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Tatra kasvupind Eestis on viimase 10 aasta jooksul kasvanud 13 korda. 2017. aasta seisuga on
kogu tatra pinnast 72% mahetootmises, kus ei tohi kasutada stunteetilisi taimekaitsevahendeid
térjumaks vBimalikke patogeene. Paraku puudub tatral tdna ldvend tooraine turule saatmisel
inimorganismile ohtlike mikotoksiinide sisalduse suhtes. T60 eesmargiks oli koguda erinevad
tatra seemnepartiid ning maérata neis esinevad mikotoksiine tootvad seened ning nende
arvukus. TO0s uuriti 8 erinevat partiid 7 erinevalt tootjalt. Nendest kasvatati vélja
puhaskultuurid, eraldati DNA ning seente universaalpraimerite abil teostati PCR analids.
Saadud produktid sekveneeriti ning jarjestuse vordluses andmebaasidega tuvastati seente
taksonoomiline kuuluvus. Fusarium spp. tuvastamiseks teostati perekonnaspetsiifilise
praimeriga PCR analliis. T60 tulemusena tuvastati partiidest 29 erinevat seeneliiki vOi
perekonda, nendest potentsiaalselt mukotoksiine tootvaid oli 14, ehk 48%, kuulusid need
Alternaria, Fusarium, Cladosporium, Aspergillus ja Penicillium perekondadesse. Fusarium spp.
proov oli positiivne kdigil Eesti péritolu partiidel, ainsana oli Fusariumi suhtes negatiivne

Leedust parit Rimi seemnepartii. Tulemused nditavad, et Eestis turustatavatel tatra partiidel




esineb potentsiaalselt mukotoksiine tootvaid seeneliike. Edasi tuleks laiendada analliusitavate

partiide hulka, et saada ette laiem pilt olukorrast.

Marksonad: tatar, mikotoksiinid, seened, saastumine
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The population of buckwheat has grown over 13 times in last 10 years. By the year 2017 72% of its
growth area was organic, where using synthetic fungicides is prohibited. Unfortunately there are no limits
for mycotoxin contain, that are toxicous for human. The aim of this study was to collect different batches
of buckwheat to determine abundance of mycotoxin-producing fungi. Reasearch covered 8 different
batches from 7 producers. Purecultures were grown out, DNA was isolated and PCR analysis was
performed using universal primers. The resulting product was sequenced and the taxonomic affiliation
of the fungi was determined by comparison with databases. For detection of Fusarium spp. PCR analysis
with family-specific primers was carried out. As a result of this research 29 different fungal species or
families were identified, 14 (48%) of which were potentially mycotoxin-producing, belonging to
Alternaria, Fusarium, Cladosporium, Aspergillus and Penicillium families. All of Estonian originated
batches were Fusarium positive, only negative was from Lithuania, sold by Rimi. The results show that
buckwheat on the Estonian market is contaminated with potentially mycotoxin-producing fungi. Further

wider analysis is needed to carry out to get wider picture of fungi potentially contaminating seeds.

Keywords: buckwheat, mycotoxin, fungi, contamination




SISUKORD

SISUKORD ...ttt b e s bt e b e e s nn e e s b e e e s e e ann e 5
SISSEJUHATUS ..ttt b e e b e sn e e b e e e n e enne e 7
1. KIRJANDUSE ULEVAADE ......c.coooiititietctee ettt 8
1.1 Tatra (Fagopyrum esculentum) tANTSUS. ........c.ccvererieiee i 8
1.2 Mikotoksiinide esineming tatra SEEMNELES ........ccccoveriririririciee e 10
1.3 Miikotoksiine produtseerivad SEENEA..........cccveieiieiieie e 11
IR T A 1 T g = L = T o o SO OS PP 11
1.3.2 FUSATTUM SPP. weeveeieitieitie it eie st este et st e ste et e ta e s te e e s st e s aeeteeseeabaesbeaneesaaeneeneeanaereens 11
1.3.3 CladOSPOITUM SPP. .eviiiriieiieiei ettt sttt bbbttt bbbttt 12
1.3.4 PeNICHTIUM SPP...iitiiiiiiiiieeee bbbt 12
1.3.5 BOUIYEIS SPP. veeueereeteteitesii ettt sttt b bbbttt b e bbbt 12

1.4 Muud tatral SINEVAA SEENEM .........oiuiiiiiiieiiiieie e 13

2. MATERJAL JA METOODIKA ... ..ot 14
2.1 Katsematerjali KOQUIMINE ...........oiuiiiiiiccie ettt 14
2.2 Seenorganismide madramine KultuuripBhiselt............ccoooviiiiiiiiiie, 14
2.2.1 Seemnes sdilivate seenorganismide puhaskultuuri viimine..............ccoccooviiieienn. 14
2.2.2 Seente puhaskultuuridest DNA eraldaming ..........ccocoovvirieienenene e 15

2.3 Fusarium spp. tuvastaming SeemnepPrOOVIAEST .........cuevveieriverireiesieseere e sie e seeneeans 16

3. TULEMUSED ...ttt ekttt ettt et e e b e nine s 18

3.1 Tatra seemneproovidest leitud seente puhaskultuuride ja nendest potentsiaalselt

miikotoksiine produtseerivate SEENte arVUKUS ..........ccceivvereiierieeriesieseesie e eee e nee e 18
3.2 Tatra seemneproovidest tuvastatud seeneliigid .............ccooveiiiiiii e, 19
3.3 Perekonnaspetsiifiliste praimeritega tuvastatud Fusarium Spp.........cccvveviievieiiieeninenn 21
4 ARUTELU ...t e b e e e s bb et e e s sbbe e e e s nnbreeeeaas 23



KASUTATUD KIRJANDUS ... . 25
I Y 5 PR OUSRSURRSPRN 29
Lisa 1. Lihtlitsents I6put6o salvestamiseks ja tldsusele kattesaadavaks tegemiseks........ 30
ning juhendaja(te) kinnitus 16putdo kaitsmisele lubamise kohta.............cccoveeiiiinenne 30



SISSEJUHATUS

Taasiseseisvunud Eestis alustati tatrakasvatusega 1996. aastal. Sel ajal oli kultuuri
kasvupinnaks 100 ha. Suurt muutust pindalas ei esinenud 2000. aastate I6puni, nditeks 2010.
aastal oli kasvupinnaks vaid 300 ha (Statistikaamet 2022). Tanu toidu tarbimise teadlikkuse
tdusule on tekkinud turg toortatrale. Tulenevalt selle tootmist soodustavatele mahetoetustele
kasvatati 2021. aastal tatart juba 5900 hektaril, millest 5400 ha oli mahetootmine
(P6llumajandus- ja Toiduamet 2022). Tatrast on saanud osa tervisliku toidu programmist, kuna
tegu on vahendudliku taimega, millel puudub tagasihoidliku kasvupinna tottu tugev kahjurite
populatsioon, keda peaks sunteetiliste pestitsiididega tdrjuma. SeetGttu on tatrakasvatus

voimalik mahetootmises, mis loob eeldused keskkonnasobralikuks tootmiseks.

Selline tootmine ei taga tingimata patogeenide vaba saaki. Paraku puudub téna selge levaade,
kas ja millises mahus sisaldavad turustatavad toortatra seemned seeni, mis on vGimelised
tootma inimorganismile kahjulikke mikotoksiine (Keriene 2018). Miukotoksiine tootvaid
seeneliike on uuringute tulemusena seostatud néiteks vahkkasvajate ja seedehéirete

soodustajatena (Soriano et al. 2004).

ToO eesmargiks on tatra seemnetes esinevate potentsiaalselt mukotoksiine produtseerivate
seeneliikide arvukuse maaramine. Hupotees: tatra seemetes esineb mikotoksiine

produtseerivaid seeni.
Uurimist6dd on toetatud Eesti Maaulikooli Taimetervise dppetooli omafinantseeringu allikast.

Kéesoleva to0 autor tdnab seemnepartiide tootjaid: Rehekivi OU, FIE Karmo Jiirgeson,
Torvaaugu Mahe talu OU, FIE Virgo Mihkelsoo Viira talu, FIE Hainer Kaine Mae talu.

LOputdo juhendajaid Dr. Kaire Loit ja Britt Puidet Eesti Maallikooli taimetervise dppetoolist.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Tatra (Fagopyrum esculentum) tahtsus

Tatar (Fagopyrum esculentum) on tiha enam tdusmas esile kui suure rasv— ja aminohapete ning
vitamiinide ja mineraalide allikana (Arendt et al. 2013). Kuna tegu on gluteenivaba
toiduainega, on ta sobilik ka gluteenitalumatusega inimestele (Skerritt 1986). Lisaks on katsed
naidanud tatra probiootlisi omadusi. Naiteks on rottidel 14bi viidud uuringus suurenenud tatra
soomisel mikrobioloogiline aktiivsus kehas ning soolestikule kasulikke piimhappebakterite

osakaal (Prestamo et al. 2003).

Viimaste aastate statistika pdhjal on néha, et tatra kasvupind maailmas on kasvanud 10 aastaga
21% vorra 2,94 min hektarini (joonis 1). Poole vdhem on suurenenud keskmine saagikus, olles

12% vdrra suurem aastal 2008 olnud 0,92 tonnise hektarisaagikusega.

Tatra kasvupind ja saagikus maailmas aastatel 2008 - 2017
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Joonis 1. Tatra kasvupind ja saagikus maailmas aastatel 2008-2017 (Faostat 2022).

Aastatel 2009-2010 toimunud langust nii saagikuses kui ka kasvupinnas saab seletada 2008.
aastal alanud tlemaailmse majanduskriisiga. Neil aastatel vahenes tatra kasvupind 22,4% ehk

ligikaudu poole miljoni hektari vorra. Samuti langes saagikus 17,4% vdrra 0,76 tonnini hektari

kohta.
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Eestis on viimastel aastatel tatra kasvatus hlppeliselt kasvanud. Majanduskriisile jargnenud
67% langus 2009 aastal on aastaks 2017 asendunud 13-kordse tdusuga (joonis 2). Vastavalt
Pdllumajandus— ja Toiduameti andmetele (2017) on kasvupind sel perioodil kasvanud 400
hektarilt 5278 hektarini. Kui aastatel 2009 kuni 2014 oli kasv keskmiselt 100% aastas, siis
aastatel 2015 kuni 2017 neljakordne. Selline muutus on seletatav Euroopa liidu uue
toetusperioodi alusega aastal 2014, mil alustati enam mahetootmise toetamist. Kuna valdavas
osas parineb Eestis tatra tootmine mahepdllumajandusest, kasvas seeldbi ka tatrakasvatuse
populaarsus. Naiteks kasvatati 2017 aastal 5278 hektarilisest tatra kogupinnast 72% ehk 3812

ha mahetootmises.

Kasvupind (ha) Tatra kasvupind ja saagikus Eestis aastatel 2008 - 2017 g,yqikus (tha)
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Joonis 2. Tatra kasvupind ja saagikus Eestis aastatel 2008-2017 (FaoStat 2022).

Saagikus on olnud pérast 2008. aasta kriisi kullaltki hippeline. Kui aastal 2009 kasvupind
vahenes, siis vastupidiselt, kasvas saagikus samal aastal 22%. Pérast seda on tulnud samas ligi
50% langus, kuid ajapikku on see taastunud. 2017. aastaks on saagikus vorrelduna 2008.
aastaga suurenenud 28%, ehk 0,5 tonnilt hektari kohta 0,64 tonnise hektarisaagikuseni. Eesti

keskmine saagikus on maailma omast ligi 0,4 t/ha vorra madalam.



1.2 Mukotoksiinide esinemine tatra seemnetes

Uha suurenev rahvastikuarv tdhendab ka suuremat ndudlust toidu ja toitainete jarele, mistottu
peab intentsiivistuma ka tooraine tootmine. Intensiivsem tootmine tdahendab aga suuremat
sOltuvust keskkonnatingimustest ja soodsamat kasvulava erinevate seente levikuks (Kozjek et
al. 2021). Katmaks vajadusi ja vdhendamaks kilviga seotud riske kasutatakse (iha enam
stinteetilisi fungitsiide, mis voivad omada keskkonnale kahjuliku mdju.

Vahendamaks keemilise too0tlemise osakaalu, on Kkatsetatud ka erinevate termiliste
seemnetdotlusviisidega, mis aga harva annavad 100% toksiinide tekkimise vastase moju
(Karlovsky et al. 2016). Uks neist on tatra seemnete tootlemine kiillma plasmaga, mis ei sobi
kilvieelseks tootluseks, kuna katsed nditasid olulist langust idanevuses ja vahest mdju
Alternaria spp. neutraliseerimisele (Mravile et al. 2021). Samas on selline to6tlusviis sobilik
tooraine tootlemiseks peale koristust. Veel on kasutatud kiiritamist (Lorenz et al. 1975),
osoneerimist (Allen et al. 2003), mikrolainetega (Vadivambal et al. 2007) ja
ultraviolettkiirgusega tootlemist (Maftei et al. 2013). Siiski on saagi saastumine erinevate
mikroorganismide, sealhulgas saastumine erinevate seeneostega suur oht teraviljade tootmisele
alates kasvatamisest kuni saagi hilisema to6tlemiseni tehastes, kuna tkski eelnimetatud
viisidest pole praktikas suurte mahtude puhul veel kasutatav.

On taheldatud, et tatras vOib esineda 36 erinevat liiki seeni, mis kuuluvad enam kui 22
perekonda (Milevoi 1989). Tatras esineb peamiselt kahte tilipi seeni: taimede kasvu ajal ja laos
seemneid koloniseerivad seeni. Enne koristust on aktiivsed Alternaria, Fusarium,
Cladosporium, Rhizopus liigid, seevastu laos aga Aspergillus ja Penicillium liigid (Hocking
2003). Kahju ei piirne vaid toidu mukotoksilisusega, vaid méjub ka tdsise majandusliku
kahjuna, tooraine kvaliteedi kehvenemisena, mis omakorda vOib véhendada IGpptoote
toitevaartust (Los et al. 2018). Miikotoksiinidega saastunud toit mdjub organismile toksiliselt

ning voib viia tosiste tusistusteni voi isegi surmani (Paterson et al. 2010).
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1.3 Mikotoksiine produtseerivad seened

1.3.1 Alternaria spp.

Uheks vdimalikuks miikotoksiinide allikaks on Alternaria spp, mis on laialdaselt levinud nii
atmosfaaris kui ka mullas. Tatra taimes on enamlevinuimaks seeneliigiks Alternaria alternata
(Logrieco et al. 2003). Erinevad Alternaria liigid toodavad erinevaid sekundaarseid
metaboliite. A. alternata suudab toota rohkem kui 70 sekundaarset metaboliiti, millest osa on
keemiliselt méaratletud kui mikotoksiinid (Logrieco ja Bottalico 1992). Need mukotoksiinid

kuuluvad kolme struktuursesse klassi (Bottalico ja Logrieco 1998):

1) Tetramiinhappe derivaadid, néiteks tenuasoonhape
2) Diiensopurooni derivaadid, néiteks alternariool, alternariool mono-metidleeter ja
altenueen

3) Periileeni derivaadid, néiteks altertoksiin

Uuringud on ndidanud, et neist tenuasoonhapet on seostatud inimese veresoonkonna
talitlushéiretega. Altertoksiini puhul v@ivad tekkida geneetikahdired, nditeks inimese
topoisomeraasi kahjustumist. (Dall'Asta, et al. 2014). Lisaks on leitud vdimalik soodumus
soogitoru vahkkasvaja tekkeks (Soriano et al. 2004).

1.3.2 Fusarium spp.

Teiseks koristuseelseks potentsiaalseks mikotoksiinide allikaks on Fusarium spp, mis
mdojutavad kasvuajal taime juurestikku, pdhjustades seal potentsiaalselt médanikku (Milevoi
1989). Enamasti on selle perekonna seentega nakatumise pdhjuseks mehaaniline kahjustus
taimel, mille tulemusena on taimestik nérgenenud ja vastuvdtlikum erinevatele kahjustajatele.
Fusarium seente levikut pdllul soodustavad soojad ja niisked ilmastikuolud (Singh et al. 1989).
Katsete tulemusena on selgunud, et ladustamisel séilivad Fusariumi eosed vaid liihiajaliselt
(Neergaard 1977). Seemnete idanevus on Fusarium perekonda kuuluvate seentega saastunud
seemnematerjali puhul olnud 94% (Kovacec et al. 2016). Antud perekonna enamlevinuimateks
mikotoksiinideks on (D"Mello et al. 1999):

1) Trichothecenes, neist tuntuim deoxynivalenool (DON), mida on seostatud erinevate
seedehéirete sagenemise ja Uleuldiste toitumuslikke probleemide tekkega (Ganesan et
al. 2022).

11



2) Zearalenone (ZEN) mdjub negatiivselt keha hormonaalsele tasakaalule, mis omakorda
viib erinevate vGimalike vahkkasvajate tekkeks nditeks rindkeres, eesnddrmes voi
emakakaelas (Rogowska et al. 2019)

3) Fumonisins on samuti Uheks voimalikuks vahkkasvajate tekke soodustajaks organismis
(Henry ja Wyatt 1993)

1.3.3 Cladosporium spp.

Cladosporium perekonna seeneliigid pdhjustavad taimedele kasvuaegseid kahjustusi, naiteks
antud seentega nakatunud pirnide puhul on téheldatud kaubandusliku valimuse kahjustumist
(Park et al. 2008). Koristusjargselt on mérgatud ka kasvuajal nakatanud pirnide edasise
kvaliteedi languse jatkumist (Wenneker et al. 2014). Tuvastatud on tatra seemne idanevuse

langus tugeva nakkuse korral ning seeldbi saagikuse langus (Kovacec et al. 2016).

1.3.4 Penicillium spp.

Penicillium on sage tooraine riknemisega seotud seeneperekond toiduainetddstuses (Perrone ja
Susca 2017). Lisaks vélimuse muutusele on nende puhul iseloomulikuks tunnuseks ka tajutav
organoleptiline muutus algproduktis. Samas otsest ohtu inimese tervisele nad ei kujuta, kuna
nende organismide kasvuks ei sobi inimeste kehale iseloomulik 37 °C. Peamiselt on

Penicillium spp. poolt produtseeritavateks miikotoksiinideks:

1) Ohratoksiin A omab nefrotoksilist, kantsero — ja teratogeenset mdju ja on seetdttu
inimeste jaoks véga ohtlik (Park et al. 2018)

2) patuliin (PAT) pdhjustab immuunsussiisteemi ndrgenemist, seedeelundkonna
probleeme ja nérviststeemi héireid (Pal et al. 2017)

3) tsuklopiasoonhape (CPA) avaldab negatiivset mdju erinevatele organitele, naiteks

neerud ja maks (Antony et al. 2003)

1.3.5 Botrytis spp.

Botryts cinerea on laialt levinud erinevate pdllukultuurite seemnetes séiliv patogeen,
pohjustades ulatuslikku kahju (Kumar et al 2020). Botrytis on samuti tooraine riknemisega
seotud seeneperekond, néiteks Botrytis cinerea on vGimeline pdhjustama hahkhallitust vaga
paljudele kultuuridele (Fillinger ja Elad 2016). See muudab toidu kasutuskdlbmatuks ja

pohjustab suuri majanduslikke kahjusid.
12



1.4 Muud tatral esinevad seened

Lisaks potentsiaalselt mukotoksiine tootvatele seentele esineb tatral taimega siimbioosis
olevaid seeni. Uhena neist on levinud tatra puhul Epicoccum nigrum (Kurowski et al. 2012).
Peamiselt on see seen seotud taimejédénuste esmase langunemisega mullas, kuid lisaks on
taimele oluline partner kahjulike mikroorganismidega voitlusel (de Fafaro et al. 2012).
Sealjuures on uuringud tBestanud seenel vahkkasvajavastast toimet inimestele (Rao et al.
2021).

Aureabasidium spp. on sarnaselt Epicoccum spp. laialt levinud seeneperekond (Kurowski et al.
2012). Aureabasidium pullulans puhul nditavad uuringud seene mdju taime lehtedel esinevate

haiguste vastu (Grube et al. 2011).
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2. MATERJAL JA METOODIKA

2.1 Katsematerjali kogumine

Katseks vajalikud tatrapartiid koguti nii otse tootjatelt kui soetati ka erinevatest
kaubanduskettidest. Partiide valikul oli eesmargiks erinevatest piirkondadest materjalide
kogumine, saamaks v@imalikult mitmekilgne teave potentsiaalselt miukotoksiine
produtseerivate seente esinemistest tooraines. Jargnevas tabelis on valja toodud k&esolevas
t00s analliusitud tatrapartiid ja nende péritolu (tabel 1).

Tabel 1. Analusis kasutatud proovid, nende téhistus ja paritolu

Partii nimi (proovi tahis) Tootja asukoht
Rehekivi OU (R) Ladne - Virumaa
FIE Karmo Jiirgenson (J) Ladne - Virumaa
Tdrvaaugu talu (T) Raplamaa

Viira talu (V) Valgamaa
Remedyway kestaga (RW1) Ida - Virumaa
Remedyway kestata (RW2) Ida - Virumaa
Rimi (R) Leedu

Mée Talu FIE (HK1) Pdlvamaa

Mée Talu FIE (HK2) Pdlvamaa

2.2 Seenorganismide maaramine kultuuripdhiselt

2.2.1 Seemnes sdilivate seenorganismide puhaskultuuri viimine

Igast partiist vOeti juhuslikult 10 seemet. Need pindsteriliseeriti 2 minutit 5%
naatriumhdpokloriti lahuses. Seejarel teostati kahekordne loputus destilleeritud vees 2 minuti
viltel. Peale loputust seeme kuivatati filterpaberil ning valiti kolm juhuslikku tera, mis asetati

tardsootmega Petri tassile. Tassid mérgistati ning suleti parafiinfilmiga 6hukindlalt (joonis 3).
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Joonis 3. Petri tassile kilvatud proovid Mae talust (foto: Kusti Aavik).

Peale nadalast kasvamist kontrolliti Petri tasse ja kilvati erinevate morfoloogiliste tunnustega
seenisolaadid steriilse kulvindelaga uuele steriilsele PDA tardsodtmele, mida hoiti
toatemperatuuril. Protseduuri korrati kuni kdikide erinevate seente puhaskultuuride valja
kasvamiseni. Seenisolaatide DNA eraldati puhaskultuuri viidud seente mitseelist, mis kraabiti
steriilse skalpelliga s66tmelt ja asetati mikrotsentrifuugituubi.

2.2.2 Seente puhaskultuuridest DNA eraldamine

DNA eraldati puhaskultuuridest nn lldsilahuse meetodiga vastavalt Loit et al. (2019)
protokollile, mida antud t60 jaoks modifitseeriti. Mutseelile lisati 100 pl liusilahust (Solis
Biodyne Buffer B, Tartu, Eesti) ja 2,5 pl laia toimespektriga proteaasi Proteinase K (Thermo
Scientific, Waltham, MA, Ameerika Uhendriigid) ning inkubeeriti ile66 56 °C juures. Edasi
kuumutati proovi 15 minutit 98 °C juures, et inaktiveerida Proteinase K. Seejarel tsentrifuugiti
proovid 2 minutit 11000 rpm juures. Peale tsentrifuugimist pipeteeriti vedelik véltides sadet
uude steriilsesse Eppendorf tuubi ning saadud lahusest tehti 10x lahjendused, mida kasutati

edasi PCR-reaktsioonides.
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2.2.3 Seente universaalpraimeritega PCR anallitisSeente universaalpraimereid (ITS) kasutades
viidi labi PCR-reaktsioon, mille tarbeks kasutati 1 pl eelnevalt eraldatud ja lahjendatud DNA
lahust, millele juurde lisati 5 pl Hot FIREPol Blend Master Mix’i, 18 ul destilleeritud vett,
0,5ul périssuunalist praimerit ITS1- F (5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3') (Gardes ja
Bruns 1993) ja 0,5 ul vastassuunalist praimerit ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3)
(White et al. 1990). PCR analiius viidi l&bi Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Hamburg,
Saksamaa) masinaga. PCR reaktsioonitsukkel oli jargmine: DNA ahelate esmane
denaturatsioon (15 minutit, 95°C), seejarel 40 korduvat tsuklit, mis koosnesid ahelate
denaturatsioonist (15 sekundit, 95°C), praimerite seondumisest (30 sekundit, 55°C) ning DNA
stinteesist (60 sekundit, 72°C). Programmi 18petas DNA stinteesi lisaetapp I16ppekstensioon (10
minutit, 72°C), kus DNA polumeraas slnteesib I6puni Uheahelalised DNA 16igud. PCR
reaktsiooni produkti kontrolliti geelelektroforeesil, milleks valmistati 1% agaroosgeel 0,5x
TBE puhvris. Amplifitseeritud DNA 18igu olemasolu geelis visualiseeriti Uvidoc (Cambridge,

Suurbritannia) geelipildistamise masinal.

PCR produktid saadeti Tartu Ulikooli genoomika instituudi tuumiklaborisse Sanger taisteenuse
tellimusena. Sekveneerimine teostati ITS 5 praimeriga (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG -3) (White et al. 1990). TU tuumiklabori poolt
edastatud toored sekventsi failid analtiusiti BioEdit programmiga (versioon 7.2.5). Viimases
etapis toimus jdrjestuste blast UNITE (Abarenkov et al. 2010) ja NCBI GenBank

andmebaasides (Barrett et al. 2015), mille alusel tuvastati seente taksonoomiline kuuluvus.

2.3 Fusarium spp. tuvastamine seemneproovidest

Fusarium seente tuvastamiseks vdeti igast partiist juhuslikult 13 tera ja purustati need
uhmerdamise teel. Igast proovist kaaluti steriilsetesse 2 ml tsentrifuugtuubidesse kolm 0,03 g
bioloogilist kordust. lgasse tuubli lisati kolm steriilset metallkuuli ning proovid
homogeniseeriti Retsch MM 400 homogenisaatoris (Retsch GmbH, Haan, Saksamaa). DNA
eraldati spetsiaalse eralduskomplektiga DNeasy Plant Mini Kit vastavalt tootjapoolsetele

juhistele.

Eraldatud DNA jarjestamiseks kasutati pollimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) meetodit. Jargiti
nested PCR protokolli, et suurendada reaktsiooni tundlikkust. Kahe amplifikatsioonreaktsiooni

jaoks kasutati kahte erinevat praimerite paari. Esimese reaktsiooni puhul olid kasutusel Fa+7
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(5"-AACGTCGTCATCGGCCACGTCGACTCT-3") ning Ra+6 (5°-
ACATACCAATGAGGTGACATAGTAGCG-3"), teise reaktsiooni jaoks kasutati praimereid
Fa (5°- TCGTCATCGGCCACGTCGACTCT-3") ja Ra (5°-
CAATGACGGTGACATAGTAGCG-3") (Karlsson et al. 2016).

Esimene reaktsioonisegu sisaldas 5 pl Solis Biodyne PCR segu 5x HOT FIREPol Blend Master
Mix (Tartu, Eesti), 1 ul DNA-d, 0,5 ul praimereid (20 mM) ja 18 pl PCR-i kvaliteediga vett.
Teine reaktsioonisegu sisaldas samuti 5 ul PCR segu, kuid 0,25 ul praimereid (20 mM), 18,5
ul vett ning 1 ul esimese PCR reaktsiooni produkti.

PCR viidi labi termotsikleriga Eppedorf Mastercycler nexus (Eppendorf AG, Hamburg,
Saksamaa). PCR programm seadistati m6lema reaktsiooni puhul esmase denaturatsiooniga 95
°C 15 minutit, I6ppekstensiooniga 72 °C 10 minutit ning 30 korduvaks tsikliks ahelate
denaturatsiooniga 95 °C 15 sekundit ja DNA siinteesiga 72°C 60 sekundit. Praimerite
seondumiseks seadistati 1 minut ning temperatuuriks satestati 67 °C esimesel reaktsioonil ning

69 °C teisel reaktsioonil.
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3. TULEMUSED

3.1 Tatra seemneproovidest leitud seente puhaskultuuride ja nendest

potentsiaalselt mukotoksiine produtseerivate seente arvukus

Kaheksast seemnepartiist kasvas PDA so6tmel valja 29 puhaskultuuri (joonis 4). Neist 14, ehk

osakaalult 48% olid potentsiaalselt mikotoksiine produtseerivad seeneliigid.

Mukotoksiini
produtseerijaid %

100
90
80
70
60
5
4
3
2
2
HK1 HK2 J R RK RW T \Y

Partii

o O o o o o

Joonis 4. Seemnepartiidest tuvastatud seentest mikotoksiine tootvate seente osakaal.

Seeneliikidest 15 ehk 52% ei olnud potentsiaalselt mikotoksiine tootvad. Need olid valdavalt

tatra taimega simbioosis olevad seened, mis toorainele ehk seemnele olulist mdju ei avalda.

Edasise analulsi kdigus eemaldati samas proovis korduvad seeneliigid ja —perekonnad, et
véltida puhaskultuuride kilvamisel saadud korduseid. Osakaalult enim esines potentsiaalselt
mukotoksiine produtseerivaid seeneliike partiides Rimi (R), Rehekivi (RK), Remedyway (RW)
ning Torvaaugu talu (T) 100% tuvastatud liikidest olid potentsiaalselt mukotoksiine tootvad.
Jargnes Mée talu 2 partii 57%, Jurgensoni (J) 50%, Viira talu (V) 45% ning Mée Talu 1 partii
25%.

Koige arvukamalt tuvastati seenekultuure Viira talu (V) partiis, kokku 13. Neist potentsiaalseid
miukotoksiinide produtseerijaid 4 kultuuri (joonis 5.)
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Joonis 5. Seemnepartiidest tuvastatud seente arvukus.

Mée talu MK2 partiist tuvastati kuus erinevat seeneliiki, nendest potentsiaalselt mikotoksiine
tootvaid seeneliike oli neli. Neli seeneliiki tuvastati Jirgensoni partiist J1.2, millest kaks olid
potentsiaalselt mukotoksiine tootvad. Kolm seeneliiki esines Mée talu partiis HK1, neist ks
oli potentsiaalselt mikotoksiine tootev. Jirgensoni partiis J1.1 ja Rehekivi seemnepartiis RK
esines vordselt kaks seeneliiki, neist esimese puhul oli mikotoksiine tootev ks liik, teisel
molemad tuvastatud liigid. Ainult (ks liik suudeti tuvastada Rimi (R) ja Remedyway (RW)
seemnepartiist ning mélemad osutusid ka muikotoksiine tootvateks. Uheksa seeneliiki tuvastati
Viira talu (V) seemnepartiist, millest neli liiki kuuluvad potentsiaalselt mikotoksiine

produtseerivate seente hulka.

3.2 Tatra seemneproovidest tuvastatud seeneliigid
Kokku tuvastati tatra seemnetest véljakasvanud 29 puhaskultuurist 11 erinevat seeneliiki. 8

korral Onnestus seente mé&aramine vaid perekonna tasemel. Kdige enam tuvastati
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seemneproovidest Alternaria alternatat, 7 korral (joonis 6). Kuuel korral esines Epicoccumi

nigrum.

Seeneliik

Penicillium hordei
Penicillium sp.
Penicillium griseofulvum
Fusarium sp.

Fusarium avenaceum
Boeremia exigua
Aureobasidium pullulans
Ascochyta rabiei
Arthrinium sp.

Cladosporium sp

Cladosporium cladosporioides
Botrytis cinerea
Didymella/ Phoma rhei

Epicoccum nigrum

Alternaria alternata

0 1 2 3 4 5 6 7
Esinemissagedus (korda)

Joonis 6. Seemnepartiidest tuvastatud seeneliigid ja nende arvukus

Cladosporium spp, liike esines kolmel korral, millest 2 puhul oli tegu liigiga Cladosporium
cladosporioides. Samuti kolmel korral esines Penicillium liike. Kaks korda tuvastati nii
Didymella/Phoma rhei kui ka Botrytis cinerea ning perekondade Fusarium liike, millest
tuvastati thel juhul Fusarium avenaceum. Veel esines proovides uihel korral Boeremia exigua,

Aureabasidium pullulans, Ascochyta rabiei ning Arhriniumi liike.
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3.3 Perekonnaspetsiifiliste praimeritega tuvastatud Fusarium spp.
Teostatud analuis Fusarium spp. perekonnaspetsiifiliste praimeritega néitas, et saastumine

Fusarium seentega oli valdav. (Joonis 7).

vi V2 V3 n 12 13 T1 T2 T2 R1 R2 R3 RWI1-1 RW1-2 RWI1-3 RW2-1 RW2-2 RW2-3 HK1-1

HK1-2 HK1-3 HK2-1 HK2-2 HKZ-3 neg posl  pos2

Joonis 7. Fusarium perekonnaspetsiifiliste praimeritega l&bi viidud PCR geelil.

Viira talu kdik kolm proovi kordust andsid Fusarium perekonna suhtes positiivsed tulemused.
Jurgensoni ja TGrvaaugu talul olid positiivsed 2 kordust. Rimi tootepartiist voetud proovid olid
kdik negatiivsed. Remedyway kordused olid kdik positiivsed. Mée talu puhul olid kdik kahe
partii kordused peale ihe positiivsed. Kuna tegemist oli proovide bioloogiliste kordustega,

vdime juba Uhe positiivse proovi korral veenduda, et proovis esineb Fusarium seeni (tabel 2).

Tabel 2. Fusarium spp. perekonnaspetsiifiliste praimeritega analtiisitud proovid ja nende

tulemused
Partii Fusarium spp.
V (Viira talu) Positiivne
J (Jurgenson) Positiivne
T (Tdrvaaugu) Positiivne
HK1 (Mée talu partii 1) Positiivne
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HK2 (Méae talu partii 2) Positiivne
R (Rimi) Negatiivhe
RW (RemedyWay) Positiivne
RK (Rehekivi) Positiivne
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4. ARUTELU

Tatras esinevate mikotoksiine tootvate seeneliikide esinemist on seni vaga vahe uuritud. Tatra
edasise populaarsuse kasvu jatkumisel muutub (ha aktuaalsemaks toodetud saagi seire.
Tapsemalt tuleb seirata voimalike patogeenide sisaldust tatraseemnetes (Keriene 2018). Téna
puudub selge Ulevaade, mil madral sisaldab turule joudev tatar seeneliike, mis on
potentsiaalselt vdimelised tootma erinevaid miikotoksiine, mis muuhulgas véivad kujutada
ohtu ka inimese tervisele (Paterson et al. 2010). Valdavas osas on Eestis tatrakasvatuse puhul
tegu mahetootmisega ja seega puudub intensiivne tbrje slnteetiliste fungitsiididega,
vahendamaks patogeenide hulka nii pdllul kui seeldbi ka tulevases saagis (P6llumajandus ja
Toiduamet 2022). Seetdttu on maailmas katsetatud erinevate alternatiivsete viisidega saagi

tootlemisel, kuid suurt l1abimurret selles valguses pole toimunud (Karlovsky et al. 2016).

To06s uuritud partiidel esines mitmeid Kirjanduses esile toodud enimlevinud potentsiaalselt
milkotoksiine tootvaid seeneliike: Alternaria, Fusarium, Cladosporium, Aspergillus ja
Penicillium (joonis 6). Kdige rohkem esines kogutud partiides potentsiaalsetest mukotoksiinide
tootjatest Alternaria spp. ja kdige vdhem Penicillium liike. Ei tuvastatud Rhizopus spp.
esindajaid, mida uuringute tulemusena samuti tatralt leitud (Hocking 2003). Seega voib t66s
kasutatud partiides esineda miukotoksiinidega saastumist ning tooraine kvaliteedi langust

tulenevalt partiist leitud seeneliigi elutegevusele.

Fusariumi esinemist p8hjustab taimel valdavalt mehaaniline kahjustus, kuna selle tagajarjel
saab taim kahjustada ja nGrgeneb ning on vastuvotlikum patogeenidele (Singh et al. 1989).
Fusarium seente levikut soodustavad soojad ja niisked ilmastikuolud. Antud seeneperekonda
kuuluvad liigid on uurimuste tulemusena néidanud kolme ohtliku mukotoksiini tootmist.
Deoxynivalenool (DON) (Ganesan et al. 2022), zearalenone (ZEN) (Rogowska et al. 2019)
ning fumonisins (Henry ja Wyatt 1993) on soodustavateks faktoriteks vahkkasvaja tekkeks
inimorganismis. Antud uurimust6ds kasutatud partiides esines Fusarium liike kdigis Eesti

paritolu seemnetes.

Edaspidi tuleks uurida suurema mahuliselt erinevaid tatrapartiisid, et saada referents Eesti turu
olukorrast. Samuti peaks olema uuringusse kaasatud need partiid, mis pole kull Eestis toodetud,
kuid turustatakse siin. Lisaks vordlus mahe — ja tavatootmise vahel nditaks, kas fungitsiidide

kasutus omab reaalselt mdju turustatava saagi ohutusele.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas uurimustdds koguti 8 erinevat tatra seemnepartiid nii Eestist kui ka Leedust.
Eesmargiks oli tuvastada ja méérata tatraseemnetes esinevate potentsiaalselt mukotoksiine
produtseerivate seeneliikide olemasolu ja nende kultuuripdhiselt ning Fusarium spp.
tuvastamiseks teostati perekonna spetsiifilise praimeriga seemnetest saadud PCR reaktsiooni

produktiga vordlus.

T60s kasutatud seemnepartiidest suudeti kokku tuvastada 29 seeneliiki. Enim esines neid Viira
talus, kust leiti 13 erinevat liiki. Jargnesid Méae Talu 2 partii kuue liigiga, Jurgesoni partiid kuue
liigiga, Mée Talu 1 partii kolme liigiga, Rehekivi kahe liigiga ning Remedyway, Rimi ning
Tdrvaaugu Talu Uhe liigiga. Potentsiaalselt mukotoksiine tootvaid seeneliike esines 48%
juhtudest, ehk pea iga teine tuvastatud seen voi seeneperekond. Proovide 18ikes leidus sellist
tlupi seeni 100% ulatuses Rimi, Remedyway, Rehekivi ning Torvaaugu talu partiides. Mae
Talu 2 proovis oli mikotoksiine tootvaid liike 57% tuvastatud liikidest, Jirgensoni partiis 50%,
Viira talus 45% ning Made Talu 1 proovis 25%. Puhaskultuuridest olid potentsiaalselt

muikotoksiine tootvad 48% liikidest.

Fusarium spp. liikide esinemine kdigis antud uurimustfds kasutatud Eestist périt partiides

naitab selgelt selle seeneperekonna laialdast levikut seemnetes.

Tulemustest vdib jareldada, et uurimustods kasutatud partiides esines potentsiaalselt
milkotoksiine esinevaid seeneliike. See nditab, et tulevikus tuleks jatkata mukotoksiinide

sisalduse maaramist tatraseemnetest.
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