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Tiivistelma
Anna-Liisa Vilimaa', Satu Latvala® ja Lea Hiltunen'

' Luonnonvarakeskus (Luke), Paavo Havaksen tie 3, 90570 Oulu
2 Luonnonvarakeskus (Luke), Tietotie 4, 31600 Jokioinen

Kanadanvesirutto (Elodea canadensis) on laajalle levinnyt haitallinen vieraslaji Euroopassa, ja
Suomessa se on levinnyt moniin jarviin Koillismaalla seka Etela- ja Keski-Suomessa. Vesirutto-
biomassan kayttoa erilaisiin sovelluksiin on selvitetty, mutta vesiruton lehtien mikrobiyhtei-
soja ei ole juurikaan tutkittu. Tassa tyossa selvitimme vesiruttokasvustoista eristettyjen bak-
teerien hyddyntamis- ja tuotteistamismahdollisuuksia rehu-, elintarvike-, biostimulantti- ja
biotorjuntasovelluksiin.

Tydssa hyddynnettiin vuonna 2019 Vuotunki-jarvesta Koillismaalta kerattyja naytteita ja niista
luotua 129 isolaattia kasittavaa kokoelmaa. Valtaosa kolmestakymmenesta sekvensoidusta
bakteeri-isolaatista pystyttiin tunnistamaan sukutasolle 16S rRNA -geenisekvenssin perus-
teella. Tunnistetut isolaatit edustivat kymmenta eri bakteerisukua, joista osa on Suomessa
melko tuntemattomia, kuten Duganella, Exiguobacterium ja Pantoea. Entsyymiaktiivisuustes-
tauksissa sellulaasiaktiivisuutta osoittivat Bacillus-, Duganella- ja Exiguobacterium -sukujen
isolaatit, proteaasiaktiivisuutta Bacillus-, Exiguobacterium-, Pseudomonas- ja Lactococcus-su-
kujen isolaatit seka fytaasiaktiivisuutta Pseudomonas- ja Pantoea -sukujen isolaatit. Jatkotutki-
musten kannalta kiinnostavaa on, etta jotkut isolaatit olivat aktiivisempia 15°C:ssa kuin
20°C:ssa. Tama antaa viitteita siitd, etta kyseiset isolaatit voivat olla psykrotrofisia bakteereita,
joiden tuottamat entsyymit toimivat matalissa lampotiloissa. Tallaisten entsyymien avulla on
mahdollista vahentaa prosessien energiankulutusta.

Vesirutosta eristettyjen ja maljakokeissa (in vitro) lupaavia tuloksia antaneiden bakteeri-iso-
laattien taudinestovaikutuksia selvitettiin kahdessa isantakasvi-taudinaiheuttaja-systeemissa
kontrolloiduissa olosuhteissa (in vivo). Nelja in vitro -kokeissa taudinestovaikutusta osoitta-
nutta bakteeri-isolaattia hillitsi Fusarium-sienen aiheuttaman tyvitaudin oireiden kehittymista
ohralla ja yksi isolaatti mohojuurioireiden kehittymista kiinankaalilla in vivo -kokeissa. Isolaat-
tien taudinestovaikutusta ei pystytty linkittamaan niiden entsyymiaktiivisuuksiin eika isolaa-
teilla havaittu biostimulanttivaikutusta.

Tassa tyossa eristetyilla matalissa lampotiloissa entsyymeja tuottavilla bakteeri-isolaateilla on
hyodyntamismahdollisuuksia paitsi elintarvike- ja rehutuotannossa my6s monilla muilla so-
vellusaloilla. Lisatutkimusta kuitenkin tarvitaan entsyymien puhdistamiseen ja niiden ominai-
suuksien karakterisointiin. Lisaksi havaitsimme joillakin isolaateilla taudinestovaikutusta huo-
mattavia satotappioita aiheuttavia kasvitaudinaiheuttajia vastaan. Kyseisten isolaattien testaa-
mista biotorjuntasovelluksissa kannattaa jatkaa.

Tyo toteutettiin osana Biomassat kiertoon Koillismaalla -hanketta, jonka paatoteuttaja oli
Koillis-Suomen kehittamisyhtié Naturpolis Oy ja osatoteuttajia Luonnonvarakeskus, Suomen
ymparistokeskus, Oulun Yliopisto ja ProAgria Oulu ry. Hanke sai rahoitusta Euroopan uni-
onilta Uudistuva ja osaava Suomi 2021-2027-ohjelmasta Pohjois-Pohjanmaan liiton kautta.

Asiasanat: Elodeaq, vesirutto, Duganella, Exiguobacterium, Pantoea, entsyymiaktiivisuus, tau-
dinestovaikutus, biostimulantti, biotorjunta, sekvenssianalyysi
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Abstract

Anna-Liisa Valimaa', Satu Latvala® and Lea Hiltunen’

" Natural Resources Institute Finland (Luke), Paavo Havaksen tie 3, 90570 Oulu
> Natural Resources Institute Finland (Luke), Tietotie 4, 31600 Jokioinen

Canadian waterweed (Elodea canadensis) is a widespread invasive alien species in Europe, and
it has colonized numerous lakes in northeastern, southern and central Finland. Although the
potential utilisation of E. canadensis biomass for various applications has been investigated,
little is known about the microbial communities inhabiting its leaves. In the present study, we
examined the potential for utilising bacteria isolated from E. canadensis vegetation for feed,
food, biostimulant, and biocontrol applications.

The study was based on samples collected from Lake Vuotunki in northeastern Finland in
2019 and on the collection of 129 bacterial isolates obtained from them. Thirty of the most
interesting isolates were selected for 16S rRNA gene sequencing, and most of them were
identified to the genus level. In total, the identified isolates represented ten different genera.
These included genera that are relatively poorly known in Finland, such as Duganella, Exigu-
obacterium and Pantoea. Enzyme activity assays showed that isolates belonging to the gen-
era Bacillus, Duganella and Exiguobacterium exhibited cellulase activity; isolates representing
Bacillus, Exiguobacterium, Pseudomonas and Lactococcus showed protease activity; and iso-
lates belonging to Pseudomonas and Pantoea exhibited phytase activity. Notably, many iso-
lates demonstrated similar or even higher enzyme activity at 15°C than at 20°C suggesting
that they may be psychrotrophic bacteria that are able to function effectively at low tempera-
tures. As enzymes active at low temperatures may reduce the energy consumption of indus-
trial and biotechnological processes, psychrotrophic bacteria may have considerable potential
for utilisation and commercialisation in a wide range of applications.

The pathogen-inhibitory effects of bacterial isolates recovered from E. canadensis were ini-
tially assessed in vitro on agar plates. Isolates giving promising results were subsequently
evaluated under controlled conditions (in vivo) in two host plant-pathogen systems. In
growth chamber experiments, four bacterial isolates inhibited the development of Fusarium
base rot symptoms in barley and one isolate suppressed the development of club root symp-
toms caused by Plasmodiophora brassicae in Chinese cabbage. The observed disease-sup-
pressive effects could not be linked to enzyme activity of the bacteria, and none of the iso-
lates promoted seed germination or early plant growth. However, the results encourage fur-
ther study of the identified isolates.

The work was conducted as part of the Biomass Cycle in the Northeast Region project coordi-
nated by Naturpolis Oy, the regional development agent for Koillismaa, in collaboration with
the Natural Resources Institute Finland (Luke), the Finnish Environment Institute (Syke), the
University of Oulu and ProAgria Oulu. The project received funding from the European Un-
ion’s Renewing and Skilled Finland 2021-2027 programme through the Regional Council of
Northern Ostrobothnia.

Keywords: Elodea, Canadian waterweed, Duganella, Exiguobacterium, Pantoea, enzyme activ-
ity, pathogen inhibition, biostimulant, biocontrol, sequence analysis
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1. Johdanto

Kanadanvesirutto (Elodea canadensis) on laajalle levinnyt haitallinen vieraslaji Euroopassa
(Propuk ym. 2026). Suomessa se on levinnyt moniin Koillismaan seka Etela- ja Keski-Suomen
jarviin, joissa se muodostaa vesien kayttda ja monimuotoisuutta haittaavia kasvustoja (Karja-
lainen ym. 2017, Nilivaara ym. 2022).

Vesirutto valtaa tehokkaasti elintilaa vesistdssa, minka oletetaan ainakin osittain perustuvan
vesiruton allelopaattisiin ominaisuuksiin ts. sen kykyyn tuottaa yhdisteitd, kuten monien epi-
fyyttisten levien ja syanobakteerien kasvua estavia fenolisia yhdisteita (Erhard 2005, Erhard &
Gross 2006). Vesiruton lehtien pinnalla on lisaksi havaittu mikrobeja, jotka voivat suojata
vesiruttoa kemiallisten aineiden vaikutuksilta (Whitfort 1982, Bowmer ym. 1995). Tarkemmin
vesiruton lehtien mikrobiyhteisoja ei ole kuitenkaan tutkittu. Alemmissa Elodea-hankkeissa
havaitsimme, etta vesiruton pinnalla kasvaa erilaisia mikrobeja hyvinkin kiinteina kasvustoina
(Valimaa 2017) ja vesirutosta eristetyt mikrobi-isolaatit pystyvat hillitsemaan
kasvipatogeenien kasvua in vitro -oloissa (Hiltunen & Virtanen 2017). Alustavien selvitysten
perusteella nayttaa silta, ettd vesirutosta eristetyt bakteerit kykenevat myos tuottamaan laajan
kirjon erilaisia entsyymeja (Hiltunen & Valimaa 2022).

Tassa tyossa selvitimme vesiruttokasvustoista eristettyjen bakteerien hyédyntamis- ja tuot-
teistamismahdollisuuksia rehu-, elintarvike-, biostimulantti- ja biotorjuntasovelluksiin. Tydssa
kaytetyt bakteeri-isolaatit olivat perdisin aiemmin Vuotunki-jarvesta Koillismaalta keratyista
naytteista ja niista luodusta 129 isolaattia kasittavasta kokoelmasta.
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2. Naytteenotto ja sailytys

Vesiruttonadytteet kerattiin Vuotunki-jarvesta Koillismaalta kesa- ja elokuussa 2019 (Kuva 1).
Naytteista eristettiin mikrobeja kayttaen eri kasvatusalustoja [perunadekstroosi-agar (PDA,
Neogen, Iso-Britannia), Plate Count -agar (PCA, Neogen, Iso-Britannia), de Man—-Rogosa—
Sharpe-agar (MRSA, Neogen, Iso-Britannia) ja Lungby-agar (Lungby, Oxoid Ltd, Iso-Britannia),
joka sisalsi L-kysteiinihydrokloridimonohydraattia (Sigma-Aldrich, USA)] ja eri inkubointilam-
potiloja (6 °C, 15 °C, 25 °C, 30 °C). Isolaatteja siirrettiin useita kertoja tuoreille kasvatusalus-
toille tarpeen mukaan puhtaiden viljelmien saamiseksi. Isolaatit sailytettiin mydhempaa kayt-
toa varten -80 °C:ssa kryohelmilla (PRO-LAB Diagnostics, ON, Kanada) tai glyserolistokkeina
[765 pl perunadekstroosiliemessa (PDB, Neogen, Iso-Britannia) / tryptonisoijaliemessa (TSB,
Lab M Ltd, Iso-Britannia) / M.R.S.-liemessa kasvatettua isolaattia + 235 pl 85 % glyserolia)] tai
kryoputkissa PDA-kasvustokiekkoina.

Naytteista eristettiin yhteensa 217 bakteeri- ja sieni-isolaattia, joista 129 otettiin talteen jatko-
testauksia varten. Isolaateista noin kaksi kolmannesta oli bakteereja.
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Kuva 1. Vasemmalla kanadanvesiruton (E. canadensis) esiintymat Suomessa vuodesta 1815
lahtien ja oikealla ndytteenottoalueen sijainti Vuotunki-jarvessa keltaisella raidoituksella mer-
kittyna (mukailtu Huusela-Veistola ym. 2020 ja Nilivaara ym. 2022).
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3. Bakteerilajin maaritys sekvensoimalla

Bakteerilajien tunnistamiseksi mielenkiintoisimmat isolaatit sekvensoitiin. Tutkittavat isolaatit
otettiin sailytyksesta PDA-maljoille, joilla niitd kasvatettiin 21 °C:ssa 3 vrk. DNA-eristysta var-
ten bakteerinaytteet otettiin maljoilta steriilisti 1:n tai 10 ul:n viljelysilmukoilla. DNA eristettiin
Omega E.Z.N.A. SP Plant DNA -kitin (Omega Bio-tek, Inc., USA) ohjeen mukaisesti poikkeuk-
sena DNA:n eluointivaihe, joka tehtiin kaksi kertaa 60 pl:lla eluointipuskuria (65 °C), puskurin
inkubointi 5 minuuttia ennen sentrifugointia. Eluoidut DNA:t yhdistettiin ja DNA-pitoisuudet
mitattiin spektrofotometrilla (Implen Nanophotemeter P-Class, Implen GmbH, Saksa).
Lajimaaritysta varten bakteeri-DNA:t monistettiin ensin PCR:I13. Jokaisesta naytteesta tehtiin
kaksi rinnakkaista PCR-reaktiota. Alukkeina kaytettiin bakteerien 16S rRNA-geenin vaihtele-
valle V4-alueelle suunniteltuja alukkeita 515F (GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) (Parada ym. 2016)
ja 806R (GGACTACNVGGGTWTCTAAT) (Apprill ym. 2015).

PCR-reaktiot sisalsivat 0,5 pl Dream Taq DNA Polymeraasia 1 x reaktiopuskurissa (Thermo
Scientific, Liettua), 200 uM dNTP-seosta, 250 nM kumpaakin aluketta, ja noin 20 ng bakteeri-
DNA:ta 25 pl:n reaktiotilavuudessa. PCR-ohjelma oli seuraava: alkudenaturaatio 94 °C 3 min;
35 syklia 94 °C 45 s, anniilaus 50 °C 60 s, ekstensio 72 °C 90 s; lopuksi ekstensio 72 °C 10 mi-
nuuttia.

Samasta naytteesta tehdyt rinnakkaisreaktiot yhdistettiin ja kooltaan noin 300 emasparin (bp)
PCR-tuotteet puhdistettiin kayttaen QIAquick PCR Purification -kittia (Qiagen). Naytteet sek-
vensoitiin automaattisella Sanger-sekvensoinnilla kdyttdaen samoja alukkeita kuin PCR-reakti-
oissa. Saadut sekvenssit koostettiin ja muokattiin Sequencher 5.4.6. (Gene Codes Corporation)
-ohjelmalla ja sekvensseja verrattiin geenipankin sekvensseihin blastn-tydkalulla (NCBI).

Valtaosa testattavista isolaateista pystyttiin tunnistamaan sukutasolle ja suuri osa jopa laji-
tasolle 16S rRNA -geenin sekvenssianalyysin perusteella (Taulukko 1). Tunnistetut isolaatit
edustivat kymmenta eri sukua. Kuvassa 2 tunnistettuja bakteeri-isolaatteja kasvaa TSA-ravin-
toalustalla.



Taulukko 1. Valittujen vesirutosta eristettyjen isolaattien lajitunnistus sekvensoimalla.
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Isolaatti ‘ Suku ‘ Laji
6 Pantoea Pantoea agglomerans
10 Lactococcus Lactococcus lactis
16 Staphylococcus Staphylococcus aureus/S. epidermidis
27 Bacillus Bacillus cereus
38 Rhodotorula Rhodotorula-suvun laji
53 Pseudomonas Pseudomonas-suvun laji
54 Enterobacter Enterobacter cloacae -kompleksi
84 Lactococcus Lactococcus lactis
86 Lactococcis Lactococcis lactis
95 Pseudomonas Pseudomonas extremaustralis/P. marginalis
99 Duganella Duganella-suvun laji
103 Enterobacteria/Yersinia Rahnella-suvun laji /Yersinia ruckeri
104 Duganella Duganella-suvun laji
134 Enterobacter Enterobacter cloacae -kompleksi
145 Pantoea Pantoea agglomerans/P. brenneri
147 Enterobacter Enterobacter cloacae -kompleksi
161 Pseudomonas Pseudomonas putida/P. reidholzensis
162 Exiguobacterium Exiguobacterium undae/E. artemiae
164 Lactococcus Lactococcus lactis
168 Pseudomonas Pseudomonas fluorescens group (P. gessardii)/P. fildesensis
174 Lactococcus Lactococcus lactis
190 Pseudomonas Pseudomonas-suvun laji
Lactococcus laudensis/L. raffinolactis/L. chungangensis/
204 Lactococeus Pseudolactococcus-suvun laji
205 Weissella Weissella cibaria/W. confusa
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Kuva 2. Vesirutosta eristetty a) 168/Pseudomonas-, b) 145/Pantoea-, c) 104/Duganella-, d) 162/
Exiguobacterium- ja e) 204/Lactococcus-isolaatti TSA-alustalla. Kuvat Lea Hiltunen, Luke.
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4. Vesirutosta eristettyjen bakteerien
kasvunestovaikutukset

4.1. Elintarvikepatogeenit

Vesirutosta eristettyjen mikrobi-isolaattien antimikrobisia vaikutuksia elintarvikemikrobien
kasvuun testattiin ns. agardiffuusio-menetelmalla (Valimaa ym. 2020, Hiltunen & Vélimaa
2022). Menetelmassa antimikrobinen vaikutus nahdaan testattavaa ainetta sisaltavan kiekon
tai kaivon ymparille muodostuneena kirkkaana estovydhykkeena. Mita suurempi estovydhyke
on, sitd voimakkaammin testattava aine estaa testimikrobin kasvua. Kasvunestotesteihin testi-
organismeiksi valittiin elintarvikkeiden pilaajabakteereista Pseudomonas aeruginosa ja elintar-
vikevalitteisista taudinaiheuttajista Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes ja Staphylo-
coccus aureus (Hiltunen & Valimaa 2022). Millaan testatulla isolaatilla ei havaittu kasvunesto-
vaikutusta testiorganismeihin.

4.2. Kasvitaudinaiheuttajat

Neljankymmenenneljan vesirutosta eristetyn mikrobi-isolaatin kykya estaa kasvitaudinaiheut-
tajien kasvua selvitettiin agardiffuusio-menetelmalla (Pliego ym. 2011, Hiltunen & Valimaa
2022). Testipatogeeneiksi valittiin Suomessa yleisesti esiintyvia kasvitaudinaiheuttajia (Fusa-
rium, Rhizoctonia, Botrytis, Streptomyces) (Hiltunen & Valimaa 2022).

Suuri osa testatuista isolaateista esti kasvitaudinaiheuttajien kasvua, mutta vain muutaman
isolaatin kasvunestovaikutus oli voimakasta (Hiltunen & Valimaa 2022). Altteimpia vesirutosta
eristettyjen bakteerien vaikutuksille olivat hidaskasvuiset Streptomyces-bakteerit. Nopeakas-
vuisia taudinaiheuttajasienia vastaan kasvunestoa havaittiin véahan (Fusarium, Rhizoctonia) tai
ei ollenkaan (Botrytis). Muutamalla bakteeri-isolaatilla oli laajakirjoista vaikutusta eri taudinai-
heuttajiin.

11
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5. Vesirutosta eristettyjen bakteerien
entsyymiaktiivisuus

5.1. Tausta

Entsyymit ovat luonnossa, ihmisissa, eldimissa, kasveissa ja mikrobeissa esiintyvia proteiineja,
jotka nopeuttavat kemiallisia reaktioita siinad itse muuttumatta. Eri entsyymit toimivat erilaisilla
lampéotila-, suolapitoisuus- ja pH-alueilla (Robinson 2015). Varhaisimpia l6ydettyja ja tutkit-
tuja entsyymeita ovat proteaasit ja lakkaasit. Eldinperaisia entsyymeja, kuten pepsiinia ja tryp-
siinia seka kasviperaisia proteaaseja, kuten papaiinia, on tunnistettu ja karakterisoitu jo 1800-
ja 1900-lukujen alussa (Bond 2019). Lakkaasi eristettiin ensin japanilaisesta lakkapuusta (lac-
quer tree) vuonna 1883 (Keilin & Mann 1939). Entsyymien kaytto eri teollisuuden aloilla val-
mistusprosessien nopeuttamiseen, tuotteiden valmistamiseen tai niiden ominaisuuksien
muokkaamiseen alkoi 1900-luvulla. Nykyisin on siirrytty kayttamaan yha enemman mikrobi-
peraisia entsyymeja eldin- ja kasviperaisten entsyymien sijaan, silla ne voivat toimia laajalla
pH- ja lampdtila-alueella ja niita on helpompi muokata geeniteknisesti. Lisaksi mikrobien kyky
tuottaa solunulkoisia entsyymeja yksinkertaistaa tuotantoprosessia helpottamalla jalkiproses-
sointia. Mikrobientsyymeja voidaan tuottaa kustannustehokkaasti, sillda monia mikrobeja voi-
daan kasvattaa edullisilla alustoilla tai sivuvirtaraaka-aineilla (Solanki ym. 2021).

Nykyisin vain noin 5 % yli 3 000 tunnistetusta entsyymista hyddynnetaan teollisesti. Kiinnos-
tus entsyymien hyddyntamiseen laajasti eri teollisuudenaloilla (Kuva 3) kuitenkin kasvaa voi-
makkaasti, silla ymparistélainsaddannon velvoitteet, energian saastamis- ja kemiallisen jatteen
vahentamistavoitteet ohjaavat yrityksia kehittamaan ymparistoystavallisia prosesseja. Entsyy-
mien kaytolla voidaan vahentda valmistusprosessien energiankulutusta ja kemiallisen jatteen
maaraa, silla entsyymien kaytosta syntyvat jatteet ovat biohajoavia ja lisdksi myrkyttomia (Ku-
mar ym. 2024).

Entsyymien kayttd ruoantuotannossa maailman kasvavalle vaestolle lisadntyy, silla niiden
avulla ruokaa voidaan tuottaa kustannustehokkaasti ja ympariston kannalta kestavasti. Fytaa-
sin kaytto on vakiintunut rehuteollisuudessa fosforin hyvaksikaytdn tehostamiseksi ja ympa-
ristdkuormituksen vahentamiseksi. Esimerkiksi vesiviljelyssa, jolla on keskeinen rooli ruokatur-
van varmistamisessa, entsyymeja kaytetaan hajottamaan kasvipohjaisissa kalanrehuissa olevia
kalan kasvulle ja hyvinvoinnille haitallisia yhdisteita (Yadav ym. 2025). Elintarviketeollisuu-
dessa entsyymien avulla voidaan parantaa tuotteiden makua, rakennetta ja sailyvyytta vaihto-
ehtona synteettisille kemikaaleille.

Energian hinnan nousun myo6ta on alettu kiinnittda entistd enemman huomiota valmistuspro-
sessien energiankulutukseen, joten alhaisissa lampétiloissa toimiville entsyymeille on kysyn-
taa. Psykrofiiliset, kylméassa toimivat entsyymit, katalysoivat reaktioita tehokkaasti matalissa
lampotiloissa. Mesofiilisiin ja termofiilisiin entsyymeihin verrattuna psykrofiiliset entsyymit ka-
talysoivat reaktioita suhteellisen alhaisessa 2045 °C:een lampatilassa. Optimaalisesti nama
entsyymit toimivat 30 °C:een lampdtilassa, mutta katalyyttista aktiivisuutta on kuitenkin viela
jonkin verran jopa 0 °C:ssa. Aktiivisuus haviaa nopeasti korkeammissa lampéatiloissa: aktiivi-
suus heikkenee 10 minuutissa 50-60 °C:ssa tai useiden tuntien jalkeen 37 °C:ssa (Khajuria &
Nonzom 2025).
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Kuva 3. Entsyymien kayttokohteita. Kuva Lea Hiltunen, Luke.

Tassa tyossa tutkittaviksi entsyymeiksi valittiin elintarvike- ja rehuteollisuudessa kaytetyt sel-
lulaasi, proteaasi ja fytaasi seka lakkaasi, jota kdytetaan elintarviketeollisuudessa. Naiden ent-
syymien kayton arvioidaan edelleen kasvavan maailmanlaajuisesti (Taulukko 2).

Taulukko 2. Valittujen entsyymien nykyinen markkina-arvo ja arvon kehitys vuoteen 2035

mennessa.
Markkina-arvo Arvioitu markkina-arvo
Entsyymi (tarkasteluvuonna), vuonna 2035,
mrd USD mrd USD

Sellulaasi 7,15 (2024) 17,4 Market Research Future (MRFR) 2026
Proteaasi 3,35 (2024) 540 Market Research Future (MRFR) 2025
Fytaasi 0,660 (2025) 126 Towards FnB 2026

(elainten rehu)

Lakkaasi 0,004 (2026) 0,005 Market Reports World (MRW) 2026

5.2. Aineisto ja menetelmat

Vesiruttokasvustoista eristetyista (Hiltunen & Valimaa 2022) kahdeksastatoista bakteeri-iso-
laatista maaritettiin sellulaasi-, proteaasi-, fytaasi- ja lakkaasiaktiivisuus agardiffuusio-mene-
telmalla, jossa entsyymiaktiivisuus ilmenee testattavan kohteen ymparille muodostuneena
kirkkaana vydhykkeena. Mita suurempi kirkas vyéhyke on, sita voimakkaampaa on entsyymin
aktiivisuus. Lakkaasitestauksessa entsyymiaktiivisuus nahdaan punaruskeana mikrobikasvus-
tona (Mandic 2019). Maaritykset toteutettiin spesifisilla kasvualustoilla (Taulukko 3).
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Taulukko 3. Entsyymiaktiivisuustestauksissa kaytetyt kasvualustat.

Entsyymiaktiivisuus Kasvualusta Viite
. Karboksimetyyliselluloosa-agar (CMC) ja Ménnistd& Haggblom 2006;
Sellulaasi 2
Gram-jodivarjays Gohel ym. 2014
Proteaasi Maitojauheagar (MILK) Ménnistd & Haggblom 2006
Fytaasi Fytaasinseulonta agar (PSM) Kim ym. 2002
Lakkaasi Guaiacol agar Mandic 2019

Testauksia varten -80 °C:een pakastetuista tryptonisoija-agarilla (TSA, Lab M Ltd, Iso-Britan-
nia) esikasvatetuista (20 °C, 3 vrk) isolaateista ja positiivikontrollikannoista valmistettiin liemi-
kasvatukset suspensoimalla maljalta 1 pesdke 10 ml:aan TSB-kasvatuslienta. Inkuboinnin

(20 °C, 10 vrk) jalkeen solutiheys saadettiin pitoisuuteen noin 1 x 10°® pesakettd muodostavaa
yksikkdd (pmy ml™)

Maarityksessa agarmaljalle pipetoitiin 5 pl jokaisen testattavan bakteeri-isolaatin bakteerisus-
pensiota (=ndyte), seka negatiivista ja positiivista kontrollia. Yhdelle maljalle pipetoitiin kol-
men eri isolaatin bakteerisuspensiota. Naytteiden annettiin imeytya agariin huoneenlam-
mossa. Maljoja inkuboitiin aerobisissa olosuhteissa 15 ja 20 °C:ssa 6 vrk, jonka jalkeen kirkkai-
den vyohykkeiden halkaisija mitattiin/kuvattiin automaattisella pesakelaskurilla (Scan Station
4000 Interscience, Ranska). Sellulaasiaktiivisuuden mittauksessa maljat varjattiin Gram-jodi-
varjaykselld (Gohel ym. 2014) ennen mittausta. Kirkkaiden vydhykkeiden halkaisijoiden kes-
kiarvot ja keskihajonnat laskettiin. Tulokset ilmoitettiin suhteellisella asteikolla: Jokainen bak-
teeri-isolaatti testattiin kolmella rinnakkaisella maljalla kerran. Testaukset toistettiin viela kah-
desti, paitsi sellulaasiaktiivisuustestaus toistettiin kerran.

5.3. Tulokset ja pohdinta

Tulosten perusteella eri entsyymien aktiivisuudet vaihtelivat eri bakteerisukujen valilla ja jopa
saman suvun eri isolaattien valilla (Taulukko 4). Lakkaasiaktiivisuuden testimenetelma ei toi-
minut, eivatka tulokset olleet siksi luotettavia, joten niita ei raportoida tassa yhteydessa.

Voimakkaan tai kohtalaisen entsyymiaktiivisuuden perusteella bakteerisuvuittain tarkasteltuna
sellulaasiaktiivisuutta osoittivat Bacillus-, Duganella- ja Exiguobacterium -sukujen isolaatit,
proteaasiaktiivisuutta Bacillus-, Exiguobacterium-, Pseudomonas- ja Lactococcus-sukujen iso-
laatit seka fytaasiaktiivisuutta Pseudomonas- ja Pantoea -sukujen isolaatit.

Vastaavasti saman suvun lajitasolla tarkasteltuna yksi Duganella-isolaatti osoitti proteaasiak-
tiivisuutta 15 °C:ssa. Molemmat Pantoea-isolaatit osoittivat keskendadan samantasoista
fytaasiaktiivisuutta 20 °C:ssa, kun taas toisen isolaatin (145/P. agglomerans/P. brenneri)
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Taulukko 4. Suku- ja lajitasolla tunnistettujen isolaattien entsyymiaktiivisuudet 15 ja 20 °C:ssa.

Isolaatti Sellulaasi | Proteaasi Fytaasi

Bacillus 27 |B. cereus +++ +++ | et 0 et
Bl 99  |Duganella-suvun laji +++ 0 ++ 0 et
104 |Duganella-suvun laji 0 0 - 0 et
Exiguobacterium|162  |E. undae / E. artemiae ++ +H+ | 0 et
86 |L. lactis 0 ++ et + et
164 |L. lactis 0 ++ et + et
Lactococcus ~ |174 |L. lactis 0 ++ et + et
204 L. Iaudeqsis / L. raffinolactis / L. chun- ) 0 " ++ + +
gangensis / Pseudolactococcus-suvun laji

C 62 |Ei médritetty 0 0 et 0 et
Eimaartety 1 5e | Ei maaritetty 0 0 | et | ++ | e
Pantosa P. agglomerans 0 0 et ++ et
145 |P. agglomerans / P. brenneri 0 0 et ++ ++
53  |Pseudomonas-suvun laji 0 +H+ | + -
190  |Pseudomonas-suvun laji 0 S I I
161 |P. putida / P. reidholzensis 0 0 et ++ +

Pseudomonas =
168 P. fl_uoresceps group (P. gessardii) / + P + +

P. fildesensis

95  |P. extremaustralis / P. marginalis 0 HHt | HH | HHE |
Weissella 205 |W. soli/W. cibaria / W. confusa 0 0 0 0 0

Entsyymiaktiivisuus: 0, ei entsyymiaktiivisuutta; + heikko entsyymiaktiivisuus (vydhykkeen halkaisija 7-18 mm); ++
kohtalainen entsyymiaktiivisuus (vyShykkeen halkaisija 19-29 mm); +++ voimakas entsyymiaktiivisuus (vyohyk-
keen halkaisija > 30 mm); et, ei testattu

fytaasiaktiivisuus oli samantasoista molemmissa testatuissa lampétiloissa. Lactococcus-suvun
kaikki-isolaatit osoittivat keskendan samantasoista proteaasiaktiivisuutta 20 °C:ssa, mutta vain
yksi isolaatti (204/L. laudensis/L. raffinolactis/L. chungangensis/Pseudolactococcus), osoitti sa-
mantasoista proteaasiaktiivisuutta seka 15 °C:ssa etta 20 °C:ssa. Kaksi Pseudomonas-isolaattia
(95/P. extremaustralis/P. marginalis ja 190/Pseudomonas) osoittivat keskendan samantasoista
proteaasi- ja fytaasiaktiivisuutta. Kaksi muuta Pseudomonas-isolaattia (53/Pseudomonas ja
168/P. fluorescens/P. gessardii/P. fildesensis) osoittivat samanlaista proteaasiaktiivisuutta. Pro-
teaasiaktiivisuudet olivat samantasoisia molemmissa testatuissa lampétiloissa, kun taas
fytaasiaktiivisuudet olivat matalammat 15 °C:ssa. Yksi Pseudomonas-isolaateista (161/P. pu-
tida/P. reidholzensis) ja tunnistamattomasta isolaatista (158) osoitti ainoastaan fytaasiaktiivi-
suutta.

Entsyymiaktiivisuustulosten perusteella kiinnostava havainto on se, etta tietyt Exiguobacterium-,
Lactococcus- ja Pseudomonas-sukujen isolaatit osoittivat voimakasta tai kohtalaista proteaasi-
aktiivisuutta seka Pantoea-, Pseudomonas- ja Lactococcus -sukujen isolaatit voimakasta tai
kohtalaista fytaasiaktiivisuutta seka 15 °C:ssa etta 20 °C:ssa. Lisaksi yksi Duganella-suvun iso-
laateista osoitti kohtalaista proteaasiaktiivisuutta 15 °C:ssa, mutta sita ei havaittu 20 °C:ssa.
Tama antaa viitteita siita, etta kyseiset isolaatit voivat olla psykrotrofisia bakteereita
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(Cavicchioli ym. 2002) ja niiden tuottamat entsyymit psykrotsyymeja, kylmassa toimivia ent-
syymeja, jotka katalysoivat reaktioita tehokkaasti entsyymeille suhteellisen alhaisissa 20—
45 °C:een lampétiloissa (Khajuria & Nonzom 2025).

Jatkotutkimuksia kuitenkin tarvitaan, jotta voidaan arvioida testattujen bakteeri-isolaattien
tuottamien entsyymien soveltuvuus ruoantuotannossa elintarvikkeissa tai tuotantoeldinten
rehuissa. Jatkotutkimuksissa tulisi keskittya ndiden mikrobien entsyymien puhdistamiseen ja
niiden ominaisuuksien karakterisointiin, kuten toimintakykyyn eri [ampé&tila-, suolapitoisuus-
ja pH-alueilla, mihin tassa hankkeessa ei ollut mahdollisuutta.
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6. Vesirutosta eristettyjen bakteerien fosfaatin
liuotuskyky

6.1. Tausta

Fosfori (P) on yksi tarkeimmista valttamattomista ravintoaineista, jota kasvit tarvitsevat kas-
vuun, kehitykseen ja sadon tuottoon. Fosfori on sitoutuneena maaperaan epaorgaanisena
fosfaattina, jota kasvit eivat pysty kdyttamaan (Paz-Ares ym. 2021). Joillakin kasvien kasvua
edistavilla bakteereilla on epdorgaanisen fosfaatin liuotuskyky, jonka avulla kasvit kykenevat
ottamaan fosforin kayttdonsa (Lorenzi ym. 2022). Fosfaatin liuotuskykya on havaittu esimer-
kiksi Bacillus-, Pseudomonas, Pantoea ja Exiguobacterium-seka Duganella -suvun kannoilla
(Ghyselinck ym. 2013, Kasana & Pandey 2018, Rat ym. 2021).

Fosforin saatavuus kasvintuotannossa on rajallista maailmanlaajuisesti (Paz-Ares ym. 2021).

Yksi keino lisata fosforin saatavuutta viljelykasveille, olisi kayttaa viljelyssa bakteereita, jotka

kykenevat liuottamaan epaorgaanista fosfaattia. Kaupallisesti on jo saatavilla esimerkiksi joi-
hinkin Bacillus- ja Pseudomonas-lajeihin perustuvia valmisteita (Pirttila ym. 2021).

6.2. Aineisto ja menetelmait

Kahdeksantoista vesiruttokasvustoista eristetyn (Hiltunen & Valimaa 2022) bakteeri-isolaatin
fosfaatin liuotuskykya testattiin agardiffuusio-menetelmalla fosfaattiagarilla NBRIP (National
Botanical Research Institute's phosphate growth medium) (Nautiyal 1999).

6.3. Tulokset ja pohdinta

Tulosten mukaan testatut isolaatit eivat osoittaneet fosfaatin liuotuskykya tai se oli heikkoa,
kuten Lactococcus-, Pantoea- ja Pseudomonas-sukuihin kuuluvilla isolaateilla (Taulukko 5).
Kiinnostava havainto on kuitenkin se, etta joillakin Pantoea- ja Pseudomonas-isolaateilla
(145/P. agglomerans, P. brenneri; 53/Pseudomonas ja 168/P. fluorescens/P. gessardii/P. fil-
desensis; 95/P. extremaustralis / P. marginalis; 161/ P. putida / P. reidholzensis) fosfaatin liu-
otuskykya esiintyi seka 15 °C:ssa ettad 20 °C:ssa. Tama seikka voi viitata siihen, etta kyseiset
isolaatit ovat kylmassa viihtyvia bakteereita (psykrotrofeja), jolloin niiden entsyymit toimivat
tehokkaasti suhteellisen matalissa lampétiloissa.
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Taulukko 5. Isolaattien fosfaatin liuotuskyky 15 ja 20 °C:ssa.

Isolaatti Fosfaatin liuotuskyky

Bacillus 27 B. cereus 0 et
99 Duganella-suvun laji 0 et
Duganella 104 Duganella-suvun laji 0 et
Exiguobacterium | 162 E. undae, E. artemiae 0 et
86 L. lactis + et
164 L. lactis + et
Lactococcus 174 L. lactis + et
204 L Iaude/”{sis / L. raffinolactis / L. chun- ) 0 et
gangensis / Pseudolactococcus-suvun 1aji
o 62 Ei mééritetty 0 et
crmaantety  yss | Eimadntetty + et
Pantoea 6 P. agglomerans + et
145 P. agglomerans, P. brenneri + +
53 Pseudomonas-suvun laji + et
190 Pseudomonas-suvun laji + et
Pseudomonas 161 P. putida / P. reidholzensis ' + +
168 P ﬂuorespens group (P. gessardii) | P. + +
fildesensis
95 P. extremaustralis / P. marginalis +
Weissella 205 W. soli / W. cibaria / W. confusa 0

Fosfaatin liuotuskyky: 0, ei havaittu; + heikko (vyohykkeen halkaisija 7-18 mm); et, ei testattu
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7. \Vesirutosta eristettyjen bakteerien biotorjunta-
ja biostimulanttivaikutukset

7.1. Tausta

Kasvintuhoojat vahentavat viljelykasvien satoa ja laatua aiheuttaen merkittavia taloudellisia
tappioita ja heikentaen ruokaturvallisuutta niin kansallisella kuin maailmanlaajuisella tasolla.
Satotappiot voivat olla jopa 30 % viljelykasvista riippuen (Savary ym. 2019). Kasvintuhoojien
torjunta perustuu suurelta osin kemiallisiin torjunta-aineisiin. Torjunta-aineet ovat riski ympa-
ristdlle ja ihmisten terveydelle, joten niiden kayttda pyritadan vahentamaan. Esimerkiksi Euroo-
passa tavoitteena on vahentaa kemiallisten torjunta-aineiden kayttoa ja riskeja 50 prosentilla
vuoteen 2030 mennessa (Direktiivi 2009/128/EY). Korvaajiksi tarvitaan vaihtoehtoisia, ei-kemi-
allisia menetelmia, joita voisivat olla esimerkiksi mikrobipohjaiset tuotteet.

Monilla bakteerisuvuilla on havaittu taudinestovaikutusta sieni- ja bakteeripatogeeneja vas-
taan. Vaikutus voi perustua erilaisiin mekanismeihin, kuten isantakasvin vastustuskyvyn tehos-
tamiseen patogeenien aiheuttamia infektioita vastaan, kilpailuun ravinteista ja tilasta tai suo-
raan vuorovaikutukseen taudinaiheuttajan kanssa esimerkiksi hyperparasitismin (loinen loisii
toisessa loisessa) tai antibioosin kautta (elion tuottama aine estaa toisen elion kasvua) (Kéhl
ym. 2019, Bonaterra ym. 2022, Collinge ym 2022). Bakteerit voivat edistaa myos kasvien ravin-
teiden ja veden ottoa tai kasvua stimuloivien yhdisteiden tuottoa, ja siten parantaa kasvien
kasvua ja terveytta (Bonaterra ym. 2022). Eniten tutkittuja ovat Pseudomonas-, Bacillus-, Strep-
tomyces-, Lactobacillus-, Pantoea- ja Weissella- sukuihin kuuluvat bakteerit, joita on jo rekiste-
roity kaupallisiksi tuotteiksi (Bonaterra ym. 2022 seka siina mainitut lahteet).

Mikrobien taudinestokykya voidaan mitata erilaisilla menetelmilla. Ravintoalustoilla tehtavat
maljatestaukset perustuvat antimikrobisten yhdisteiden tuotantoon laboratorio-olosuhteissa,
mutta ne eivat huomioi isantakasvin roolia eikd ymparistotekijoiden vaikutuksia. Kasveilla teh-
tavien biotestien etuna on se, etta niissa voidaan saada esiin useita vaikutusmekanismeja ja
niiden yhdistelmia. (Pliego ym. 2011, K6hl ym. 2019, Raymaekers ym. 2020).

Tassa tyossa selvitettiin vesirutosta eristettyjen, maljakokeissa (in vitro) lupaavia tuloksia anta-
neiden bakteeri-isolaattien taudinestovaikutuksia kontrolloiduissa olosuhteissa (in vivo) kah-

dessa isantakasvi-taudinaiheuttaja-systeemissa. Lisaksi selvitettiin isolaattien vaikutuksia kas-
vien alkukehitykseen.

7.2. Aineisto ja menetelmat

Kymmenen maljakokeissa lupaavia tuloksia antaneen bakteeri-isolaatin taudinestovaikutuksia
testattiin kasvatuskaappikokeissa. Taudinaiheuttajiksi valittiin siemenlevintainen Fusarium-
sieni, joka aiheuttaa ohralla tyvitautia ja maalevintainen Plasmodiophora brassicae -mikrobi,
joka aiheuttaa ristikukkasilla kasvilajeilla méhojuuritautia. Molemmissa kokeissa kasvualus-
tana kaytettiin perunan viljelykierrossa olevalta peltolohkolta kerattya peltomaata (karkea
hieta, orgaanisen aineksen pitoisuus 2,2 %, pH 6,1), jota punnittiin 250 g / ruukku (8 cm x

8 cm x 8 cm). Ruukut asetettiin polyeteenipusseihin veden virtauksen estamiseksi ruukusta
toiseen, ja ne jaettiin viidelle alustalle. Kylvon jalkeen ruukut peitettiin polyeteenikalvolla tai-
mettumiseen asti. Taimettumisen jalkeen kasveja kasteltiin pohjan kautta kahdesti viikossa
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vedella ja kerran viikossa 0,03 % (w/v) nestemaisella lannoitteella (Green Care, Puutarhan ke-
saTM NPK 13-7-20 + mikroravinteet, Yara Vlaardingen, Alankomaat). Kokeet tehtiin kasvatus-
kaapeissa (Fitotron, Weiss Technik, Saksa) kontrolloiduissa olosuhteissa (paivanpituus 16 h,
ilman suhteellinen kosteus 60 %).

Kasvit kasiteltiin vesirutosta eristetyilla bakteeri-isolaateilla 5 ja 12 vrk kylvon jalkeen. Kasitte-
lyd varten isolaatteja kasvatettiin TSB:ssa 20 °C:ssa 4 vrk. Bakteerisuspensiot laimennettiin
OD600nm-arvojen perusteella ja pyrittiin noin 10° pmy ml™ pitoisuuksiin. Maljaukset TSA:lle
kuitenkin paljastivat, etta kasvien kasittelyyn kaytettyjen suspensioiden todelliset pitoisuudet
olivat laskennallisia pitoisuuksia korkeampia (3 x 10°~4 x 10" pmy ml") lukuun ottamatta yhta
heikosti kasvavaa isolaattia. Jokainen ruukku kasiteltiin pipetoimalla taimien tyvelle TSB:hen
laimennettua bakteerisuspensiota (4 ml/ruukku). Kasittelemattomille kontrollitaimille pipetoi-
tiin puhdasta TSB:ta. Jokaista testi-isolaatti-isantakasvi-kombinaatiota kohden oli viisi rinnak-
kaista ruukkua.

7.2.1. Vaikutukset kasvitauteihin

Ohran tyvitauti

Kokeissa oli kaksi Fusarium-sienen tartuttamaa siemeneraa: RGB Planet 2023 -erdssa oli 17 %
ja RGB Planet 2024 -erassa 100 % luontainen tartunta. Siemenet kylvettiin ruukkuihin (16 kpl /
ruukku) 2 cm syvyyteen. Kylvdsten pinta pidettiin kosteana ruiskuttamalla vedella taimettumi-
sen aikana. Kasvatuslampétila oli 15 °C paivalla / 10 °C yolla ensimmaiset kaksi viikkoa, 18 °C

paivalla / 13 °C yolla seuraavat kaksi viikkoa ja 20 °C paivalla / 15 °C viimeiset viikot

Kasvien taimettuminen havainnoitiin 5, 8 ja 11 vrk kylvon jalkeen. Viiden ja puolen viikon ku-
luttua kylvosta kasveista maaritettiin tyvitaudin oireiden esiintyminen ja ankaruus seka kas-
vien maanpaallisista osien tuore- ja kuivapainot.

Kiinankaalin mohéjuuri

Kiinankaalin lajikkeen Granaat siemenia kylvettiin ruukkuihin (6 kpl / ruukku) 1 cm syvyyteen.
Kasvualustat tartutettiin peittamalla kylvokset ilmakuivatulla, méh&juurimikrobin (P. brassicae)
saastuttamalla peltomaalla (11,8 g ilmakuivattua maata / 250 g kasvualustaa). Kasittelematto-
man kontrollin siemenet peitettiin kasvualustana kaytetylla peltomaalla. Ruukut kasteltiin
kenttakapasiteettiin vesijohtovedella. Ruukkuja pidettiin ensimmaiset kaksi viikkoa 18 °C:ssa
paivalla / 15 °C:ssa yolla ja sen jalkeen 20 °C:ssa paivalla / 18 °C:ssa yolla.

Kasvien taimettuminen havainnoitiin 5, 8, 11 ja 15 vrk kylvon jalkeen. Kuuden ja puolen viikon
kuluttua kylvosta kasvien juurista tarkastettiin mohojuurikasvainten esiintyminen ja maara
seka mitattiin kasvien maanpaallisten osien tuore- ja kuivapainot.

7.2.2. Vaikutukset kasvien kasvuun

Vesirutosta eristettyjen bakteeri-isolaattien vaikutuksia siementen itavyyteen selvitettiin labo-
ratoriotestauksilla ja kasvien alkukehitykseen kontrolloidussa olosuhteissa tehdyilla kokeilla.
Testikasveina olivat ohra (Hordeum vulgare, lajike Aukusti) ja retiisi (Raphanus sativus, lajike
National 2).
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Siementen itaminen

Kokeet toteutettiin siten, ettd desinfioituja siemenia idatettiin suodatinpapereilla, jotka oli
kostutettu vesirutosta eristetyilla bakteeri-isolaateilla. Siemenet desinfioitiin 0,5 % natriumhy-
pokloriittiliuoksella 1T min (ohra) tai 2 min (retiisi) ajan, huuhdeltiin kolme kertaa steriililla tisla-
tulla vedelld (SDW) ja kuivattiin laminaarissa. Bakteeri-isolaatit kasvatettiin NB-ravinneliuok-
sessa (NB, Merck, Saksa) 20 °C:ssa 2 vrk, minka jalkeen liuokset sentrifugoitiin (5 000 g, 5 min,
4 °C). Pelletit suspensoitiin 0,9 % NaCl:aan (OD600 nm -arvo 0,5-0,6) ja laimennettiin edelleen
100-kertaisesti. Siemenet (ohra 9, retiisi 16) asetettiin petrimaljalla olevalle suodatinpaperille,
joka oli kostutettu bakteerisuspensiolla (1 ml,10° pmy ml™") ja SDW:ll3 (1 ml). Puhdasta NB:ta
ja SDW:ta pipetoitiin kasittelemattomille kontrollimaljoille. Kokeissa oli mukana 26 isolaattia
ja jokaista isolaattia kohden oli kolme rinnakkaista maljaa. Siemenia idatettiin 20 °C:ssa ja ita-
neiden siementen lukumaara laskettiin 7 vrk kokeen aloittamisesta. Testaus tehtiin kahdek-
sassa erassa, joista jokainen sisalsi kasittelemattoman kontrollin. Tulokset laskettiin itaneiden
maarana suhteessa kontrolliin.

Alkukehitys

Kokeessa testattiin vesirutosta eristettyjen bakteeri-isolaattien siemenpeittauskasittelyjen vai-
kutuksia kasvien alkukehitykseen. Testausta varten 12 valittua bakteeri-isolaattia kasvatettiin
TSB:ssa 20°C:ssa 2 vrk, minka jalkeen liemi sentrifugoitiin (5 000 g, 5 min, 4 °C) ja pelletit sus-
pensoitiin 0,9 % NaCl:aan (OD600 nm -arvo 0,5-0,6). Siemenia inkuboitiin bakteeriliuoksissa
(5 x 10° pmy ml " ohralle, 3 x 10° pmy ml retiisille) 30 min ja kuivattiin suodatinpaperilla. Mik-
robeilla kasittelemattéman kontrollin siemenia inkuboitiin puhtaassa TSB:ssa.

Bakteeriliuoksilla kasitellyt siemenet (ohra 16 siementa / ruukku, retiisi 4 / ruukku), kylvettiin
ruukkuihin (8 cm x 8 cm x 8 cm), joissa kussakin oli 250 g kasvualustaa. Kasvualustana kaytet-
tiin perunan viljelykierrossa olevalta peltolohkolta kerattya peltomaata (karkea hieta, orgaani-
sen aineksen pitoisuus 1,7 %, pH 6), joka oli peruslannoitettu Yara Mila Y3 (NPK 23-3-8, Yara
Finland) -lannoitteella (ohra: 348 kg ha™; retiisi: 478 kg ha™). Jokaisesta isolaatti-kasvilaji-
kombinaatiosta oli nelja rinnakkaista ruukkua. Ruukut asetettiin muovipusseihin veden paa-
syn estamiseksi ruukusta toiseen, ja ruukut jaettiin neljalle alustalle. Ruukut peitettiin muovilla
taimettumiseen asti ja kasteltiin suihkuttamalla pintamaa kerran taimettumisen aikana. Tai-
mettumisen jalkeen kasveja kasteltiin kolme kertaa viikossa vedella ja kaksi kertaa kasvun ai-
kana 0,06 % (w/v) nestemaiselld lannoitteella (Green Care). Kokeet tehtiin kasvatuskaapeissa
(Fitotron, Weiss Technik, Saksa) kontrolloiduissa oloissa (paivanpituus 16 h, paivalampétila

18 °C, yolampatila 15 °C, ilman suhteellinen kosteus 60 %). Taimettuneet kasvit laskettiin 7 ja
14 vrk kuluttua kylvosta. Viiden viikon kuluttua kylvosta kasvien maanpaallisistd osista maari-
tettiin tuore- ja kuivapainot.

7.3. Tulokset ja pohdinta

Fusarium-sienen aiheuttamat tyvioireet ohralla olivat paaasiassa lievia (Kuva 4). Lievemmin
saastuneen siemeneran kasittelemattomista verrokkitaimista sai oireita 16 % ja ankarammin
saastuneen siemeneran verrokkitaimista 12 %. Nelja isolaattia (104/Duganella, 107/tunnista-
maton), 147/Enterobacter, 161/Pseudomonas) hillitsi oireiden kehittymista lievemmin saastu-
neen siemeneran taimissa (Taulukko 6). Jatkotutkimusten kannalta nama isolaatit ovat mie-
lenkiintoisia, silla ne hillitsivat Fusarium-sienten kasvua myds maljatestauksissa, joskin
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vaikutus oli lievaa. Taudinestovaikutusta ei ollut havaittavissa ankarammin saastuneen sie-
meneran taimissa.

Mohdojuurioireiden kehittymisessa oli suuria eroja ruukkujen valilla, mika vaikeuttaa tulosten
tulkintaa. Kasittelemattoman kontrollin kasveista 20 %:iin kehittyi moéhojuurikasvaimia (Kuva
4). Yksi isolaatti (95/Pseudomonas) esti kokonaan mohdjuurikasvainten muodostumisen (Tau-
lukko 6), mika puoltaa kyseisen isolaatin jatkotutkimuksia. Yksi isolaateista (147/Enterobacter)
puolestaan lisasi mohojuuristen kasvien maaraa.

Isolaattien taudinestovaikutuksia ei pystytty linkittamaan entsyymiaktiivisuuksiin.

Kuva 4. Vasemmalla Fusarium-sienen aiheuttamia tyvioireita ohralla (lajike RGB Planet). An-
kara oire on merkitty punaisella ja lievat oireet oranssilla nuolella. Oikealla m&hojuurikas-
vaimia kiinankaalin (lajike Granaat) juurissa. Kuvat Lea Hiltunen, Luke.

Maljakokeissa vesirutosta eristetyt isolaatit nayttivat estavan parhaiten hidaskasvuisten peru-
narupea aiheuttavien Streptomyces-bakteerien kasvua. Isolaattien tehon selvittamista ruukku-
kokeissa kayttaen perunaa iséantakasvina ei kuitenkaan ollut mahdollista toteuttaa kasvatus-
kaapissa suuren tilantarpeen vuoksi.

Yhteenvetona voidaan todeta, etta maljatestauksista saadut tulokset olivat lupaavampia kuin
ruukkukokeista saadut tulokset. Tama johtunee siita, etta eri testimenetelmat mittaavat eri
asioita ja voivat siten antaa erilaisen lopputuloksen. Maljatestaukset perustuvat antimikrobis-
ten yhdisteiden tuotantoon in vitro-olosuhteissa (Pliego ym. 2011, Raymaekers ym. 2020). An-
timikrobisten yhdisteiden tuoton oletetaan kuitenkin olevan vahaisempaa luonnon olosuh-
teissa (in vivo) (Kohl ym. 2019), joten taman kasvunestomekanismin teho ei valttamatta tule
esille ruukkutestauksissa.

Biologinen torjunta on monimutkainen systeemi, joka kasittaa isantakasvin, taudinaiheuttajan,
torjuntaelion ja ymparistotekijoiden valiset vuorovaikutukset (Bonaterra ym. 2022). Siten myds
taudineston testausvaiheessa on monia tekijoitd, jotka voivat vaikuttaa testauksen lopputulok-
seen. Naita ovat muun muassa potentiaalisen torjuntaelion kayttémaara, -aika ja -tapa,
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taudinaiheuttaja ja tautipaineen suuruus, isantakasvilaji ja -lajike seka ymparistdolosuhteet
(Montesinos ym. 2009).

Taulukko 6. Kymmenen vesirutosta eristetyn bakteeri-isolaatin kasvipatogeenien kasvunesto-
vaikutus maljakokeissa ja taudinestovaikutus ruukkukokeissa.

KASVUNESTO (in vitro)?
Bakteerisuku Fusanum- e s Taudinaiheuttaja®
siementartunta Mot;o;r;lur;-
maatartunta

Enterobacter 0 [ +
95 Pseudomonas 0 O (+) ++ + + + +
104 Duganella (+) 0 0 0 0 =+ + ++
107 Ei maaritetty (+) 0 0 +H ++ + + "+
134 Enterobacter 0 0 0 +H+ +H[/+++ + + +
145 Pantoea 0 0 0 ++ + |+ +
147 Enterobacter (+) 0 - F++ ,+ -+ + +
161 Pseudomonas (+) 0 0 +H[+++ + + + 0
164 Lactococcus 0 0 0 [+ + + 0 0
168 Pseudomonas 0 0 0 et et et et et

" Taudinesto ruukkukokeissa: 0, ei vaikutusta; (+), lievé taudinesto; -, taudinlisdys

2 Taudinaiheuttajan kasvunesto maljakokeissa: 0, ei estovaikutusta; + lieva estovaikutus (estovydhykkeen leveys
<10 mm); ++ keskikertainen estovaikutus (estovydhykkeen leveys >10-<20 mm); +++ voimakas estovaikutus (es-
tovyohykkeen leveys > 20 mm); et, ei testattu

3 Taudinaiheuttajat (Hiltunen & Vilimaa 2022): Se, Streptomyces europaeiscabiei; St, S. turgidiscabies; Rs, Rhizoc-
tonia solani; FOX, Fusarium oxysporum; FAV, F. avenaceum

Vesirutosta eristetyilla bakteeri-isolaateilla ei havaittu kasvua edistavia vaikutuksia kasvatus-
kaappikokeissa. Sen sijaan jotkut isolaatit heikensivat kasvien kehitysta. Yksi testatuista isolaa-
teista (205/Weissella) vahensi seka retiisin etta ohran kuivapainoa alkukehityksen aikana ja
yksi isolaatti (158/tunnistamaton) heikensi retiisin itamista (Taulukko 6). Saman suuntaisia ha-
vaintoja tehtiin my6s kasvinestotestauksien yhteydessa: kaksi isolaattia (164/Lactococcus,
168/Pseudomonas) vahensivat selvasti ohran kuivapainoa. Naiden mikrobien kohdalla heraa-
kin kysymys, toimisivatko ne rikkakasvien torjunnassa. Aiemmin muun muassa Streptomyces-
bakteereilla ja Pseudomonas fluorescens -bakteerikannoilla on havaittu kasvien kasvua rajoit-
tavia ominaisuuksia, joita on hyddynnetty bioherbisideissa (King & Lawrence 2001, Neal 2014,
Tekiela 2017, Custer ym. 2024, Nayak ym. 2024).

Samoin kuin biotorjunnan, myds biostimulanttien toimivuuteen vaikuttavat monet tekijat ku-
ten kasittelytapa, -ajankohta ja -kertojen maara, ymparistd- ja maaperaolosuhteet seka isan-
takasvi (Neumann ym. 2024, Lopez-Serrano ym. 2026). Yhta tarkeda on mikrobibiostimulant-
tien alkupera ja yhteensopivuus isantakasvin kanssa. Monet tutkimukset osoittavat, etta sa-
manlaisesta ekosysteemista peraisin olevat tai isantakasvin kanssa yhdessa kehittyneet mikro-
bikannat antavat yleensa parhaan lopputuloksen (Jiang ym. 2022, Shao ym. 2023, Lépez-Ser-
rano ym. 2026).

23



Luonnonvara- ja biotalouden tutkimus 32/2026

8. Kiinnostavimmat bakteerit jatkokehityksen
kannalta

Tassa tyossa loydettiin sellaisia sellulaasia, proteaasia ja fytaasia tuottavia bakteeri-isolaatteja,
jotka kuuluvat Suomessa melko tuntemattomiin bakteerisukuihin, Duganella, Exiguobacterium
ja Pantoea (Kuva 4). Naiden isolaattien hyddyntamismahdollisuuksien selvittamiseksi jatkotut-
kimukset ovat tarpeen. Seuraavassa on esitetty lyhyt kooste kyseisista bakteerisuvuista.

8.1. Duganella

Duganella-suku ja sen ensimmainen, jatevedesta eristetty laji Duganella zoogloeoides tunnis-
tettiin 1997 (Hiraishi ym. 1997). Sittemmin Duganella-lajeja on eristetty erilaisista ymparis-
toistd, kuten metsamaasta (Li ym. 2004), maissipellolta (Raths ym. 2019), subtrooppisesta pu-
rosta (Lu ym. 2020) ja kukista (Heo ym. 2022) seka viljelykasvien juuristoista (Kishiro ym.
2025). Duganella-bakteerit ovat tyypillisesti Gram-negatiivisia, lilkkuvia, aerobisia ja sauvan
muotoisia mesofiilisia bakteereita, mutta jotkut kannat voivat kasvaa niinkin alhaisessa lam-
potilassa kuin 4 °C (Kishiro ym. 2025). Jotkut lajit tuottavat violettia violacein-variainetta, jolla
on bakteereiden, kuten S. aureus, ja homeiden, kuten Fusarium graminearum, (Choi ym. 2015,
Haack ym. 2016) seka virusten ja loisten kasvua estavia ominaisuuksia ja sytotoksisuutta myos
erilaisia kasvainsolulinjoja vastaan (Zhang ym. 2025). Duganella-suvun lajien ei ole todettu
olevan ihmisille patogeenisia (Haack ym. 2016).

Useat Duganella-kannat tuottavat erilaisia entsyymeja ja niilla on havaittu muun muassa amy-
lolyyttista, lipolyyttista, kitinolyyttista, proteolyyttista ja lipolyyttista aktiivisuutta (Aranda ym.
2011, Haack ym. 2016). Sellolyyttista aktiivisuutta on raportoitu Suomen Lapista eristetyista
Duganella-isolaateista (Mannistd & Haggblom 2006).

Monilla Duganella-sukuun kuuluvilla bakteerikannoilla on raportoitu monenlaisia kasvien kas-
vua edistdvia ominaisuuksia (Rat ym. 2021). Ne pystyvat muun muassa liuottamaan fosforia,
kaliumia ja sinkkia maaperassa (Verma ym. 2014).

8.2. Exiguobacterium

Exiguobacterium-suku on monipuolinen ryhma varillisia, Gram-positiivisia, fakultatiivisesti an-
aerobisia, itidita muodostamattomia bakteereita. Suvun ja lajin ensimmainen jasen Exiguobac-
terium aurantiacum, alkalofiilinen bakteeri, eristettiin perunankasittelyn jatevesista (Collins
ym. 1983). Exiguobacterium-suvun lajeja on eristetty monenlaisista ymparistdista, kuten maa-
perasta, suolaisista sedimenteistd, merivedestd, ikiroudasta, jaatikoista, teollisuuden jateve-
sistd ja kuumista lahteista (Kasana & Pandey 2018). Hiljattain niitd on I6ydetty myds perintei-
sesti fermentoiduista elintarvikkeista (Wu ym. 2022, Kothe ym. 2024, Liu ym. 2024, Liang ym.
2025, Sharma ym. 2025). Niille on tunnusomaista kyky kasvaa hyvin monenlaisissa ymparisto-
olosuhteissa: -12-55 °C lampédtiloissa, pH-alueella 5-12 ja suolattomissa tai hyvin suolaisissa
0-19 % (NaCl, m/v) olosuhteissa (Rodrigues ym. 2008, Vishnivetskaya ym. 2009, Meng ym.
2020). Lisaksi jotkut Exiguobacterium -kannat sietavat myos raskasmetalleja (Castro-Severyn
ym. 2017) seka kuivumista (xerotolerant) (Lopez ym. 2021). Exiguobacterium-suvun lajien on
todettu vain harvoin aiheuttaneen sairauksia ihmisille (Chen ym. 2017) tai eldimille (Gao ym.
2025).
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Exiguobacterium -suvun kannat tuottavat erilaisia hydrolyyttisia entsyymeita, kuten sellulaasia,
pektinaasia, mannanaasia, ksylanaasia, tannaasia, proteaasia, lipaasia, amylaasia ja pullulanaa-
sia, joita voidaan kayttaa eri teollisuudenaloilla, kuten pesuaine-, elintarvike-, rehu-, paperi-,
tekstiili-, nahka- ja laaketeollisuudessa, bioremediaatiossa, bioteknologiassa ja maataloudessa
(Kasana & Pandey 2018). Lisaksi Exiguobacterium -sukuun kuuluvilla kannoilla on raportoitu
monenlaisia kasvien kasvua edistavia ominaisuuksia, kuten indolietikkahapon tuotto, sidero-
fori- ja syaanivetytuotanto, fosfaatin liuotuskyky ja antagonistiset ominaisuudet (Kasana &
Pandey 2018).

Exiguobacterium -suvun bakteereita on raportoitu esiintyvan joissakin aasialaisissa perintei-
sesti fermentoiduissa kasviperaisissa (Jung ym. 2018, Lin ym. 2022, Wu ym. 2022, Kothe ym.
2024) ja kalaperaisissa (Liu ym. 2024, Liang 2025, Sharma ym. 2025, Utama ym. 2025) elintar-
vikkeissa, joissa niiden on todettu vaikuttavan aromiyhdisteiden muodostumiseen ja siten
tuotteiden makuun.

8.3. Pantoea

Pantoea on maaritelty omaksi suvukseen noin 35 vuotta sitten (Gavini ym. 1989). Pantoea-
suvun lajit muodostavat keltaisia pesakkeita ja ovat sauvanmuotoisia, Gram-negatiivisia, itiot-
tomia, ominaisuuksiltaan erilaisia bakteereja, joita on eristetty vesi- ja maaymparistdista, kas-
veista, hyonteisista ja eldaimista (Walterson & Stavrinides 2015).

Pantoea-suvun bakteerit ovat vuorovaikutuksessa useiden kasvien kanssa joko haitallisina tai
hyodyllisind bakteereina kannasta ja isantakasvista riippuen (Duchateau ym. 2024). Jotkut

P. agglomerans-kannat aiheuttavat monenlaisia kasvitauteja esimerkiksi vehnassa, riisissa, so-
keriruo'ossa ja puuvillassa, kun taas toisen P. agglomerans-lajin kannan on raportoitu estavan
F. graminearum-sienen kasvua, joka tuottaa hometoksiineja ja aiheuttaa sato- ja laatutappi-
oita esimerkiksi viljoissa (Dutkiewicz ym. 2016). Joistakin Pantoea-kannoista on jo kehitetty
kaupallisia biologisia torjunta-aineita (Walterson & Stavrinides, 2015, Duchateau ym. 2024).
Osa Pantoea-kannoista pystyy hajottamaan rikkakasvien torjunta-aineita tuottamatta myrkyl-
lisia sivutuotteita ja niitd voidaan siten kayttaa biopuhdistukseen eli bioremediaatioon (Wal-
terson & Stavrinides 2015).

Useiden Pantoea-suvun kantojen katsotaan olevan kasvien kasvua edistavia bakteereita, jotka
voivat edistaa kasvien kasvua monenlaisin mekanismein, kuten kasvihormonien tuotanto, il-
man typen sitominen, ammoniakin ja fosfaatin liuottaminen seka raudan sitominen baktee-
rien sideroforeilla. Lisdksi bakteerit voivat estaa kasvien patogeenisten sienien ja bakteerien
kasvua tuottamiensa antibioottien, soluseinaa hajottavien entsyymeiden, sideroforien, ve-
tysyanidin ja kilpailun seka indusoidun systeemisen resistenssin kautta (Lorenzi ym. 2022).
Joidenkin Pantoea-lajien on todettu tuottavan, pektinaasia ja pektinaasia, fytaasia (Dutkiewicz
ym. 2016) ja ligninaasia (Rat ym. 2021).

Pantoea-suvun bakteerit voivat olla ihmisille joko haitallisia tai hyddyllisia. Joidenkin Pantoea-
lajien on raportoitu aiheuttavan opportunistisia infektioita padasiassa kasvimateriaalin aiheut-
taman ihon haavaumien kautta ja sairaalainfektioita immuunipuutteisilla potilailla. P. agglo-
merans -infektio voi johtaa esimerkiksi ihoallergioihin, niveltulehdukseen ja verenmyrkytyk-
seen (Wdowiak-Wrébel ym. 2024). Toisaalta joidenkin isolaattien tuottamia immunomodulaat-
toreita on hyodynnetty ihmisten sairauksien, kuten syovan, infektioiden ja allergioiden hoi-
dossa (Walterson & Stavrinides 2015).
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Pantoea-suvun bakteereita on raportoitu esiintyvan joissakin aasialaisissa perinteisesti fer-
mentoiduissa ruoissa ja juomissa, kuten sufussa (Wu ym. 2022), punaisessa hapankeitossa (Lin
ym. 2022), kimshissa (Jung ym. 2018) ja riisiviinissa (Zhao ym. 2020), joissa niiden on todettu
vaikuttavan aromiyhdisteiden muodostumiseen ja siten tuotteiden makuun.
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9. Hyodyntamis- ja tuotteistamismahdollisuudet

Kiinnostus entsyymien hyddyntamiseen kasvaa jatkuvasti, koska ymparistélainsaadanto seka
energian ja kemiallisen kuormituksen vahentamistavoitteet kannustavat yrityksia kehittamaan
ymparistoystavallisia prosesseja. Pyrkimys parantaa rehutehokkuutta eldintuotannossa ja vesi-
viljelyn kasvu lisdavat entsyymien kayttoa rehuteollisuudessa. Nopeasti kasvava valmisruokien
kayttd ja ihmisten lisdantyva terveystietoisuus edistavat entsyymien kayttéa parantamaan
prosessoitujen elintarviketuotteiden aistittavaa laatua, sailyvyytta ja ravitsemuksellista arvoa.

Kirjallisuuden perusteella valituilla entsyymeilla on kayttokohteita eri aloilla, kuten pesuaine-,
paperi-, tekstiili-, nahka- ja ladketeollisuudessa, bioremediaatiossa ja bioteknologiassa. Tassa
tutkimuksessa keskityttiin kuitenkin valittujen entsyymien sovellusmahdollisuuksiin 1dhinna
elintarvike- ja rehukdyton kannalta. Seuraavassa on lyhyesti esitetty sellulaasin ja proteaasin
sovelluskohteita elintarvike- ja rehuteollisuudessa, lakkaasin sovelluksista elintarviketeollisuu-
dessa ja fytaasin kaytdsta rehuteollisuudessa.

9.1. Entsyymien ominaisuuksista

9.1.1. Sellulaasi

Sellulaasi on entsyymi, joka pilkkoo selluloosaa glukoosiksi, ja se koostuu kolmesta entsyy-
mista: B-glukosidaasi, endo-1,4-B-D-glukanaasi (endoglukanaasi) ja ekso-1,4-B-D-glukanaasi
(eksoglukanaasi) (Ejaz ym. 2021). Sellulaasia esiintyy mikrobeissa, kasveissa ja joissakin elai-
missa.

Kayttokohteet elintarvikesovelluksiin

Sellulaaseja kaytetaan elintarviketeollisuudessa erityisesti leipomo-, panimo- ja hedelma- ja
vihannesmehuteollisuudessa tuotteiden laadun parantamiseen ja valmistusprosessien tehos-
tamiseen (Kant 2025). Hedelma- ja vihannesmehuteollisuudessa sellulaasia kaytetdan hydro-
lysoimaan hedelmien ja vihannesten soluseinien selluloosaa ja hemiselluloosaa, mika paran-
taa mehun uuttoa, kirkkautta, stabiilisuutta ja kokonaissaantoa. Hedelma- ja/tai vihannesso-
seiden kasittelyssa sellulaaseja kdytetaan soseiden saannon lisdamiseen, [ammon aiheutta-
mien vaurioiden minimoimiseen seka soseiden viskositeetin vahentamiseen. (Kumar ym.
2024). Mikrobisolut ja niihin liittyvat entsyymit ovat olennainen osa alkoholijuomien, kuten
oluiden ja viinien, valmistuksen kaymisprosesseissa. Oluen valmistuksessa sellulaasilla voidaan
parantaa seka oluen laatua etta yleista tuotantotehokkuutta (Sutaoney ym. 2024), ja viininval-
mistuksessa viinin laatua, kuten stabiilisuutta, kirkkautta seka varia ja aromia (Kumar ym.
2024). Leipomoteollisuudessa sellulaasia kdytetaan taikinan ominaisuuksien muokkaamiseen
ja leivonnaisten laadun parantamiseen. Sellulaasit pilkkovat jauhoissa olevat selluloosakuidut,
mika parantaa taikinan sitkoa ja lisaa sen tilavuutta seka parantaa leivan, kakkujen ja leivon-
naisten rakennetta (Kant 2025).

Kayttokohteet rehusovelluksiin

Sellulaaseja kaytetaan eldinten rehujen ainesosien sulavuuden ja ravintoarvon parantamiseksi.
Niiden lisdéaminen eldinten rehuun auttaa hajottamaan selluloosaa ja hemiselluloosaa, mika
lisda ravinteiden saatavuutta eldinten ruoansulatuksessa. Tama parantaa rehun kayttoa,
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tehostaa ravinteiden imeytymista ja edistaa eldinten kasvua ja kehitysta. Sellulaasien kaytto
rehuissa yhdessa muiden entsyymien, kuten ksylanaasien, kanssa, voi johtaa parempaan re-
hun kayttotehokkuuteen, alhaisempiin rehukustannuksiin ja parempaan eldinten terveyteen.
(Kant 2025).

9.1.2. Proteaasi

Proteaasit ovat entsyymeja, jotka hajottavat tai hydrolysoivat proteiineja ja peptideja lyhyem-
miksi peptideiksi ja aminohapoiksi. Proteaaseja esiintyy kaikissa elavissa organismeissa toi-
mien erittdin merkittavassa roolissa niiden fysiologiassa. Mikrobiproteaasit voidaan luokitella
esimerkiksi niiden aktiivisuuden perusteella tietylla pH-alueella emaksisiin, happamiin ja neut-
raaleihin proteaaseihin (de Oliviera Sousa 2025).

Kayttokohteet elintarvikesovelluksiin

Elintarviketeollisuudessa happamia ja neutraaleja proteaaseja kaytetaan edistamaan tuottei-
den laatua ja toiminnallisia ominaisuuksia, kuten makua, rakennetta ja ravintoarvoa seka pa-
rantamaan prosessitehokkuutta (Okpara 2022). Meijeriteollisuudessa juustonvalmistuksessa
proteaaseja lisdtaan maitoon maidon proteiinin saostamiseksi. Proteaasit parantavat myds
juuston aistittavia ja rakenteellisia ominaisuuksia seka vahentavat joidenkin fermentoitujen
maitotuotteiden allergisia ominaisuuksia. (Okpara 2022). Proteaasit ovat tarkeita panimoteol-
lisuudessa. Oluen tai viskin valmistuksessa proteaaseja kdytetaan parantamaan kaymisproses-
sia ja tuotteiden yleista laatua. Leivontateollisuudessa proteaaseja lisataan jauhoihin leivon-
naisten valmistuksen yhteydessa taikinan leivottavuuden parantamiseksi. Lihateollisuudessa
proteaaseja kaytetaan lihan mureuttamiseen, mika parantaa lihan reologisia ominaisuuksia.
(Okpara 2022).

Kayttokohteet rehusovelluksiin

Proteaaseja kaytetaan yksimahaisten eldinten (siipikarja, sika, kala) rehujen lisdaineena. Ne
parantavat valkuaispitoisuudeltaan alhaisten rehujen ravitsemuksellista laatua ja rehun ravin-
toaineiden sulavuutta siten edistaen eldinten kasvua. Ne myo6s edistavat ruoansulatuskanavan
kehittymista nuorilla eldaimilla. Lisaksi proteaasit pystyvat hydrolysoimaan palkokasvien ravit-
semuksellisesti haitallisia yhdisteitd parantaen eldinten tuotantokykya. Vesiviljelyssa prote-
aasilisalla voidaan vahentaa kalajauhon maaraa heikentamatta kalojen kasvua ja kehitysta. Li-
saksi proteaasilisa parantaa veden laatua vesiviljelyssa, silla sen kayttd kalanrehussa voi pa-
rantaa fosforin kdyttda ruuansulatuksessa ja siten vahentaa fosforin erittymista ulosteen mu-
kana veteen (de Oliviera Sousa 2025).

9.1.3. Lakkaasi

Lakkaasi on entsyymi, joka katalysoi laajasti erilaisten fenolisten ja ei-fenolisten yhdisteiden
hapettumista pelkistaen molekyylihapen vedeksi. Lakkaasia esiintyy kasveissa, hyonteisissa,
bakteereissa ja sienissa. Laajan substraattispesifisyytensa ja ymparistoystavallisen ominaisuu-
tensa vuoksi lakkaasia kaytetadan monenlaisissa vihrean kemian prosesseissa (Zhai ym. 2024).
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Kayttokohteet elintarvikesovelluksiin

Erilaisten fenolisten ja ei-fenolisten yhdisteiden hapettamiskyvyn ansiosta lakkaasia kaytetaan
elintarviketeollisuudessa seka elintarvikkeiden valmistuksessa tuotteiden laadun tai sailyvyy-
den parantamiseksi etta jatevesien puhdistuksessa (Mayolo-Deloisa ym. 2020). Leipomoteolli-
suudessa lakkaasi kaytetdan parantamaan taikinan koostumusta ja sitkoa (Mayolo-Deloisa
ym. 2020), ja silla voidaan muuttaa ruoan aistinvaraisia ominaisuuksia, kuten parantaa suklaan
makua, vahentaa oliivien karvautta ja voimistaa soijaproteiinihydrolysaattien makua ja tee-
pohjaisten juomien varia (Zhai ym. 2024). Lakkaasia voidaan kayttaa hajottamaan elintarvike-
teollisuuden, kuten oliividljy-, melassi- ja panimoteollisuuden jatevesien fenolisia yhdisteita
(Okpara 2022), mika edistaa ymparistonsuojelua ja kestavaa kehitysta (Zhai ym. 2024).

Juomateollisuudessa lakkaasia kaytetaan viinin fenoliyhdisteiden stabiloimiseksi maun ja varin
yllapitamiseksi perinteisten stabilointimenetelmien, kuten rikkidioksidin, asemesta (Mayolo-
Deloisa ym. 2020). Lakkaasia kaytetaan myds korkin ja viinin vuorovaikutuksesta johtuvan kar-
vauden lieventamiseksi (Zhai ym. 2024). Oluen valmistuksessa lakkaasia kaytetaan oluen sta-
bilointiin estamaan sameuden muodostumista pitkan sailytyksen aikana. Oluen sailyvyysaikaa
voidaan pidentaa lisaamalla lakkaasia tuotantoprosessin lopussa fenoliyhdisteiden hapettu-
miseksi (Okpara 2022).

Fenoliset yhdisteet ja niiden hapettumistuotteet heikentavat merkittavasti myds hedelmame-
hujen aistittavaa laatua. Lakkaasilla voidaan parantaa mehujen kirkkautta ilman ravintoainei-
den haviamista (Zhai ym. 2024).

Kayttokohteet rehusovelluksiin

Lakkaasin kaytosta eldinten rehuissa on joitain tutkimuksia (esimerkiksi Yue ym. 2020), mutta
ilmeisesti sitd ei kdyteta niiden valmistuksessa Euroopassa, silla ainakaan Market Research In-
telligent (2025) ei mainitse lakkaasin kayttoa rehuteollisuudessa Euroopan markkinoilla.

9.1.4. Fytaasi

Fytaasit ovat entsyymeja, jotka hydrolysoivat fytaattia epaorgaaniseksi fosfaatiksi ja pienem-
miksi inositolifosfaateiksi (Yadav ym. 2025). Fytaasit luokitellaan niiden katalyyttisen mekanis-
min (histidiinihappo-, propelleri-, kysteiini- ja purppurahappofytaasit), pH-optimin (happamat
tai emaksiset fytaasit) ja fytaattihydrolyysin aloituskohdan (3-fytaasi, 6-fytaasi ja 5-fytaasi)
mukaan (Nielsen ym. 2013). Fytaaseja esiintyy bakteereissa, hiivoissa ja sienissa seka kasvi- ja
elainkudoksissa (Yadav ym. 2025).

Kayttokohteet rehusovelluksiin

Fytaatti (myo-inositoli (1,2,3,4,5,6)-heksakisfosfaatti) on orgaanisen fosforin varastomuoto
kasveissa. Fytaatti sitoo voimakkaasti valttamattomia mineraaleja, kuten kalsiumia, rautaa,
sinkkia ja magnesiumia, ja muodostaa sulamattomia komplekseja proteiinien, lipidien ja tark-
kelysten kanssa, mika vahentda yksimahaisten eldinten ravinteiden kokonaissaatavuutta
(Yadav ym. 2025). Fytaatin sulamattomuus johtaa fosforin huonoon hyvaksikaytté6n ruuansu-
latuksessa, jolloin eldimen kasvu heikkenee. Lisaksi sulamatonta fytaattiin sitoutunutta fosfo-
ria erittyy ymparistoon, mika edistaa rehevoitymista, levakukintoja ja hapettomia olosuhteita
vesiekosysteemeissa.
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Fytaasia kaytetaankin yksimahaisten eldinten rehuissa tehostamaan epaorgaanisen fosforin
vapautumista fytaatista, mika parantaa mineraalien saatavuutta, proteiinien sulavuutta ja
yleistd rehun hydtysuhdetta seka eldimen kasvukykya. Samalla ulosteen fosforin maara vahe-
nee, mika vahentaa ymparistovaikutuksia.

9.2. Vesirutosta eristettyjen bakteeri-isolaattien tuottamien
entsyymien hyodyntamispotentiaali

Tulosten ja kirjallisuuden perusteella tassa tyossa testatuilla bakteeri-isolaateilla voi olla po-
tentiaalia moniin eri kayttotarkoituksiin erityisesti niiden entsyymituotannon perusteella (Tau-
lukko 7).

Monet isolaatit osoittivat samantasoista tai jotkut isolaatit jopa suurempaa entsyymiaktiivi-
suutta 15 °C:ssa kuin 20 °C:ssa. Jatkotutkimuksen kannalta tama on kiinnostava seikka, silla
kyseiset isolaatit voivat olla psykrotrofisia bakteereita, jotka kasvavat ja joiden entsyymit toi-
mivat matalissa lampo&tiloissa. Tuotteistamisnakdkulmasta tdma ominaisuus on hyddyllinen,
silld kylmassa toimivien entsyymien avulla pystytadn vahentamaan prosessien energiankulu-
tusta monilla eri sovellusalueilla. Jatkotutkimuksia tarvitaan selvittdmaan naiden mikrobien
tuottamien entsyymien maaria ja puhdistusta seka karakterisoimaan ominaisuuksia kuten toi-
mintakykya eri lampotila-, suolapitoisuus- ja pH-alueilla.

Taulukko 7. Isolaattien entsyymiaktiivisuudet seka 15 etta 20 °C:ssa.

Isolaatti Bakteerisuku Entsyzyt;noi(a:l.(tiivisuus Entsyymoiall(tiivisuus
:ssa 15 °C:ssa

99 Duganella sellulaasi proteaasi

162 Exiguobacterium sellulaasi ja proteaasi proteaasi

204 Lactococcus proteaasi proteaasi

145 Pantoea fytaasi fytaasi

53 Pseudomonas proteaasi proteaasi

190 Pseudomonas proteaasi, fytaasi proteaasi, fytaasi

168 Pseudomonas proteaasi proteaasi

95 Pseudomonas proteaasi, fytaasi proteaasi, fytaasi
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10. Paatelmat

Tassa tyossa selvitimme vesiruttokasvustoista eristettyjen bakteerien hyddyntamis- ja tuot-
teistamismahdollisuuksia rehu-, elintarvike-, biostimulantti- ja biotorjuntasovelluksiin.

Sekvensointia kayttaen tunnistimme isolaatteja kymmenesta eri suvusta, joista Duganella,
Exiguobacterium ja Pantoea -suvut ovat Suomessa melko tuntemattomia. Kirjallisuuden pe-
rusteella niita on kuitenkin eristetty monenlaisista psykrofiilisista, mesofiilisista ja termofiili-
sista maa- ja vesiymparistoista.

Entsyymiaktiivisuustulosten perusteella kiinnostava havainto on se, ettd monien isolaattien
tuottamat entsyymit toimivat matalissa lampotiloissa. Tuotteistamisnakdkulmasta tama omi-
naisuus on hyddyllinen, silla sellaisten entsyymien kayton avulla pystytaan vahentamaan pro-
sessien energiankulutusta monilla eri sovellusalueilla. Isolaattien tuottamilla entsyymeilla on
hyddyntamismahdollisuuksia ruoantuotannossa elintarvikkeissa ja tuotantoeldinten rehuissa
myds tuotteiden laadun ja toiminnallisten ominaisuuksien seka ravintoarvon ja ravinteiden
hyotysuhteen nakodkulmasta.

Jatkotutkimuksia tarvitaan selvittamaan naiden mikrobien tuottamien entsyymien maaria ja
puhdistusta seka karakterisoimaan ominaisuuksia kuten toimintakykya eri lampétila-, suolapi-
toisuus- ja pH-alueilla. Lisaksi eristamiemme isolaattien entsyymiaktiivisuus kannattaa maarit-
taa laajakirjoisesti, silla esimerkiksi Exiguobacterium-, Duganella- ja Pantoea -lajien on todettu
tuottavan myds muita erilaisia hydrolyyttisia entsyymeita.

Isolaateilla ei havaittu kasvien kasvua edistavia vaikutuksia, vaan jotkut isolaatit sen sijaan hei-
kensivat kasvien kehitysta. Naiden mikrobien kohdalla heradkin kysymys, toimisivatko ne rik-
kakasvien torjunnassa bioherbisideina.

Tydssamme havaitsimme joillakin isolaateilla taudinestovaikutusta huomattavia satotappioita
aiheuttavia kasvipatogeeneja vastaan. Naiden lupaavien tulosten vuoksi kyseisten isolaattien
testaamista biotorjuntasovelluksissa kannattaa jatkaa, silla kirjallisuuden perusteella esimer-
kiksi joistakin Pseudomonas-, Bacillus-, Lactobacillus-, Pantoea- ja Weissella- suvun kannoista
on jo kehitetty kaupallisia biologisia torjunta-aineita.
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