
Kaura 309-21_2| 25,99 34,00 0,25 7,47
Kaura 309-21_3| 25,52 33,77 0,36 10,59
Kaura 309-22_1| 29,03 32,76 0,03 0,97 0,64 | 0,29 45,4%
Kaura 309-22_2| 30,17 26,97 0,01 0,55
Kaura 309-22_3| 30,47 31,42 0,01 0,41
Kaura 309-23_1| 28,67 27,09 0,04 1,51 1,26 | 0,24 19,3%
Kaura 309-23_2| 29,29 25,96 0,03 1,03
Kaura 309-23_3| 28,74 31,38 0,04 1,22
Kaura 309-24_1| 29,06 35,88 0,03 0,87 0,99 | 0,28 28,8%
Kaura 309-24_2| 29,04 40,03 0,03 0,78
Kaura 309-24_3| 28,58 32,49 0,04 1,31
Kevatvehna 260-5_1| 27,39 49,35 0,17 3,40 3,47 | 1,34 38,6%
Kevatvehna 260-5_2| 27,13 41,85 0,20 4,84
Kevatvehna 260-5_3| 28,05 51,78 0,11 2,17
Kevatvehna 260-6_1| 24,30 54,42 1,61 29,65 26,33 | 3,02 11,5%
Kevatvehna 260-6_2| 25,21 37,23 0,88 23,73
Kevatvehna 260-6_3| 24,97 40,36 1,03 25,61
(jatkuu)
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Taulukko 11. jatkuu
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F. graminea- | F.graminearum Ka. F. graminea-
DNA rum DNA DNA/kok. DNA rum DNA/kok.

Vilja Nayte Ct (ng/pl) (ng/pl) (pg/ul) DNA (pg/ul) Std. | Std. %
Kevatvehna 278-6_1| 28,60 37,69 0,07 1,84 1,25| 0,53 | 42,1%
Kevatvehna 278-6_2| 29,36 48,03 0,04 0,82
Kevatvehna 278-6_3| 29,08 44,83 0,05 1,09
Kevatvehna 278-7_1| 27,87 55,25 0,12 2,17 3,51 | 1,37 | 39,0%
Kevatvehna 278-7_2| 27,65 40,52 0,14 3,46
Kevatvehna 278-7_3| 27,17 39,99 0,20 491
Kevatvehna 297-14_1| 25,60 50,73 0,30 6,01 4,88 1,03| 21,2%
Kevatvehna 297-14 2| 26,20 48,92 0,19 3,97
Kevatvehna 297-14 3| 26,14 43,40 0,20 4,66
Rehuohra 297-16_1| 29,21 33,90 0,02 0,66 0,83| 0,19| 23,3%
Rehuohra 297-16_2| 28,98 32,92 0,03 0,79
Rehuohra 297-16_3| 28,71 30,59 0,03 1,04
Rehuohra 297-17_1| 25,75 31,24 0,27 8,63 6,57 | 1,82 | 27,7%
Rehuohra 297-17_2| 26,39 32,96 0,17 5,17
Rehuohra 297-17_3| 26,59 25,18 0,15 5,92
Rehuohra 297-18_1| 27,88 39,73 0,06 1,45 1,93| 0,42 | 21,7%
Rehuohra 297-18_2| 27,50 35,12 0,08 2,17
Rehuohra 297-18_3| 27,59 32,87 0,07 2,18
Rehuohra 297-19_1| 27,41 28,71 0,08 2,86 2,29 | 0,58 | 25,5%
Rehuohra 297-19_2 | 28,24 26,37 0,04 1,69
Rehuohra 297-19_3| 27,56 31,48 0,07 2,33
Rehuohra 244-13 1| 31,49 28,35 0,01 0,32 0,36| 0,11 31,6%
Rehuohra 244-13 2| 30,52 35,38 0,02 0,49
Rehuohra 244-13 3| 31,35 34,69 0,01 0,27
Rehuohra 244-15_ 1| 30,81 28,54 0,01 0,48 0,44 | 0,08 | 18,0%
Rehuohra 244-15 2| 30,74 29,43 0,01 0,49
Rehuohra 244-15 3| 31,28 27,89 0,01 0,35
Rehuohra 260-13_1| 30,72 26,65 0,01 0,55 0,64| 0,08| 12,8%
Rehuohra 260-13_2| 30,74 21,50 0,01 0,67
Rehuohra 260-13_3| 30,22 30,33 0,02 0,70
Rehuohra 278-11_1| 28,24 27,33 0,09 3,29 3,43| 0,13 3,7%
Rehuohra 278-11_2| 27,98 30,78 0,11 3,54
Rehuohra 278-11_3| 28,29 25,81 0,09 3,46
Rehuohra 278-12_1| 26,44 38,65 0,34 8,68 8,87 | 1,70 | 19,2%
Rehuohra 278-12_2 | 26,44 32,10 0,34 10,66
Rehuohra 278-12_3| 26,60 40,93 0,30 7,27

Keskiarvo 3,29 1,00 32,15%

Maksimi 0,07 0,01 3,70%

Minimi 26,33 7,29 89,90%
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Taulukko 12. Fusarium culmorum Q-PCR tulokset

Liite 4

DNA

F. culmorum

F. culmorum
DNA/kok. DNA

Ka. F. graminea-
rum DNA/kok.

Vilja Nayte Ct | (ng/ml)| DNA (ng/pl) (pg/l) DNA (pg/ul) | Std. Std. %
Kaura 260-1_1 35,34 0,00 0,00
Kaura 260-1_2 39,41 0,00
Kaura 260-1_3 35,28 0,00
Kaura 260-2_1 40,71 0,00 0,00
Kaura 260-2_2 35,76 0,00
Kaura 260-2_3 34,25 0,00
Kaura 260-3_1 |[31,97| 55,96 0,00 0,01 0,04 0,06 |149,01%
Kaura 260-3_2 44,62 0,00
Kaura 260-3_3 (29,97 26,03 0,00 0,11
Kaura 297-2_1 69,17 0,00 0,00|0,00|173,21%
Kaura 297-2_ 2 (36,81 47,32 0,00 0,00
Kaura 297-2_3 39,99 0,00
Kaura 297-4 1 59,03 0,00 0,00
Kaura 297-4 2 41,82 0,00
Kaura 297-4 3 36,92 0,00
Kaura 297-5_1 (36,52 | 39,63 0,00 0,00 0,00|0,00|157,81%
Kaura 297-5_2 140,68 | 28,88 0,00
Kaura 297-5_3 34,68 0,00 0,00
Kaura 297-6_1 |[37,35]| 54,16 0,00 0,00 0,00|0,00|173,21%
Kaura 297-6_2 48,44 0,00
Kaura 297-6_3 39,98 0,00
Kaura 297-7 1 45,28 0,00 0,00
Kaura 297-7 2 37,27 0,00
Kaura 297-7 3 38,43 0,00
Kaura 297-8 1 |[38,60| 44,95 0,00 0,00 0,00|0,00|173,21%
Kaura 297-8 2 39,71 0,00
Kaura 297-8 3 35,97 0,00
Kaura 297-9 1 |[33,33]| 41,86 0,00 0,01 0,00|0,00|173,21%
Kaura 297-9 2 29,83 0,00
Kaura 297-9 3 35,11 0,00
Kaura 297-10_1 45,53 0,00 0,00
Kaura 297-10_2 41,79 0,00
Kaura 297-10_3 37,68 0,00
Kaura 278-3 1 55,52 0,00 0,00
Kaura 278-3 2 43,89 0,00
Kaura 278-3 3 23,26 0,00
(jatkuu)
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Liite 4

F. culmorum

Ka. F. graminea-

DNA | F. culmorum | DNA/kok. DNA rum DNA/kok.
Vilja Nayte Ct (ng/ul) | DNA (ng/pl) (pg/l) DNA (pg/ul) | Std. Std. %
Kaura 309-1 1 34,09 0,00 0,00
Kaura 309-1 2 38,05 0,00
Kaura 309-1 3 34,78 0,00
Kaura 309-2.1 | 36,01| 60,29 0,00 0,00 0,00| 0,00|173,21%
Kaura 309-2 2 56,79 0,00
Kaura 309-2_3 53,71 0,00
Kaura 309-3_1 50,42 0,00 0,00| 0,00(173,21%
Kaura 309-3_2 | 39,47 | 52,22 0,00 0,00
Kaura 309-3_3 63,53 0,00
Kaura 309-4_1 41,62 0,00 0,00
Kaura 309-4_2 32,96 0,00
Kaura 309-4_3 28,77 0,00
Kaura 309-5_1 | 28,61 | 40,25 0,01 0,33 0,12 0,18 | 153,19%
Kaura 309-5_2 41,03 0,00
Kaura 309-5_3 | 31,82| 41,01 0,00 0,03
Kaura 309-6_1 | 35,78| 41,31 0,00 0,00 0,03| 0,05 169,32%
Kaura 309-6_2 | 40,70| 43,70 0,00 0,00
Kaura 309-6_3 | 30,52| 33,45 0,00 0,09
Kaura 309-7_1 40,87 0,00 0,00| 0,00(173,21%
Kaura 309-7_2 | 39,24 | 48,55 0,00 0,00
Kaura 309-7_3 41,29 0,00
Kaura 309-8_1 | 42,54 41,21 0,00 0,00 0,01| 0,01|173,09%
Kaura 309-8_2 43,26 0,00
Kaura 309-8_3 | 32,25| 44,08 0,00 0,02
Kaura 309-9 1 | 37,44| 43,66 0,00 0,00 0,00| 0,00 157,72%
Kaura 309-9 2 | 33,88| 41,92 0,00 0,01
Kaura 309-9 3 45,82 0,00
Kaura 309-10_1| 36,48 | 27,61 0,00 0,00 0,11| 0,20(172,22%
Kaura 309-10_2| 40,00 29,97 0,00 0,00
Kaura 309-10_3| 28,58 | 39,78 0,01 0,34
Kaura 309-11 1| 27,40| 50,66 0,01 0,65 0,25| 0,35|142,08%
Kaura 309-11 2| 42,37| 40,74 0,00 0,00
Kaura 309-11_3| 30,16| 43,68 0,00 0,09
Kaura 309-12 1| 30,97 | 44,66 0,00 0,05 0,02| 0,03 |167,25%
Kaura 309-12_2| 37,07 | 39,88 0,00 0,00
Kaura 309-12_3| 36,66 | 47,51 0,02 0,00
Kaura 309-13 1| 36,76 | 27,68 0,00 0,00 0,00| 0,01 153,25%
Kaura 309-13 2| 33,52 27,61 0,00 0,01
Kaura 309-13_3 27,52 0,00

(jatkuu)
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Taulukko 12. jatkuu

Liite 4

DNA

F. culmorum

F. culmorum
DNA/kok. DNA

Ka. F. graminea-
rum DNA/kok.

Vilja Nayte Ct| (ng/ul) | DNA (ng/ul) (pg/l) DNA (pg/ul) Std. Std. %
Kaura 309-14_1| 30,14 | 39,07 0,00 0,11 0,04| 0,06 |141,81%
Kaura 309-14_2| 35,50| 39,64 0,00 0,00
Kaura 309-14_3| 33,04 | 34,72 0,00 0,01
Kaura 309-15_1 42,96 0,00 0,00| 0,00| 86,83%
Kaura 309-15_2| 42,01 | 35,95 0,00 0,00
Kaura 309-15_3| 42,23 | 32,92 0,00 0,00
Kaura 309-16_1 33,26 0,00 0,00
Kaura 309-16_2 34,93 0,00
Kaura 309-16_3 30,65 0,00
Kaura 309-17_1| 37,79 32,72 0,00 0,00 0,00| 0,00 83,21%
Kaura 309-17_2| 34,87 | 41,08 0,00 0,00
Kaura 309-17_3| 34,67 | 29,01 0,00 0,00
Kaura 309-18 1| 36,91 | 46,66 0,00 0,00 0,05| 0,08 |172,78%
Kaura 309-18 2 38,76 0,00
Kaura 309-18 3| 29,02| 41,94 0,01 0,14
Kaura 309-19_1| 35,30| 35,06 0,00 0,00 0,02| 0,03 |167,75%
Kaura 309-19_2 36,46 0,00
Kaura 309-19_3| 30,38 | 38,58 0,00 0,05
Kaura 309-20_1 40,22 0,00 0,00| 0,00(173,21%
Kaura 309-20_2 34,07 0,00
Kaura 309-20_3| 35,19 35,88 0,00 0,00
Kaura 309-21_1| 32,02| 33,20 0,00 0,02 0,01| 0,01|173,21%
Kaura 309-21_2 34,00 0,00
Kaura 309-21_3 33,77 0,00
Kaura 309-22_1| 34,24| 32,76 0,00 0,00 0,00| 0,00 94,81%
Kaura 309-22_2 26,97 0,00
Kaura 309-22_3| 3495| 31,42 0,00 0,00
Kaura 309-23_11 36,93 | 27,09 0,00 0,00 0,00| 0,00 150,49%
Kaura 309-23_2 25,96 0,00
Kaura 309-23_3| 33,83 | 31,38 0,00 0,00
Kaura 309-24_1 35,88 0,00 0,24| 0,21 | 87,52%
Kaura 309-24_2| 27,98 | 40,03 0,01 0,32
Kaura 309-24_3| 28,03| 32,49 0,01 0,38
Kevatvehna | 260-5_1 49,35 0,00 0,01| 0,02(173,12%
Kevatvehna | 260-5_2 | 40,89 | 41,85 0,00 0,00
Kevatvehna | 260-5_3 | 30,62 | 51,78 0,00 0,03
Kevatvehna | 260-6_1 | 41,47 | 54,42 0,00 0,00 0,00| 0,00 | 166,45%
Kevatvehna | 260-6_2 37,23 0,00
Kevatvehna | 260-6_3 | 36,53 | 40,36 0,00 0,00

(jatkuu)
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Taulukko 12. jatkuu

Liite 4

DNA

F. culmorum

F. culmorum
DNA/kok. DNA

Ka. F. grami-
nearum
DNA/kok. DNA

Vilja Niyte Ct (ng/ul) | DNA (ng/pl) (pg/ul) (pg/ul) Std. Std. %

Kevatvehna | 278-6_1 37,69 0,00 0,00| 0,00 173,21%

Kevatvehna | 278-6_2 48,03 0,00

Kevatvehna | 278-6_3 37,44 | 44,83 0,00 0,00

Kevatvehna | 278-7_1 32,86 | 55,25 0,00 0,02 0,01| 0,01|173,21%

Kevatvehna | 278-7_2 40,52 0,00

Kevatvehna | 278-7_3 39,99 0,00

Kevatvehna | 297-14 1 50,73 0,00 0,00| 0,01|173,21%

Kevatvehna | 297-14 2 | 33,85| 48,92 0,00 0,01

Kevatvehna | 297-14 3 43,40 0,00

Rehuohra 297-16 1 33,90 0,00 0,00

Rehuohra 297-16 2 32,92 0,00

Rehuohra 297-16 3 30,59 0,00

Rehuohra 297-17 1 31,24 0,00 0,03| 0,04 139,21%

Rehuohra 297-17 2 | 34,78 | 32,96 0,00 0,01

Rehuohra 297-17 3 | 32,43 | 25,18 0,00 0,07

Rehuohra 297-18 1 39,73 0,00 0,00| 0,00|173,21%

Rehuohra 297-18 2 35,12 0,00

Rehuohra 297-18 3 | 35,37 | 32,87 0,00 0,01

Rehuohra 297-19 1 28,71 0,00 0,00| 0,00173,21%

Rehuohra 297-19 2 26,37 0,00

Rehuohra 297-19 3 | 37,92| 31,48 0,00 0,00

Rehuohra 244-13 1 | 32,24| 28,35 0,00 0,02 0,34| 0,58 167,39%

Rehuohra 244-13 2 | 26,72 | 35,38 0,04 1,01

Rehuohra 244-13 3 | 32,83 | 34,69 0,00 0,01

Rehuohra 244-15 1 | 35,24 | 28,54 0,00 0,00 0,02| 0,03 | 166,35%

Rehuohra 244-15 2 29,43 0,00

Rehuohra 244-15 3 | 30,77 | 27,89 0,00 0,05

Rehuohra 260-13_1 | 37,87 | 26,65 0,00 0,00 0,01| 0,01 145,05%

Rehuohra 260-13_2 | 35,11 | 21,50 0,00 0,01

Rehuohra 260-13_3 30,33 0,00

Rehuohra 278-11_1 | 36,97 | 27,33 0,00 0,00 0,01| 0,02 | 160,89%

Rehuohra 278-11 2 | 31,16| 30,78 0,00 0,04

Rehuohra 278-11 3 | 36,44 | 25,81 0,00 0,00

Rehuohra 278-12 1 38,65 0,00 0,00

Rehuohra 278-12 2 32,10 0,00

Rehuohra 278-12 3 40,93 0,00
Keskiarvo 0,03 0,05 157,01%
Maksimi 0,34 0,58 173,21%
Minimi 0,00 0,00 83,21%
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