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Tiivistelma

Avainsanat: androgeneesi, embryogeneesi, geeninsiirto, in vitro, kallus,
mikroliséiys, regeneraatio, somaklooni

Hyétykasvien solukkoviljelyseminaar ”Solus-
ta tuottavaan kasviin” jirjestettiin Maatalou-
den tutkimuskeskuksessa Jokioisilla 10.-
11.12.1996. Osanottajat edustivat mm. yli-
opistoja ja tutkimuslaitoksia. Esitelmissi kisi-
teltin sekd metsipuita, peltokasveja ettd
puutarha- ja koristekasveja. Solukkoviljelya
tarkasteltiin seki kdytinnén kannalta ettd kas-
vitieteellisen perustutkimuksen osana. Semi-
naarin aihepiirit olivat 1) mikrolisdys, 2)
somaattinen ja gameettinen embryogeneesi ja
3) uuden geneettisen muuntelun tuottaminen.
Puuvartisten kasvien mikrolisaykselld voidaan
ratkaista useita kasvulliseen ja siemenlisiyk-
seen liittyvid ongelmia. Mikrolisdysta kayte-
tidn jo mm. terveen taimimatetiaalin tuottami-
seksi useista puutarha- ja koristekasvilajeista.

Embryogeneesid kisiteltiin sekd perustutki-
muksen ettd kiytinnon sovellutusten kannal-
ta. Somaattinen embryogeneesi on usein valit-
tu tapa regeneroida kasveja solukkoviljelmista
ja sitd sovelletaan mm. keinosiementekniikas-
sa. Gameettista embryogeneesid tutkitaan
useilla viljakasveilla, ja Suomessa sitd sovelle-
taan jo ohran ja vehnin jalostuksessa. Kol-
mannessa aihepiirissd kisiteltiin kasvinjalos-
tuksen nikokulmasta mm. somakloonista
muuntelua, somaattisia hybrideji sekd geenin-
siirtoa ja siind tarpeellisia solukkoviljelymene-
telmid. Naitd tekniikoita voidaan kéyttaa kas-
vinjalostuksen apuna kasvien geneettisen poh-
jan laajentamiseksi ja haluttujen ominaisuuksi-
en siirtamiseksi. Ne vaativat kuitenkin vield
kehittimista vakiintuakseen laajaan kaytt66n.



Abstract

Key words: androgenesis, embryogenesis, callus, gene transfer, in vitro,
micropropagation, regeneration, somaclone

A seminar for tissue culture of culdvated crops
was held at the Agricultural Research Centre
of Finland in Jokioinen on the 10.-11.12.1996.
The participants represented mainly Finnish
universities and research institutes. A wide
range of crop species were discussed in the
presentations: forest trees, field crops,
ornamentals and horticultural crops. The
papers presented covered various aspects of
tissue culture from basic research to use in
practical applications. The three principal
topics were 1) micropropagation, 2) somatic
and gametic embryogenesis and 3) novel
variation in plant breeding. With woody plants
micropropagation may solve several practical
problems associated with vegetative and seed
propagation. Micropropagation is already used
commercially as an important tool in

production of healthy planting material with
many horticultural and ornamental species.
Both basic and applied aspects of
embryogenesis were discussed. Somatic
embryogenesis is a preferable pathway to
regenerate plants from tissue cultures and it is
applied in artificial seed technique. Gametic
embryogenesis is under study with several
cereal species and is currently used in barley
and wheat breeding in Finland. Tissue culture
techniques may also be used in gene transfer
and for expansion of the genetic base of crops
via somaclonal variation and somatic
hybridisation. These techniques have
considerable potential in plant breeding,
although much work is still needed before they
can be taken to wide application.



Esipuhe

Hyétykasvien solukkoviljelyseminaari ”Solusta
tuottavaan kasviin” jirjestettin Jokioisilla Maata-
louden tutkimuskeskuksessa joulukuussa 1996.
Seminaaria suunniteltaessa oli mielessi mm.
Punkaharjulla 1995 jirjestetty metsdpuiden bio-
teknologiaa kisittelevi kokous. Halusimme tilla
kertaa rajata aiheen kisittelemiéin vain solukko-
viljelyd - ja toisaalta laajentaa sita koskemaan
kaikkia, mySs potentaalisia hyStykasveja. Soluk-
koviljelyd kasiteltin kattavast alkionviljelysti ja
mikrolisiyksesta aina geeninsiirrossa kiytettaviin
solvelluksiin asti. Seminaariin osallistui 40 tutki-
jaa yliopistoista (Helsingin, Kuopion ja Oulun
vhopistot), tutkimuslaitoksilta (Metla, Metsénja-
lostussaaus, VIT, MTT, Siemenperunakeskus),
maa- ja metsitalousministeridsti ja yksityissekto-
rilta. Ulkomaisen yhteistyon puitteissa seminaa-
nin osallistui my6s muutama vieraileva tutkija.
Osanottajien kokemus ja kiinnostus ulotwui solu-
tason peruskysymyksistd kidytdnnon kasvinjalos-
tukselliseen pohdintaan. Seminaarin yhteydessi
jarjestettiin my6s laitenayttely ja Databases in
Science and Technology -tetokantaesittely.

Jo pelkistidn kasvibioteknologia on niin
laaja kokonaisuus, etti kaiken kattavaa kan-
sallista seminaaria ei Suomessa liene tarkoi-
tuksenmukaista jirjestdd. Sen sijaan solukko-
viljelyn erityiskysymykset ja mm. tutkimusra-
hoitukseen liittyvit ongelmat ovat yhteisid niin
metsin kuin heinien tutkijallekin. Kasvilajista
riippumatta puhumme samaa kieltd. Olemme
términneet toisiimme maailmalla bioteknolo-
gian ja solukkoviljelyn kongresseissa, ja joskus
ohimennen kotimaassakin. Yhteisid kotimaisia
foorumeita on toki olemassa, kuten edelld mai-
nittu metsdalan kokoontuminen, Kasvitieteen
piivit ja Bioteteiden piivit. Silti kokousten
joukkoon mahtuu vield solukkoviljelyyn kes-
kittyvi, suhteellisen kidytinnénlaheisesti suun-

tautuva tapaaminen, jossa voimme tiivistda ko-
timaista kanssakiymistd, ehkdistd tutkimus-
hankkeiden piallekkiisyyttd, saada palautetta
omista toistimme ja laajentaa tietimystimme
toistemme tutkimuksista ja nakemyksista.

Piddyimme julkaisemaan seminaariesitel-
mit isintilaitoksen MTT:n uudessa suomen-
kielisessi julkaisusarjassa. Tieto levidd niin se-
minaarivien lisiksi mm. yliopistojen laitoksille,
maatalousoppilaitoksiin, maatalousneuvon-
taan ja maataloustutkimuksen sidosryhmille.
Toimitamme kirjaa my0s metsaalan organi-
saatioille. Koska kokouksemme oli luonteel-
taan kuin johdanto teemaan, monet esitykset
ovat pikemminkin aihetta yleisemmin esitte-
levid katsauksia kuin yksityiskohtaisia tutki-
musselostuksia. Kirja on titen savyltain yleis-
sivistivd ja sopii hyvin kansalliseen levikkiin
my®&s tutkijapiirien ulkopuolelle. Toisaalta eng-
lanninkieliset abstraktit indeksoidaan AGRIS-
tietokannassa, joten kokouksen kaiut levidvit
myos ulos Suomesta.

Solukkoviljelylli on epdilemittd tulevai-
suutta, silld eri menetelmit ovat jo osoittau-
tuneet kayttokelpoisiksi niin tutkimuksessa, ja-
lostuksessa kuin kaupallisissakin tarkoituksis-
sa. Solukkoviljely on my®6s tirked osa yha yleis-
tyvad geenitekniitkan tutkimusta. Solukkovil-
jelyseminaareille on tarvetta my6s tulevaisuu-
dessa. Olemme nyt esittdytyneet ja esitelleet
atheitamme. Ehki jatkossa voimme keskittya
joihinkin aiheisiin ja muutoinkin muokata ta-
paamisten luonnetta tarpeen mukaan. Toi-
vomme alan seminaarien jatkuvan.

Seminaarin jirjestdjit MTT:n Kasvinjalos-
tuksen tutkimusalalta kiittdvit osanottajia ja
kaikkia seminaarin onnistumiseen vaikuttanei-
ta.

Jokioisilla helmikuussa 1997

Sirkka Immonen
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Kontaminaatiot solukkoviljely-
laboratorioissa

Marjatta Uosukainen
MTT, Puntarbatuotannon tutkimuslaitos, Lankaan- tutkinins- ja valiotaimiasema, 41330 Vibtavuori
e-mail: marjatta.uosukainen@mtt.fi

Kasvaakseen kunnolla kasvisolukkoviljelmien on oltava mahdollisimman vapaita hyonteisisti,
sienistd ja useimmista bakteeri-infektioista. Kontaminaatioiden aiheuttamat vahingot viltetdin
parhaiten, jos kontaminantit havaitaan ennenkuin viljelmit otetaan rutiininomaiseen lisdysviljelyyn.
Hyvi laboratoriotekniikka on kontaminanttien ennaltachkiisyn perusedellytys. Henkildston
perusteellinen koulutus tehtiviinsd estdd mikrobisaastunnat ihmisistd viljelmiin. Riittava
siirrostettavien kasvinosien esikisittely torjuu enimmit viljelmia uhkaavat tuholaisinfektiot, joita
aitheuttavat esimerkiksi punkit, ripsidiset sekd joskus my6s ankeroiset. Pintasterilointi torjuu
useimmat hiivat, saprofyyttiset sienet ja useimmat kasvien pinnalla elivit bakteerit. Akilliset ja
vakavat, pian viljelmien perustamisen jilkeen ilmestyvit kontaminaatiot paljastavat
pintakisittelyjen riittimdttémyyden. Jatkuva tarkkailu ja viljelmien testaus on vilttimitonti
mikrobien aiheuttamien piilevien kontaminaatioiden varalta. Torjunnassa voidaan kiyttii
antibiootteja ja fungisideja. Kaikkien kisittelyjen jalkeen on kuitenkin valittava huolellisesti puhtaat
solulinjat ja testattava ne toistuvasti viljelyn aikana. Tdma on erittdin tirkeda, silli kemiallisten
kisittelyjen jilkeenkin kontaminoiva organismi saattaa hetken taantumisen jilkeen ilmestyi
uudelleen viljelmiin.  Kasvien solukkoviljelmien puhtautta ei kukaan pysty varmuudella
osoittamaan. Viljelmissi on oletettua useammin virus- tai viroidisaastuntoja. Samoin fytoplasmat,
rikketsiat ja spiroplasmat saattavat olla viljelmissa piilevind. Viljelmissa piilevind pysyvit, mutta
kasvin myShemmin kehityksen aikana esiinpuhkeavat kontaminaatiot voivat aiheuttaa kasveja
lisddville laboratorioille suuria taloudellisia tappioita.

Avainsanat: bakteerit, hiivat, hyonteiset, laboratoriotekniikka, punkit, sienet, mikrolisiys,
sterilisaatio



Abstract
Contaminants in a tissue culture laboratory

Marjatta Uosukainen
Agricultural Research Centre of Finland, Institute of Horticulture, Iankaa Research and
Healthy Plant Unit, FIN41330 Vibtavuori
e-mail: marjatta.nosukainen@mtt.fi

To grow properly, plant tissue cultures must be as free as possible of insect, fungal and bacterial
infections. Losses are best avoided if the contaminants are identified before cultures enter the
propagation routine. Laboratory technique of a high standard is a prerequisite for preventing
contaminantion. Thorough training of the laboratory staff prevents transfer of contaminants from
humans to cultures. Sufficient pretreatment of the explants prevents infections caused by culture
pests, for instance, trips, mites and sometimes nematodes. Surface sterilization destroys most
yeasts, saprophytic fungi and most bacteria living on the plant surface. Sudden and serious
contaminations occurring soon after the initiation of cultures reveals that surface treatments have
been insufficient. Latent contaminations caused by microbes require continuous monitoring and
testing of cultures. Antibiotics and fungicides can be used in combatting the contaminants.
Following all treatments it is, however, necessary to carry out careful selection of clean cell lines
by repeated testing during cultivations. This is most important, because even after chemical
treatments a contaminant organism may recover after a temporary die back and reappear in
cultures. Plant tissue cultures can not be shown to be clean with certainty. Cultures contain virus
and viroid infections more often than is assumed. Also phytoplasmas, ricketsia and spiroplasmas
may be latent in cultures. Contaminants which are latent, but appear later during the development
of the plant may cause propagation laboratories great economical losses.

Key words: bacteria, fungi, insects, laboratory technique, micropropagation, mites, sterilization
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Johdanto

Solukkoviljelylaboratorioiden  kontaminantit
voivat olosuhteista riippuen olla lihes mitd
hyvinsi hiiren ja virusten vililtd. Kontami-
nantit ovat perdisin joko ulkoisista lihteista,
kasvien pinnoilta tai kasvien sisdosista.

Hyonteisten ja punkkien aiheuttamat haitat
ovat solukkolaboratorioissa yleisii. Isossa Bri-
tanniassa tehty tiedustelu paljasti, ettd 50 %
laboratorioista on kirsinyt ripsidisten tai punk-
kien aiheuttamista kontaminaatioista. Kol-
manneksella laboratorioista oli esiintynyt va-
kavia ongelmia (Blake 1988). Ajoittain labo-
ratorioissa saattaa esiintyd myos muita hyon-
teistuhoja.  Maailmanlaajuisesti  esiintyvid
hydnteisid ovat erilaiset muurahaiset, ja eri-
tyisesti torakat voivat muodostua ongelmaksi
(George 1993).

Punkit ovat tuhoisimpia solukkoviljelmia
saastuttavista tuholaisista. Ne ovat pienii, alle
1 mm:n pituisia ja voivat kulkeutua labora-
torioon polyhiukkasten, hyénteisten ja muiden
eldinten mukana. My6s ihmiset voivat kuljettaa
punkkeja vaatteissa, tholla ja hiuksissa. Pun-
keista sininsd on vain vihin haittaa kasvi-
soluille, mutta niiden mukana kulkeutuu bak-
teerien ja sienten itiditd. Punkkisaastunnan en-
simmiisid oireita ovatkin satunnaiset sienikas-
vustot viljelmissd. Nopean lisdantymiskierron
vuoksi punkkien miiri saattaa olla huomat-
tava siind vatheessa, kun saastunta havaitaan.
Punkit voivat helposti siirtyd ryémimalla vil-
jelmisti toiseen (Blake 1988, George 1993).
Munat saattavat sailyd elinkykyisind pitkidkin
aikoja esimerkiksi seinien rakosissa. Kontami-
naatio ei vilttdmaitti ole vuodenaikaan sidottu,
vaikka todennikéisin ajankohta on loppukesa.
Viljelmistd on 6ytynyt seuraavia punkkilajeja:
Dermatophagoides preronyssinus (polypunkki), Ty-
rophagns putrescentiae, Siteroptes avenae ja Siteroptes
spp. (Blake 1988). Punkit saattavat tulla vil-
jelmiin ilman bakteeri- tai sieni-itiditakin ja
jaaddd siten huomaamatta (George 1993).
Punkkien tarkkailussa on siksi kiinnitettava
huomiota vesihSyryssa
purkin reunamilla nikyviin punkkien ry6min-
tdjalkiin (Uusitalo ef a/ 1993).

kondensoituneessa

1"

Ripsidisten munat voivat siirtyd viljelmiin
aloitusvaiheessa. On kuitenkin todettu, ettd
ripsidiset ilmestyvit viljelmiin yleensa ilmateit-
se. Niiden oireita saastuneissa viljelmissa ovat
kiiltavin metallinhohtoiset lehdet (Reustle
et al. 1988). Sukupolven kierto on tilli hyon-
teiselld vain noin 3 viikkoa. Tuhottaessa rip-
sidissaastuntaa, piivittdinen tarkkailu on tir-
kedi. Klocke & Myers (1984) kiyttivit me-
nestyksellisesti myds kemiallista ripsidisten tor-
juntaa lisddmalla autoklavoinnin kestivai tor-
junta-ainetta (10 ja 100 mg/l Orthane™
Chevron Chemical Co) MS-alustaan (Murashi-
ge & Skoog 1962).

Solukkoviljelmissd  yleisimmin kontami-
naatioita aiheuttavat bakteerit, sienet ja hiivat
(Boxus & Terzi 1987, 1988, Debergh & Van-
derschaege 1988, Duhem ef4/ 1988, Hennerty
et al. 1988, Leifert ef o/ 1990, 1991a, 1991b,
Savela & Uosukainen 1994). Bakteerien, hii-
vojen ja sienten aiheuttamat kasvien soluk-
koviljelmien kontaminaatiot on luokiteltu kol-
meen eri tyyppiin (Constantine 1986, Long
et. al. 1988): 1) idkillinen ja vakava kontami-
naatio, joka ilmenee yleensi viljelmin aloitus-
vaiheessa ja lahes aina aiheutuu tehottomasta
pintasteriloinnista, 2) kontaminaatio, joka il-
mestyy aloitusvaiheen jilkeen, ja jonka aihe-
uttajia ovat aloituskasvin sisiiset eli endogee-
niset mikro-organismit tai lisaysviljelyn aikana
viljelmiin siirtyneet mikro-organismit, 3) kon-
taminaatio, joka on luonteeltaan pitkallinen
(krooninen) ja piilevi ja ilmestyy koko vil-
jelmierddn pitkdn niennaisesti steriilin vilje-
lyajanjakson jilkeen.

Ensimmiisen kontaminaatiotyypin ongel-
mat havaitaan helposti, ja ne voidaan hoitaa
tehokkaalla pintasteriloinnilla. Ne saattavat
kuitenkin tdysin estdd viljelmin perustamisen
(Constantine 1986). Kahden jalkimmaisen tyy-
pin kontaminaatioita aiheuttavien organismien
havaitseminen ilman erikoistoimenpiteitd on
huomattavan vaikeaa. Joskus infektio tulee na-
kyviin vain pitkiaikaisen varastoinnin jilkeen
(James & Thurbon 1978, Hennerty e /. 1988).
Piilevit mikrobisaastunnat ovat kaupallisten
laboratorioiden suurimpia ongelmia, joista ol-
laan kuitenkin haluttomia keskustelemaan
(Constantine 1986). Laajemmin ongelma tuli
julkisuuteen, kun Boxus & Terzi (1987) ra-



portoivat suurista tappioista erddssi solukko-
laboratoriossa. Heiddn selvityksensi mukaan
laboratorion kontaminaatio-ongelma paheni,
kun laboratorioon valikoitui aikaisempaa kor-
keampia lampétiloja sietivi bakteeri, joka li-
siksi kesti instrumenttien liekityksen ja eli ai-
nakin muutamia tunteja alkoholissa. Viljelmis-
ta identifioitiin Acnetobacter, Corynebacterium,
Enterobacter (Erwinia), Flavobacterinm, Pseudonto-
nas ja Torulopsis glabrata. Nima kontaminantit
pysyivit usein piilevind sytokiniinid sisdltivilla
lisdysalustoilla.

Vaikka kontaminantit eivit ilmene lisiys-
alustoilla, viljelmat kuitenkin oirehtivat niiden
takia. Piilevit kontaminantit tappavat viljelmia,
heikentiaviat kasvua, aiheuttavat nekroosia
(Long e al. 1988), muuttavat kasvien mor-
fogeneettisti potentiaalia (de Fossard 1977)
ja heikentdvit kasvien juurtumista. Ongelmat
tulevat laboratoriossa ja lisiyksessi yleensa sitd
kiusallisemmiksi mitd kauemmin viljelmia li-
sitian (George 1993). Bakteerikontaminantit
aiheuttavat laboratoriossa myds suuren levia-
misriskin, silld niidden on todettu levidvan vil-
jelmisti toiseen tyovilineiden vilitykselld. Pda-
syy levidmiseen on tyovilineiden puhdistami-
seen kiytetty etanoli ja lilan nopea tyévili-
neiden liekitys (Boxus & Terzi 1987, Kun-
neman & Faaij-Groenen 1988). Kontaminaa-
tion leviiminen estyy tehokkaast, kun tyo-
vilineet kuumennetaan kunnolla. Kuumen-
nusaika taytyy olla vihintidn 5 sekuntia (Kun-
neman & Faaij-Groenen 1988).

Miti aikaisemmin kontaminantit paljastu-
vat, sita pienemmiksi muodostavat niiden ai-
heuttamat tappiot. Lisdysalustassa kontami-
nantit paljastuvat, kun alustaan lisitadn jat-
kuvasti peptone- (Bacto Difco, 265 mg/]) ja
hiivauutetta (Bacto Difco yeast extract, 83
mg/l). Niissi olosuhteissa alustan lapinaky-
vyyteen tai agarin pinnalla olevan kondens-
siveden sameuteen perustuva tarkastelu pal-
jastaa kontaminanttien lisniolon (Boxus &
Terzi 1988). Piilevien saastuntojen paljastami-
seen eivit tavalliset bakteerikasvatuksissa kiy-
tetyt alustat sovellu, silli nima bakteerit ovat
hitaasti kasvavia. Parhaiten kontaminantit 16y-
tyivit, kun olosuhteet bakteerien kasvulle oli-
vat optimaaliset. (Kunneman & Faaij-Groenen
1988). Kontaminattien paljastamiseen on ke-

12

hitetty useita eri alustoja (George 1993). Lau-
kaan tutkimus- ja valiotaimiasemalla piilevien
saastuntojen kartoitukseen kiytetaan neste-
maistd, auksiinipitoista alustaa vaihtelevilla
pH-arvoilla (Uusitalo e 4/ 1993) (Liite 1).

Suurimmat tappiot piilevisti kontaminaa-
tioista aitheutuvat silloin, kun kontaminantti
paljastuu vasta versojen juurrutusvaiheessa.
Jos juurrutusvaiheessa akuutteina ilmenevid
kontaminantteja ei 16ydetid ajoissa ja baktee-
reita sisaltdvia viljelmid lisdtddn laboratorioissa
nidenniisesti oireettomana, suuria tappioita on
odotettavissa (Boxus &Terzi 1987). Konta-
minantit, jotka ovat virulenteimpia juurrutus-
alustoilla, ovat todennidkdisesti tappavia nuo-
rille solukkolisityille taimille (Boxus &Terzi
1988).

Bakteerien torjunnassa on tirkeda tunnis-
taa esiintyvit kontaminantit. Antibiootteja
kdytettdessd on myos madritettivid bakteerien
antibioottiherkkyys. Tietokoneen avustama
rasvahappoprofilointiin perustuva tunnistus-
menetelma on kohtalaisen kiyttékelpoinen
nopea identifiointimenetelmd. Lajitasolla oli
midrityksistd 98 % oikein, alalajitasolla 72 %
ja patovar-tasolla noin 50 % (Stead 1988). Uu-
sina menetelmini syyskuussa 1996 Irlannissa
pidetyssi kontaminaatioita kisittelevissd ko-
kouksessa mainittiin 1) serologiset menetel-
mat, kuten ELISA, 2) rasvahappo- ja valku-
aisaineprofiilit ja geneettiset menetelmir, ku-
ten 3) PCR- (polymerase chain reaction) seki
AFLP- (amplification fragment length poly-
morphism) tai RFLP- (restricted fragment
length polymorphism) menetelmit (Herman
1996).

Bakteereita on torjuttu solukkoviljelmisti
antibiooteilla  vaihtelevalla menestyksella.
Poulsen (1988) totesi, ettd kefotaksiimi ja ke-
falosporiini olivat tehokkaita omenapuissa
esiintyvien bakteerien eliminoinnissa. Suoma-
laisessa tutkimuksessa niinikddn kefotaksiimi
sekd rifampisiini todettiin tehokkaiksi ome-
napuiden bakteeriongelmien torjujiksi (Savela
& Uosukainen 1994). George (1993) on teok-
sessaan koonnut kirjallisuudesta listan eri an-
tibioottien tehosta ja fytotoksisuudesta. An-
tibioottien kiytosta ei kuitenkaan ole saatu aina
hyvia tuloksia (Duhem ez a/. 1988).



Oma ongelmansa solukkoviljelmien kon-
taminantteina ovat fytoplasmat, rikketsiat, spi-
roplasmat, wirukset ja viroidit, joiden olemas-
saoloa el aina edes osata epdilld, silli meris-
teemiviljelyn ja limpdokisitrelyn tehosta kon-
taminattien torjunnassa vallitsee vhi edelleen
enimmikseen litan positiivinen kisitys. On-
gelman ratkaisussa on pullonkaulana riittivin
herkkien testimenetelmien puute.

Laukaan tutkimuslabora-
torion kontaminaatiot
vuoden 1981 jalkeen

ja
MTT:hen perustettiin puutarhakasvien mikro-
lisiyslaboratorio wuonna 1980 Laukaaseen.
Aluksi laboratorio sijaitsi alkeellisessa parakis-
sa kasvihuoneiden wilittdmissd yhteydessi.
Vuonna 1985 laboratorio muutti uusiin tloi-
hin. Laukaan tutkimus- ja waliotaimiaseman
solukkolaboratoriota ja kasvihuonetuotantoa
varten on laadittu taimiaineistolain ja pohjois-
maisen tuotanto-ohjeen edellyttdimi menette-
Iyohje (Uusitalo ef @l 1993). Laboratoriossa
akasvien valio-

tuotetaan mikrolisiykselld ma
taimia sekd muuta taimitarhojen tarvitsemaa
emotaimiaineistoa sekd jatkokasvatustaimia yli
100 kaswilajin lihes 300 kloonista. Laboratori-
ossa on vuodesta 1981 lihten seurattu erilais-
ten kontaminaatioiden esiintymisti. Tarkem-
min laboratoriossa tutkittiin wuosina 1987-
1993 omenapuun YP-perusrungossa esiinty-
vid piilevid bakteerisaastuntoja yhteistyossa
Helsingin yliopiston silloisen Kasvipatologian
laitoksen kanssa (Savela &Uosukainen 1994).

Tapausten tarkastelu

Yleisimmin kontaminaatioita esiintyy viljelmi-
en aloitusvaiheessa erityisest], kun kiytetdan
avomaalla kasvavia, usein iikkiitd emokasveja.
Kontaminaatioiden esiintymiseen waikuttaa
my6s vuodenaika, kasvuympiriston puhtaus
sekid aloitusaineiston kuljetus ja mahdollinen
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varastointi. Myds erl wuosina kontaminaatioi-
den miéira vaihtelee jopa samasta kasviyksilos-
téd tutkittuna (Sawvela & Uosukainen 1994

Bakteerikontaminaatioita on  esintynyt
yleisimmin omenapuilla, syysleimulla, pihajas-
mikkeilla, hortensioilla ja joskus mansikalla.
Bakteerikontaminaatioiden oireiksi lisdysviljel-
missd on luokiteltu wvoimakas kalluksen muo-
dostuminen sekd heti aloituksessa ettdi myo-
hemmin lisiysvaitheessa, pilvimiinen tai pal-
lomainen kontaminaatio siirrosteen tyven ym-
périlld agarin sisdlld, agarin samentuminen, ver-
sojen ruskettuminen ja kuivuminen sekd jos-
kus laikut lehdissd ja viljelmien heikko kasvu.
Syysleimuilla todettiin wiljelmissad versojen hal-
keilemista ja sen seurauksena woimakasta haa-
vasolukon muodostumista halkeamaan. Juur-
tumisvaiheessa huono juurtuminen ja taimien
mitineminen on usein ollut bakteerisaastun-
nan oire.

Myds muut mikro-organismit oirehtivat
mikrolisiyksen aikana. Mansikan viherkukkai-
sunstandin (MLOY) toteamisen yhteydessa en-
simmiiset oireet taudin olemassaolosta saatiin
viljelmien valkokirjavoitumisesta solukkovilje-
Iyn aikana (Uusitalo & Uosukainen 1988).
Saastuntaa el saatu puhdistetuksi ja saastunut
aineisto havitettiin. Solukkoviljelmissd piilevit
virussaastunnat voivat myds olla hyvinkin sit-
keitd. Laukaan tutkimus- ja valioraimiasemalla
loydettiin 1980-luvun lopussa varmennettuun
taimituotantoon puhdistetusta "Senga Senga-
na’ -mansikkalajikkeesta kahdesta kloonista
piilevi viruskontaminaatio. Kloonit olivat kiy-
neet meristeemiviljelyvatheen lipi ainakin seit-
semin kertaa.

Pahin kontaminaatio laboratoriossa on
kuitenkin ollut punkkikontaminaatio syksylla
1995. Ensimmiiset vakavat oireet kontami-
naatiosta todettiin vitkolla 38. Useita wiikkoja
kasvatushuoneessa olleisiin purkkeihin ilmes-

tyi yhtikkia sienikontaminaatiota rajusti lis

tyvassa madrin. Kontaminaatio alkoi ensim-
miisen kasvatushuoneen ovensuusta ja levisi
nopeasti koko huoneeseen. Kontaminaation
levidmistavan perusteella osattiin epiilld punk-
kia, joka sittemmin mnnistettiin Jokioisilla vil-

i laboratoricon

japunkiksi. Miten punkki pids
on jadnyt arvailujen waraan. Syyksi epiilladn

toistuvien sahkokatkosten aiheuttamaa héairi-



Purkkeja, kpl

42

43

Viikko

44 45 46

Kuva 1. MTT:n Laukaan tutkimus- ja wvaliotaimiasemalla syksylla 1995 ilmenneen punkkisaastun-
nan esiintymisrunsaus saastuneiden viljelypurkkien maarina epidemian kuluessa.

6td ilmastoinnin siddoissd. Laboratorion il-
mastoinnin todettiin olevan vajaateholla eiki
laboratoriossa ollut menettelyohjeissa edelly-
tettyd ylipainetta.

Punkkisaastunnan toteamisen jilkeen kes-
kiviikkona 20.9.1995 kasvatushuone julistet-
tiin wvilittomast karanteeniin ja huoneessa
kiynnistettiin saneeraus. Varotoimena kasva-
tushuoneessa kdytettiin erd tyGvaatteita kuin
ulkopuolella. Lisaksi henkilostd, joka osallistui
huoneen saneeraustoihin, ei tehnyt muita reh-
tivid laboratoriossa. Kontaminoituneet purkit
poistettiin laboratoriosta vilittémisti ja au-
toklavoitiin. Loput viljelmapurkit pyyhittiin ul-
kopinnoilta 75 % etanoli-Neo-Amisept-linok-
sella sekd suljettiin huolellisest talouskelmulla
ja kuminauhoilla kontaminaation levidmisen
estimiseksi. Huoneen kaikki mahdolliset pin-
nat puhdistettiin huolellisesti Germa-Cert -de-
et~

sinfioimisaineella. Seindt sumutettiin 75
nolilla. Kasvatushuone tarkastettiin piivittiin
ja kontaminaatiot poistettiin. Seuraavalla vii-

kolla huoneen desinfiointl uusittiin ja purkit
puhdistettiin uudelleen etanoli-Neo-Amisep-
tilla, minkd lisiksi kelmut vaihdettiin parafil-
miin. Hyllyille asennettiin kaksipuoliset teipit,
joiden paille levitettiin ristikoksi hydnteisten
prydystimiseen tarkoitettua siniliimapaperia ja
purkit sijoiteltiin siten, etti ne eivit kosket-
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taneet toisiinsa. My6s huoneen kynnys ja ovien
paillystettiin yhte-
niiselli siniliimapaperilla. Varmuustoimenpi-

ja  ikkunoiden karmit
teend myds muiden kasvatushuoneiden oville
ja hyllyille asennettiin siniliimapaperit. Kaikista
muistakin huoneista tirkeimpien kasvilajien
vilielmit suojattiin parafilmikalvoilla. My®s yl-
lipitoviljelmien varastot siivottiin ja purkit var-
mistettiin parafilmikalvoin.

Pahin tuho viljelmissi ajoittui kahden en-
simmiisen vilkon ajalle, jonka jilkeen saas-
tuneiden purkkien midri wiheni nopeast
(Kuva 1). Viimeinen kontaminoimanut purkki
l6ytyi vitkolla 48. Vuodenvaihteessa kontami-
naatio-ongelma todettiin voitetuksi. Punkin ai-
heuttaman vahingon markkamiiriinen arvo
oli 51 000 mk.

Punkit ovat vaarallisimpia solukkoviljelmia
uhkaavia tuholaisia ja levidvit helposti viljel-
misti toiseen. Laukaassa syksylld 1995 esiin-

si lewid-

tynyt viljapunkkikontaminaatio péi
miin laboratorioon ilmastointilaitteiden saa-

totekniikan hiirion vuoksi. Ongelma saatiin
rajatuksi yhteen kasvatushuoneeseen, eiki se
vuodenajasta johtuen aiheuttanut mainittavaa
hiirioti laboratorion totantotoimintaan. Ke-
vittalvella vastaava saastunta olisi todennikoi-
sesti atheuttanut satojentuhansien markkojen
vahingot. Avaintekijd ongelman leviimisen es-



timisessi oli laboratoriohenkiléstén valppaus
ja huolellisuus.

Eniten ty6td ja epdonnistumisia aiheuttavat
pulevat bakteerikontaminaatiot, jotka saattavat
hairiti kasvien hsaantymlsta ja erityisesti juur-
tumista. Onkin tarpeen arvioida: uudelleen syi-
ti useiden vaikeasti juurrutettavien kasvien
juurtumisongelmiin. Monilla kasveilla syynid
voi olla_j\..iurtumista haittaava bakteeri.

Yhteenveto

Kontaminaatiot voidaan pitdd kurissa, kun.ne
havaitaan ajoissa:ja estetdin niiden leviiminen
(Kunneman & Faaij-Groenen 1988). Taysin
puhdas kasvin solukkoviljelmd on ilmeisesti
epirealistinen tavoite, silld kiytinnossd soluk-
kolisatyt taimet eivit useinkaan ole vapaita
taudeista. Uskomus, ettd meristeemiviljely au-
tomaattisesti poistaisi mikro- orga“nismit-kasvi-
aineistoista on johtanut virus-, bakteeri- ja f)-
toplasmasaastunmdcn l\aswen levittimiseen
laboratorioista tuottajille. Laboratorioiden on
otettava kontaminantit huomioon, testattava
vi]j'elrh_'ﬁt toistuvasti‘ja afvioitava loytyneiden

Kirjallisuus

kontaminanttien merkitys. l\ategorlseen kaik-
kien kontaminanttien torjuntadn ei ole aina
tarvetta, silld osa kontaminanteista saattaa olla
jopa hyodyllisia.

Jokaisessa kasv 1solukko]a viljelevissi labo-
ratoriossa piilee kontaminaatio. Jos se ei ole
vield tullut esille, jonain piivina se sen. tekee.
Timi on syytd ottaa huomioon laboratorioi-
den menettelyohjeita laadittaessa ja suunnitel-
tacssa laboratoriokohtaista riskien _hallintaa.
Kuten Laukaassa saadut kokemukset osoifta-.
vat, hyvikin tekninen varustus voi pettid ja
seuraukset saattavat olla tuhoisat. Vahinko ei
riipu laboratorion luonteesta. Tuho voi tapah-
tua yhtilailla tutkimus- kuin ‘tuotantolabora-
torlossakm, ja paha punkkisaastunta voi ro-
muttaa tieteellisen tyén siind missd tuotanto-
laboratorion taloudenkin. )

Kontaminaatioiden torjunnassa on “olecl-
lista, ettd né havaitaan ajoissa: Laboratorion
toiminnassa on jatkuvasti huomicitava kon-
taminaation levidmisen mahdollisuus ja tark-
kailtava viljelmid ja ymparistod saannollisesti
sen varalta. Vaikka tarkkailu enimmaikseen voi
tuntua turhalta ja aikaavieviltd, se on kuitenkin
ongélfnatilanteidcn varalta hintansa arvoista.
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LIITE 1

MTT:n Puutarhatuotannon tutkimuslaitoksen Laukaan tutkimus- ja valiotaimiaseman
solukkolaboratoriossa kiytetyt viljelmien bakteeritestausmenetelmit (Uusitalo ef a/. 1993).

Menetelmi A. Bakteeritestauksissa kiytetdin koko lisiysvaiheen ajan bakteerien kasvua suosivia
alustoja. Alustoihin lisitiin Bacto peptone (0,27 g/1). Jatkuva seuranta. Tarvittaessa nytteenottoja.

Menetelmi B. Viljelmisti tehdiin toistuvia maljaviljelytesteji seuraavilla kolmella viljelyalustalla:
Nutrient agar (OXOID)

Nutrient agar (OXOID) + 5 % sakkaroosia

Peruna-agar (PDA 39 g/1)

Menetelmi C. Piilevien kontaminaatioiden jiljityksessi kiytetaan nestemiista alustaa vaihtelevilla
pH-arvoilla. Viljelmisti otettuja versonpaloja viljellddn nestemiiselld viljelyalustalla jatkuvassa
likkeessi noin kahden kuukauden ajan. Viljelyn aikana samentuvista viljelmistd suoritetaan
siirrostukset bakteerin kasvatusalustoille (kohta B) tarkempaa maaritysta varten.

Nestemiisen bakteeritestausalustan Mairit
aineosat

Nestemiinen juurrutusalusta ilman agaria 11
Bacto peptone 0,5 g/l
Hiivauutetta (Bacto Yeast Extract) 4 g/l
Sakkaroosia 50 g/1
Auksiima (IBA) 4 mg/l

pH 40-53-65







Bakteerien hallinta ja genotyyppi-
vaihtelut versonkasvussa

antibiootein kasitellyissa
pietaryrtin (Tanacetum vulgare L.)
solukkoviljelmissa

Marjo Keskitalo'” Ar]a Pohto', \/Iervi Leena Savelal

Jari P. T. Valkonen James Slmon & Eija Pehu!'
Kasvintuotantotieteen /azto.c, PL. 27, 00014 Helsingin yliopisto
R e-matl: marjo.keskitalo@pp. kolumbus.fi
= Purdue University, Center for New Crops and Plant Products,
Department of Forticulture, U.S.A.

Kymmenen Gram-negatiivista bakteerikantaa eristettiin pietaryrtin (1anacetum vnfgare L.) in vitro
versoviljelmisti kokeessa, jossa verrattiin eri genotyyppejd. Viisi kantaa kuului
Enterobacteriaceae-bakteereihin, kolme fluoresoiviin P\eudomonaq bakteerethin ja kaksi muuta
olivat midrittimattomii aerobisia bakteereita. Gentamysiini (50 mg’ ) ja rifampisiini (25 mg ) yhdessi
kiytettyni estivit kaikkien bakteerien kasvun, mutta mikiin testatuista antibiooteista (ampisilliini,
kefotaksiimi, rifampisiini, gentamysiini ja streptomysiini) ei vksin torjunut kaikkia bakteereita. Antbiootit
erosivat toisistaan versoviljeimia haittaavien vaikutustensa suhteen. Kun antibioottipitoisuus oli alle 180
mg , kefotaksiimi oli vihiten haitallista, rlfampmlm toiseksi haitallisinta ja gentamysiini
haitallisinta. Pitoisuuden ollessa vililla 180- 230 mg’ ! kefotaksiimi j ja rifampisiini vaikuttivat samalia
lailla, ja pitoisuuden ylittdessd 230 mg kefotaksiimi oli fytotoksisempaa kuin rifampisiini.
Antibioottipitoisuuden kasvaessa vaikutus viljelmien kasvunopeuteen, versojen méériin, pituuteen
ja kasvuun oli lineaarista tai kvadraattista. Kasvatusalustaan lisdtty kefotaksiimi tai rifampisiini lisdsi
merkitsevisti kasvien juurtumista yhdelli (Tv 5) testatuista kolmesta genotyypistd, verrattuna
kasvatusalustaan, joka ei sisiltinyt antibioottia (kontrollialusta). Gentamysiini ja rifampisiini
yhdessi vihensivit viljelmien kasvua ja versojen pituutta kontrollialustaan verrattuna, mutta eivit
yhti paljon kuin gentamysiini yhdessid kefotaksiimin kanssa. Alustalla, johon oli lisatty
gentamysiinid, pietaryrtin genotyyppi vaikutti viljelmien kasvunopeuteen, versojen kasvuunliht66n
ja pituuteen seki alustan pH:n vaihteluihin. Gentamysiinipitoisuuden noustessa kalluksen kasvu
heikkeni lineaarisesti. Sen sijaan gentamysiini ja rifampisiini yhdessi lisdsivat kalluksen kasvua

merkitsevist,

Avainsanat: gentamysiini, Gram-negatiiviset bakteerit, rifampisiini, versoviljely
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Abstract

Control of bacteria and genotype dependent
alterations of plant growth in tissue culture of tansy
(Tanacetum vulgare L.) treated with antibiotics

Marjo Keskitalo'” Ar]a Pohto', ’V[erv1 Leena Savela,

Jari P. T. Valkonen , James Slmon & Eija Pehu'
! University of Helsinki, Department of Plant Production, P.O. BOX 27,
FIN-00014 Unzversity of Helsink:
e-mail: marjo.keskitalo@pp.kolumbus.fi
% Purdne Ubniversity, Center for New Crops and Plant Prodncts,
Department of Horticulture, U.S.A.

Ten strains of bacteria were isolated from the /n vitro shoot cultures of different tansy genotypes
(Tanacetum wnlgare L.). All isolates were Gram-negative. Five isolates belonged to the
Enterobacteriaceae, three to fluorescent Pseudomonas, and two to other aerobic bacteria. The
combined treatment with gentamicin (50 mg l‘l) and rifampicin (25 mg ]_1) prevented the growth
ofall bacteria, whereas none of the tested anubiotics (ampicillin, cefotaxime, rifampicin, gentamicin
or streptomycin) controlled all bacteria when used alone. The antibiotics ranged, based on their
increasing adverse effects on shoot cultures, as tollo“s cefotaxime, rlfamplcm and gentamicin
when antibiotic concentration was below 180 mg | Bem een 180 and 230 mg I’ ! ceforaxime and
ritampicin had similar effects, and above 230 mg I"" cefotaxime was more phytotoxic than
rifampicin. Increased concentrations of antibiotics caused usually linear or quadratic changes to
growth rate, shoot number, shoot height, and the initiaton of shoot growth. Compared with the
growth in antibiotic-free media, one genotype (Tv5) of the three genotypes tested had significantly
higher percentage of rooted plants when treated with cefotaxime or rifampicin. Compared with
the antibiotic-free controls, the growth rate and length of shoots in the media containing
gentamicin combined with rifampicin was reduced, but less than in media with the combination
of gentamicin with cefotaxime. Growth rate, initiation of shoot growth, shoot height, and the
changes in pH of the medium were genotype dependent during culture in a’ medium containing
gentamicin. Increased concentration of gentamicin decreased the growth rate of callus linearly,
whereas gentamicin used together with rifampicin increased callus growth significantly.

Key words: gentamicin, Gram-negative bacteria, rifampicin, shoot culture
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Hybridihaavan mikrolisays -
kloonien monistuvuus ja
juurtumisalttius

Martt Lepisto
Metsinjalostussiits, Viljatie 4 A 5, 00700 Helsinki

Haavan (Populus tremnld) mikrolisiystutkimuksia on tehty jo 1960-luvun lopulta lahtien, mutta
menetelmi ei ole vield toistaiseksi saavuttanut laajaa kiyttod. Metsidnjalostussditié aloitti
yhteistydssi metsiteollisuuden kanssa haavan mikrolisiyksen tutkimuksen 1995 tavoitteena koe-
ja viljelyaineiston tuottaminen. Haapakokéista ja hybridihaapaviljelyksisti valittiin paperiteknisten
analyysien jilkeen monistukseen noin 30 kloonia. Lisdyksessi kiytettiin lihtokohtana tunnettuja
ravintoalustoja ja niiden muunnoksia. Kloonien viliset erot varsinkin viljelmien monistumaan
lihd6ssi ja monistumisessa, mutta myds juurtumisessa olivat suuret. Hyvin monistuva
versoviljelmi saatiin aikaan 2-4 kuukaudessa. Useissa tapauksissa aikaa kului lihes puoli vuotta (6-8
siirrostuskertaa). Parhaiten monistuva klooni tuotti neljassi kuukaudessa lihes 2400 versoa, kun
heikoimmat olivat samassa ajassa tuottaneet vain joitakin kymmenii versoja. Vaikeimmin lisittivi
klooni ei ole lahtenyt monistumaan edes 13 siirrostuksen jilkeen. Lisiykseen otetuista 29 kloonista
27 monistui lokakuussa 1996 ja 13 oli juurtunut tai juurtumassa. Juurtumisprosentti oli 20-91.
Vaikka monistumista ja juurtumista voidaan edelleen parantaa menetelmii kehittdmilla, johtavat
kloonien geneettiset erot kuitenkin lopulta viistimittd hyvin vaihteleviin klooneittaisiin
taimiméiriin. Jatkossa onkin harkittava, kuinka hankalia klooneja kannattaa pitid monistuksessa,
koska niiden taimimairit suhteessa muihin jaavat kovin vihaisiksi.

Avainsanat: hankasilmut, kirkisilmut, Populus tremnla, puuvartset kasvit, solukkoviljely
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Abstract

Micropropagation of hybrid aspen - multiplication and
rooting ability of clones

Martti Lepist6
Foundation for Forest Tree Breeding, Viljatie 4 A 5, FIN-00700 FHelsinki

Micropropagation studies of aspen (Populus tremnla) were initated at the end of 1960s, but the
technique has not so far been applied widely. The Foundation for Forest Tree Breeding began
studies on micropropagation in 1995 in co-operation with the forestry industry aiming at
production of material for research use and cultivation. After phenotypic selection in hybrid aspen
experiments and stands and followed by paper technological analyses, 30 clones were chosen for
clonal micropropagation. Commonly used culture media and modified versions were used. Large
differences between clones were observed particularly in the initiation and the rate of
multiplication, but also in rooting. It took 2-4 months to establish abundantly multiplying shoot
culture, but in many cases nearly half a year (6-8 subcultures) was needed to establish a culture.
The best clone produced nearly 2400 shoots in four months while the poorer ones had over the
same period produced as few as ten shoots. The most recalcitrant clone has not started to multiply
after 13 subcultures. By October 1996 multiplication had been achieved with 27 of the 29 clones
included and rooting had begun with 13 clones. Rooting ranged between 20-91 %. Although
multiplication and rooting can be further improved, genetic differences between clones account
for very different numbers of plandets. It is therefore important to consider the limit for including
very recalcitrant clones in multiplication, as the plantlet yields for these clones will be very small.

Key words: axillary buds, Populus tremnla, terminal buds, tissue culture, woody plants
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Johdanto

Ensimmiisid puuvartisia kasveja, joilla mikro-
lisiys onnistui, oli Amerikan mantereella kas-
vava meikiliisen haavan lihisukulainen Popn-
lus tremuloides L. (Winton 1968). My6s haavan
(P. tremula L.) mikrolisdyksen perusteet selvi-
tettiin pian timin jilkeen (Winton 1971).
Vaikka niisti perusselvityksistd on kulunut jo
kohta kolme vuosikymmenti, haapasektioon
kuuluvien lajien tai hybridien mikrolisiys ei ole
toistaiseksi saavuttanut kovin laajoja mittasuh-
teita. Kaytinnon sovellusyritykset alkoivat
Saksasta  1980-luvun (Hessische
Forstliche Versuchsanstalt 1985). Sielld pyrit-
tiin monistamaan hybridihaapaa (P. tremula x

alusta

tremuloides) nopeakasvuisena puulajina viljely-
kiyteoon. Alkuvaiheessa oli vaikeuksia saada
lisdysresepti toimimaan monilla klooneilla
(Ahuja 1982). Viime vuosina kiinnostus haa-
van mikrolisiykseen on virinnyt uudelleen;
mm. Yhdysvalloissa on pyritty kehittimain
kaupallisessa mittakaavassa toimivaa mikroli-
saysmenetelmaa hybridille Populus alba L. x P.
grandidentata Michx. (Son et al. 1991). My6s
Kiinassa mikrolisiyksen soveltaminen Popu/us-
suvun useiden lajien ja hybridien tuottamiseen
on alkamassa. Vuosituotantomairi Pekingin
metsintutkimuslaitoksessa on noin 80 000
mikrotainta (Lubrano 1992).

Suomessa on viljelty ristetyssiemenesta
tuotettua hybridihaapaa P. tremula x P. tremu-
loides 1950-luvun alkupuolelta alkaen. Kun leh-
tipuiden viljelysti ei ollut aiempaa kokemusta
eiki viljelyksia varauduttu suojaamaan myy-
riltd, janiksiltd ja hirviltd, osa viljelyksistad tu-
houtui tai jai vajaapuustoisiksi (Lepistd 1996,
Mikola 1996). Nyt hybridihaavan viljely on
uudelleen laajenemassa, koska haavalla on to-
dettu olevan useita etuja paperin valmistuk-
sessa, ja my6s haapapuusta maksettava hinta
on nousussa.

Hybridihaavan mikrolisiyksestd on myGs
Suomessa kiinnostutru viime vuosina (Ryyna-
nen 1991). Mikrolisiysmenetelmin edelleen-
kehittiminen ja koe- seki viljelyaineiston tuot-
taminen on aloitetru Metsanjalostussiition ja
Metsaliitto/Metsi-Serlan yhteistyénid v. 1995.
Tavoite on hyvin kiytinnénliheinen, mutta
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erityisselvitystdi vaativana ongelmana ovat
kloonittaiset erot monistuvuudessa ja juurtu-
misalttiudessa:

Aineisto ja menetelmat

Aineistona kiytettin 1950-70-luvuilla peruste-
tuista hybridihaavan jilkeldiskokeista ja alku-
periltidn tunnetuista metsikdista valittuja pui-
ta. Pasosa kokeista oli Metsantutkimuslaitok-
sen, osa Metsinjalostussaition suunnittelemia.
Valintaan sopivien metsikéiden seulonnassa
kiytettiin Metsintutkimuslaitoksen
1970-luvun alussa kiynnistimid hybridihaa-
pametsikdiden tutkimusta. Kokeista ja metsi-
koistd valittiin 300 hyvikasvuista, suoraa, ohu-
toksaista ja tervetti puuta. Alustavasti valituis-
ta puista 246 oli hybridihaapoja, 53 P. tremula
-haapoja ja 1 P. tremnloides. Valintakohteet ja

apuna

niista valitut puumaarit on esitetty taulukossa
1.

Metsi-Serla Oy teetti alustavasti valituista
puista paperiteknisia ominaisuuksia koskevia
puuaineanalyyseja, joiden perusteella valittiin
29 kloonia lisdykseen seki niiden lisiksi muu-
tamia klooneja vertailuaineistoksi.

Aloitusmateriaalina olivat kirki- tai han-
kasilmut, jotka preparoitiin lepotilassa keri-
tyistd oksista steriloinnin jilkeen. Silmuista
poistettiin silmusuomut ja uloimmat lehden
aiheet, ja tyvelle jitettiin noin 1 mm:n kappale
varren solukkoa (Christic 1978, Barocka ef al.
1985, Ahuja 1986, Ryyniinen 1991). Aloituksia
varten testattiin kahdeksaa eri kloonia viidelld
erityyppiselld alustalla. Alustoista kaksi oli
Ahujan (1986) kehittimien alustojen versioita,
kaksi WPM-pohjaisia (Lloyd & McCown
1980) ja yksi MS-alustan (Murashige &
Skoog 1962) muunnelma. Kokeeseen pre-
paroitiin 10 silmua/alusta, yhteensid 50 sil-
mua/klooni.  Viljelmat 2.-
22.11.1995. Lepotilassa olevien silmujen liséksi
kiytettiin viljelmien aloitukseen myés puhjen-
neista silmuista kehittyvid versoja.

aloitettiin

Monistusvaiheessa kiytettiin hankasilmu-
jen pitenemiseen perustuvaa menetelmaa, jos-
sa uudet versot kehittyvit lehtihankojen sil-
muista. Pieni osa versoista on saattanut muo-



Taulukko 1. Haavan mikrolisdyksen kehittamiseen ja viljelyaineiston tuottamiseen valittu perusai-

neisto.
Kohde Paikkakunta Maantieteellinen sijainti Puita valittu
leveys pituus korkeus, mpy
Koe 36 Anjalankoski 60°46' 26°59' 46 m 16 kpl
Koe 41 Vihti 60°20' 24°26' 60 m 33 kpl
Koe 77 Vaajakoski 62°15 25°56' n. 85 m 33 kpl
Koe 112 Hollola 61°06' 25°24' n.85m 18 kpl
Koe 153 Lapinjirvi 60°37" 26°10° 25m 17 kpl
Koe 198 Lempiild 61°20' 23°49 n.80m 26 kpl
Koe 199 Pernaja 60°32' 25°57 n.20m 24 kpl
Koe 203 Lapinjirvi 60°40° 26°11° 25m 38 kpl
Koe 204 Lapinjirvi 60°37' 26°11° 25m 14 kpl
Koe 700 Nurmijirvi 60°30' 24°42 100 m 12 kpl
Koe 909 Nurmijirvi 60°30' 24°42 100 m 8 kpl
Metsikko Loppi, Haapastens. 60°37 24°26' 120 m 21 kpl
Metsikko Vihti 60°33 24°31" 110m 12 kpt
Metsikko Vihti, Oravala 60°22' 24°16' n.40 m 6 kpl
Metsikko Vihti, Selki 60°28' 24°28' n.45m 10 kpl
Metsikko Hattula 61°02 24°27 n.90m 12 kpl
Yhteensi 300 kpl

dostua adventiivisilmuista varren tyvelta. Pe-
rusravintoliuoksina kiytettiin aluksi MS- ja
WPM-alustojen muunnoksia, jatkossa paiadyt-
din jalkimmaiseen. Siirryttdessa aloitusvaihees-
ta monistusvaiheeseen sytokiniinipitoisuutta
(NG-bentsyyliadeniini, BA) vihennettiin noin
vildennekseen. Kloonien monistumiskykyi
seurattiin ajan funktiona.

Versojen juurrutus voidaan koivun mik-
rolisayksestd saadun kokemuksen perusteella
tehdd joko zn vitro agaralustalla laboratorio-
olosuhteissa tai ex wtro esim. vermikuliitissa
ns. propagaattoreissa (Salonen 1994). Juurru-
tuskokeet aloitettiin jo helmikuussa 1996, mut-
ta alkuvaiheessa paahuomio kiinnitettiin juur-
rutusmenetelmien vertailuun. Elokuussa 1996
jarjestettin juurrutuskoe, jossa vertailtiin seit-
semid menetelmdi ja kolmea kloonia. Mene-
telmistd kolme perustui juurrutukseen in zt-
ro-oloissa (2 MS-pohjaista ja 1 WPM-pohjai-
nen alusta). Nelja perustui juurrutukseen ei-
steriileissd olosuhteissa propagaattoreissa ver-

mikuliitt- tai turve-vermikuliittalustalla. Ver-
soja juurrutettiin sekd ilman auksiinia ettd auk-
sitnin kanssa (0-naftaleenietikkahappo, NAA
ja indoli-3-voihappo, IBA). Toistoja oli ko-
keessa neljd ja versoja 40 kpl/toisto ja me-
netelma. Tulokset analysoitiin varianssianalyy-
silla. Kloonien juurtumiskykyi seurattiin my6s
koko lisdysprosessin ajan ja useiden kloonien
juurtumisalttius testattiin sekd zn witro ettd ei-
steriileissd olosuhteissa.

Tulokset

Aloitukset ja monistuminen

Kahdeksan kloonin aloitusaineistoa testattiin
viidelld ert alustalla marras-joulukuussa 1995.
Silmujen eldvyys ja kontaminaatioiden osuus
inventoitiin ensin noin kuukauden, ja lopulli-
sesti kahden kuukauden kuluttua kokeen
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Taulukko 2. Haapakloonien mikrolisayksen aloitusaineistojen menestyminen eri ravintoalustoilla.

Klooni Monistuvia silmuja/alusta, kpl Monistunut Kontam.
WPM-C WPM-3 MS-H ACM-V ACM-2 yht. kpl/% %
A 2 1 5 6 0 14/28 42
C 0 0 0 0 0 0/0 30
D 0 0 0 0 0 0/0 40
E 5 0 3 0 0 " 8/16 60
AA 0 0 0 0 0 0/0 38
AB' 6 5 4 7 4 26/52 46
F 0 I 0 1 0 217 33
AC 0 0 0 0 0 0/0 44
Keskim. 1,6 0.9 1.5 1.8 0.5 6,3/12,6 41,6

! Klooni AB on P. tremuloides
2 Aloitussilmujen madra 27 kpt

kiynnistamisesti, jolloin oli nihtavissi monis-
rumaan lihtevien osuus. Tulokset jilkimmai-
sestd inventoinnista on esitetty taulukossa 2.
Infektoituneiden osuus lisiantyi jalkimmiisen
kuukauden aikana 19:sta 42 prosenttin ja
kuolleiden osuus vastaavasti 23:sta 46 prosent-
tiin. Monistumaan lihti 12,6 % silmuista. Lih-
tdaineiston heikohko kunto vaikutti osaltaan
menetyksiin.

Lisdystyén yhteydessa kertyi tarkempaa tie-
toa kloonien monistumisen alkamiseen kulu-
vasta ajasta ja tarvittavista siirrostuskerroista.
Siirrostusten vilinen aika oli yleensa 3-4 viik-
koa. Taulukossa 3 on esitetty lisaystyohon otet-
wjen kloonien versomiirien kehitys seitseman
kuukauden aikana. Eri kloonien versotuotan-
non erot ovat huomattavan suuret. Vertailua
vaikeuttaa kuitenkin eri vuodenaikoina (mar-
raskuun 1995 ja kesikuun 1996 vililld) tehdyt
aloitukset ja muutamissa tapauksissa aloitusten
uusiminen. Nyt lisdyksessd olevista klooneista
4 on aloitettu marras-joulukuussa 1995, 10
tammi-helmikuussa ja 13 huhti-kesikuussa
1996. Yhdelli kloonilla (B) aloitukset tehtiin
juurivesojen silmuista.

Kaikkiaan monistuviksi voidaan katsoa lo-
kakuussa 1996 tehdyn ulanneckatsauksen mu-
kaan 27 kloonia silli hetkelli mukana olleista
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29:sti. Parhaiten ovat monistuneet kloonit A,
B,I,N, U, V, Zja A. Ehki niitikin paremmin
monistui vertailuaineistona ollut  P. tremn-
Joides -klooni AB, mutta se ei kuulunut var-
sinaiseen lisdysohjelmaan. Kloonien R ja W
aloitusaineisto kuoli kokonaan ja vaikeasti mo-
nistettavia olivat lisiksi kloonit C ja L (Tau-
lukko 3).

Juurrutus

Elokuussa 1996 jirjestetyssa juurrutuskokees-
sa olivat mukana kloonit A, B ja I. Kloonin A
versoista juurtui keskimairin 77,1 %, kloonin
B 89,6 % ja kloonin I 83,5 %. Kloonien A ja B
vilinen ero osoittautui tilastollisesti merkitse-
viksi (p<0,001). Kloonien B (84-94 %) ja I
(75-90 %) versot juurtuivat hyvin kaikissa tut-
kituissa olosuhteissa. Klooni x juurrutusmene-
telmi interaktiota ei esiintynyt. Samassa ko-
keessa testattiin myds mainittujen kloonien
mahdollisia eroja kasvuunldhddssi juurtumi-
sen jalkeen. Tilastollisesti merkitsevid eroja ei
esiintynyt.

Juurtumistietoa ei ole kiytettivissi kaikista
monistuksessa olleista klooneista, koska suuri



Taulukko 3. Lisaykseen valittujen

kloonien versomaarien kehitys haapahankkeessa.

Versomiiirin kehitys, kpl (kumulatiivinen)

Klooni S“:]‘(‘)‘ijf‘ I kk 2 kk 3Kk 4k 5 kk 6 kk 7 kk
A 50 14 180 370 680 2450

B 32 110 190 800 2350 3895 4940

C 67 13 15 20 20

D 66 23 80 160 250

E 50 8 5 50 120 170
AB 50 26 430 820 3500 -

F 27 2 20 60 100 250
G 21 4 20 40 100 150 150 200
H 40 17 40 60 80 180 480 700
| 43 27 95 320 1100 2200 2300
J 40 35 130 220 220 420 450 500
K 61 3 20 25 40 150 150
L 60 2 ! 7 10 10 10
M 40 8 40 80 150 300
N 40 40 230 320 500 500
o} 60 I 8 17 30 60
p 26 6 10 20 100 200 400

Q 20 I 5 10

R 5 5 7 -

S 40 25 40 40 40 40

T 20 30 20 20 20

U 40 25 40 100 900

v 30 60 60 100 400 900

w 21 4 _

X 20 10 10 20 30

Y 49 7 10 10 30

z 40 26 200 350 700

A 32 40 70

A 33 23 200 700

0o 20 30 50

! p. tremuloides, lisdysta ei jatkettu
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Taulukko 4. Hybridihaapakloonien juurtumistuloksia mikrolisdyksesséd Haapastensyrjassa v.1996.

Klooni Lihtoaineisto Juurtunut

kpl % in vitro %o ex vitro keskim. %
Al 6203 3530 69.5 41,1 56,9
B' 6152 4954 85,6 79.5 80.5
D 328 64 19,5 19.5
E 285 108 379 379
F 510 233 457 457
H 381 346 90,8 90,8
I 3776 3075 89,3 79,6 8l1.4
J 654 380 56,9 61,1 58.1
M 196 153 78,1 78.1
N 756 457 519 834 60.4
Yht/ ka. 19241 13300 69.1

1 Juurtumistulokset ilman edellimainitun kokeen tuloksia

osa klooneista tuli lisiykseen vasta touko-ke-
sikuussa -96. Ex witro -juurrutus olisi edul-
lisempi vaihtoehto, koska sita kiytettdessi voi-
daan aloittaa mikrolisdttyjen versojen totutus
kasvihuoneolosuhteisiin. Ex vitro -juurrutus
propagaattoreissa ei kuitenkaan sovi kaikille
klooneille, vaan osa on pakko juurruttaa la-
boratoriossa in witro. Kiytinndssi joudutaan
testaamaan suuri osa klooneista kummallakin
menetelmalla parhaan juurrutusvaihtoehdon
16ytimiseksi. Taulukossa 4 on tuloksia 10 kloo-
nin juurruttamisesta, viidestd kloonista on tie-
toa molemmista menetelmisti.

Hyvin juurtuviksi osoittautuivat kloonit B,
H ja 1, joilla juurtuminen oli yli 80 %. Heikosti
juurtuvien kloonien D, E ja F tulosta pitiisi
voida parantaa menetelmikehittelyin, koska
19-45 prosentin juurtumistulos on kiytintéén
sovellettavaksi liian alhainen ja atheuttaa suurta
versoaineiston havikkia.

Tulosten tarkastelu

Kloonien viliset erot niin aloitusten onnistu-
misessa, monistuksessa kuin juurtumisessakin
olivat suuret, miki oli odotettavissakin aiempi-

en tutkimusten perusteella. Ahuja (1982) ra-
portoi 48 P. tremnla, P. tremnloides tai niiden
hybridien kloonista 26 kloonin mikrolisiyksen
epionnistuneen ja totesi kasvullisen lisdéinty-
miskyvyn olevan hyvin voimakkaasti geneetti-
sesti madrdytynyt. Myohemmissi tutkimukses-
sa 100 testatusta haapa- ja hybridihaapakloonista
50 % monistui ja niitd voitiin lisita kasvullisesti
(Ahuja 1987). Hessenin metsintutkimuslaitok-
sessa (1985) monistettaessa 49 haapakloonista
35 000 mikrotainta todettin yhdeksi paavaikeu-
deksi mikroversojen totuttaminen laboratorio-
olosuhteista ei-steriileihin oloihin. Omassa tutki-
muksessamme vastaava siirto ei ollut kovin on-
gelmallinen, varsinkin jos juurrurus voitiin aloit-
taa propagaattoreissa laboratoriossa.

Ryynidsen 1991 raportoimassa tyossa Pun-
kaharjulla 12 monistukseen otetusta kloonista
yhdeksin onnistui. Oman tutkimuksemme 29
varsinaiseen lisdysty6hon otetusta kloonista 27
on aloittanut versotuotannon, ja juurrutukses-
sa oli lokakuussa 18 kloonia. Juurrutus nayttaa
helpommalta vaiheelta kuin versomonistus, jo-
ten todennikoisesti valtaosasta klooneja saa-
daan taimia. Kehittimilla tyon kaikkia vaiheita
pystytian varmasti vield parantamaan ja nos-
tamaan lopullista saantoa.



Kiytintoon tihtddvissa lisdystoiminnassa
ei kuitenkaan ole mahdollista kiyttdd kovin
monia lisdysreseptejd, joten jouduttaneen jdt-
timaan joitakin heikosti monistuvia klooneja
pois ja/tai korvaamaan ne suunnilleen saman-
arvoisilla hyvin onnistuvilla klooneilla. Hei-
kosti onnistuvien kloonien taimimiarit jaavit
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Metsidlehmuksen ja metsatammen
mikrolisays

Maija Salonen, Sinikka Salonen & Seija Vanhakoski
Metsinjalostussditio, Haapastensyrjin metsinjalostuskeskus, Karkkilantie 247, 12600 Iaylidinen

Metsinjalostussiatidssi kehitelladn lisdysmenetelmii jaloille lehtipuille, joiden siementuotannossa
Suomessa seki siementen varastoinnissa on ongelmia. Keskeiseni tavoitteena on biologisen
monimuotoisuuden siilyttiminen valitsemalla lisdykseen kestévid genotyyppejd. Taimia on tuotettu
seki kenttikokeisiin etti myyntiin. Metsilehmuksia on mikrolisiyksessi 11 kloonia, joista osa on
perdisin 6-vuotiaista siementaimista ja osa tdysikasvuisista puista. Viljelmit aloitettiin kasvavien
oksien silmuista LS-alustalla, jossa sytokiniinina oli N(’~bentsyyliadeniinia (BA 5 uM).
Monistusalustassa oli BAmn (2,2 pM) lisiksi indolyyli-3-voihappoa (IBA 0,5 uM). Parhaat
monistuskertoimet olivat 5-10. Mikrolisittyji lehmuksen versoja on juurrutettu kloonista riippuen
joko WPMe-alustalla (1/2x, IBA 1 UM, sakkaroosi 43,8 mM) tai LS-alustaila (IBA 5 uM, 7 vrk).
Juurtumisprosentit olivat 40-100 %. Heikoimmin juurtuivat Keski-Suomesta olevan puun
mikropistokkaat. Yleensi 70-90 % taimista on lihtenyt kasvuun. Ensimmaiisen kasvukauden aikana
siementaimialkuperii olevat mikrolehmukset kasvoivat nopeammin (pituus ka. 36,7 cm/283 kpl)
kuin tiysikasvuisten puiden jilkeldiset (pituus ka. 17,2 cm/844 kpl), vaikka kloonien
monistumisessa ja juurtumisessa ei havaittu eroja i vitro. Vuoden kylmasiilytysjakson (+6-8 °C)
jalkeen lihes 100 % versoista oli elinkykyisid. Vuosina 1994 ja 1995 tuotettiin myyntiin yhteensa
n. 7000 metsilehmuksen tainta. Tammen mikrolisdayksessd on tuloksia seitsemista
siementaimialkuperisti (1-2 v). Lihtémateriaalina olivat puhjenneet ja pidentyneet silmut.
Perusravintoliuoksena oli muunnettu GD-alusta, jossa kalsiumin (3 mM = 3x) ja sakkaroosin (87,6
mM =1,5x) taso oli nostettu. Aloitusalustassa BA-pitoisuus oli 4,4 ja monistusvaiheessa 0,9 M.
Monistuskertoimet vaihtelivat 1,6:sta 3 4:din. Juurrutuksessa tammen versoille kiytettiin 7 vrk:n
IBA-kisittelyi (5 pM) GD-alustalla, jossa makroravinteet oli puolitettu. Versoja on juurrutettu n.
500 kappaletta. Eri alkuperissi juurtumisprosentit olivat 45-90 %. Taysikasvuisten puiden silmuista
ei ole saatu monistuvia viljelmid, vaikka niitd on aloitettu vesaoksien fysiologisesti nuorista
solukoista.

Avainsanat: in vitro, lehtipuut, monistuskerroin, Quercus robur, solukkoviljely, Téka cordata
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Abstract

Micropropagation of small-leaved linden
and pedunculate oak

Maija Salonen, Sinikka Salonen & .Seija Vanhakoski
Foundation for Forest Tree Breeding, Flaapastensyrja Tree Breeding Centre,
Karkkilantie 247, FIN-12600 Laylidinen

Micropropagation of small-leaved linden (T#/a cordata Miller) and pedunculate oak (Quercus robur
L.) is part of a project to develop vegetative propagation methods for rare broad-leaved trees which
have difficulties to produce seed in Finland. The main objective is to conserve biodiversity by
selecting hardy and qualified genotypes for micropropagation. Micropropagated plants have been
produced for field trials and for sale. Eleven linden clones have been micropropagated. Bud
cultures were initiated from actively growing shoots of 6-year-old seedlings (3) and adult trees (8)
on LS medium. The initiation medium contained N(’-benzyladenine (BA 5 uM). In addition to BA
(2.2 uM) the multiplication medium was supplemented with indole-3-butyric acid (IBA 0.5 pM).
The best multplication coefficients, the number of segments which were gained from one
subcultured segment, were 5-10. Micropropagated linden shoots were rooted depending on the
clone either on WPM (x 1/2, 1 uM IBA, 43.8 mM sucrose) or on LS medium (5 uM IBA for 7
days). The rooting percentages were 40-100 %. Microplants have differed in survival after
transplanting, but in general 70-90 % of plants have started to grow. During the first growing
season faster shoot growth was recorded for plants derived from 6-year-old seedlings (height: 36.7
cm /283 plants) compared with that of an adult donor tree (height: 17.2 cm /844 plants) even
though no differences were found in multiplication and rooting of these clones in vitro. After one
year's cold storage at 6-8 °C nearly 100 % of linden shoots survived. The number of lindens
produced for sale during 1994 and 1995 was ca. 7000. Preliminary results are from
micropropagation of seven seed origins of pedunculate oak (1-2 years). Nodal segments and shoot
tips were used as explants. The basal medium was a modified GD medium containing increased
levels of calcium (3 mM = 3-fold) and sucrose (87.6 mM = 1.5-fold). The concentration of BA
was 4.4 uM and 0.9 UM during initiation and multiplication, respectively. Multiplication coefficients
calculated from four seedling sources were 1.6-3.4. Oak shoots were rooted in the presence of IBA
(5 UM for 7 days) on GD medium in which concentrations of macronutrients were halved. A total
number of shoots rooted was 500. The rooting percentages varied between 45 and 90 % depending
on the seed source. Multiplicating cultures were not obtained from adult trees though juvenile
tissue from epicormic shoots were used as explants.

Key words: deciduous trees, én vitro, multiplication coeffcient, Quercus robur, Tilia cordata, tissue culture
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Johdanto

Metsilehmus eli niinipuu (1zka cordatd) ja met-
sitammi (Quwercus robur) kuuluvat vaahteran,
kyni- ja vuorijalavan seki saarnen ohella jaloi-
hin lehdpuihin. Jalavat ovat Suomessa luon-
nonsuojelulain nojalla rauhoitettuja, mutta
muutkin jalopuut ovat uhanalaisia levinneisyy-
tensi pohjoisrajalla. Metsalehmus on ilmastol-
lisesti kestdvin ja esiintyy luonnonvaraisena
vield lisalmen korkeudella. Tammi sen sijaan
kasvaa luontaisesti vain Suomen lounaisosissa.

Metsilehmus tuottaa Suomessa heikosti
siementd. Puu on hyénteispélytteinen ja kukkii
my06hiin heini-elokuussa, minki vuoksi alkio
ja endospermi eiviat mahdollisesti ehdi kehittya
kunnolla (Pigott 1981). Syyskuun maksimilam-
potiloilla ndyttdisi olevan ratkaiseva merkitys
hedelmien kypsymiselle. Eteldisimmissi Suo-
messa lehmuksesta voi saada siemenii, jotka
itavit kuitenkin yleensd huonosti (Raatikainen
1993). Metsilehmuksen oletetaan lisdéintyvin
luonnossa lihinna kasvullisesti.

Lehmuksilla ei ole ollut metsataloudellista
arvoa, vaikka juuri niinipuuta voidaan pitdd
vanhimpana taloudellisesti merkittivini kayt-
tépuuna Pohjois-Euroopassa (Olkanen 1977).
Metsilehmusta vot lisdtd kasvullisesti juurive-
soista, taivukkaista, pistokkaista ja varttamalla,
mutta perinteiset lisiysmenetelmit eivit ole
tehokkaita. Metsdlehmuksen mikrolisiyksestd
on kirjallisuustietoa vihin, vaikka eurooppa-
laisten solukkoviljelylaboratorioiden luettelos-
sa vuodelta 1993 on mainittu 11 laitosta, joiden
ohjelmassa oli my6s T7ka-lajien mikrolisays (O
Riordiin 1994; vrt. metsitammi - 15 labo-
ratoriota). Metsidlehmuksen taimia on tuotettu
hankasilmulisiyksen avulla nuorista (2 kk - 1
v) kantataimista (Chalupa 1984) ja tdysikas-
vuisista puista (Marks e /. 1987, Kunneman
& Albers 1991). Taimien regeneroiminen so-
maattisen embryogeneesin kautta on myds on-
nistunut, kun viljelmit on aloitettu kypsymait-
tomistd tai kypsistd alkioista (Chalupa 1990,
Simola & Kirkénen 1994, 1996).

Suomessa tammesta saadaan runsaita ter-
hosatoja vain keskimiirin 4-8 vuoden vilein
(Matula et a/. 1996). Siemenlisiyksen haittana
on lisiksi terhojen heikko siilyvyys (Guthke
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& Spethmann 1993, Konttinen 1995). Tammi
on Keski-Euroopan tirkeimpid puulajeja, ja
sen kasvullista lisdysta, pistokaslisdystd ja mik-
rolisdystd, on selvitetty paljon. Tammen taimia
on tuotettu / vitro hankasilmulisdyksessa eri-
ikiisistd kantayksiloistd ja somaattisen embryo-
geneesin avulla kypsymittémisti alkioista (Bel-
larosa 1989, Chalupa 1995).

Kantayksilon iké rajoittaa tammen, kuten
muidenkin puuvartisten kasvien lisdysti (esim.
Chalupa 1993). Tietyt puunosat kuitenkin van-
henevat hitaammin kuin toiset. Tillaista fy-
siologisesti nuorta solukkoa on juuri- ja kan-
tovesoissa (root sucker, stump sprout) seki
vesaoksissa (epicormic shoot). Alustavia tu-
loksia on myds tavallisten oksien kdytosta tam-
men mikrolisdyksessid. Oksanpitkiin on saatu
kehittymiin kasvihuoneessa lehtiversoja, jois-
ta on voitu aloittaa in witro -viljelmii (Vieitez
et al. 1994). Mutta valittiinpa aloitusmateriaali
kuinka tahansa, useimmat havupuut ja jotkut
lehtipuut kuten Quercus-lajit ovat vatkeasti mik-
rolisittavissa (Bonga & von Aderkas 1992, s.
103).

Lehmus- ja tammimetsikét ovat Suomessa
hajallaan, ja lajien luontainen uudistuminen on
vaikeutunut. Jos jalopuiden halutaan olevan
varteenotettava vaihtoehto metsanviljelyssi,
on varmistettava, ettd kestdvaa ja hyvilaatuista
materiaalia istutuksiin on vuosittain saatavilla
(Mattila e a/ 1996). Lehmuksen ja tammen
mikrolisiys Metsinjalostussiitiéssi on osa
hanketta, jossa kehitellddn lisdiysmenetelmii ja-
loille lehdpuille, joiden siementuotannossa on
vaikeuksia. Tavoitteena on tuottaa mikrolisit-
tyjd taimia sekd kenttikokeisiin ettd myyntiin.

Aineisto ja menetelmat

Metsalehmus

Metsilehmusviljelmit aloitettiin joko luon-
nosta tai kasvihuoneesta kerittyjen kasvavien
oksien silmuista. Aineistona oli sekd kuusivuo-
tiaita siementaimia ettd tdysikasvuisia puita.
Silmu ja pala vartta pintasteriloitiin alkoholissa

ja Ca(OCl)2:ssa (Taulukko 1).



+EONWE =
1500JeYes AUl §°¢t —
nuanjond jeauIACIOnCW —

nnajond 1991uiAel
-oryew essol ‘eisnje uoyuoutioy «yIA L vl INH ¢ + ST1—

BONNUA S VI

BISN{E UONUOWLIOY —Y1A £ V] T ¢ + (IO npouunnpy T 1+ ( +z°d T [°0 "1sooreyes NW 8°Ey) NdM X Z/1 smnunng

LN AL A WU HT0 =
v WM 6°0 + gD nnauunniy VI WH S0+ VN T+ ST SISO

1S00TEYYES JNUI 9°L8 ~ '
(WwW 1'1:0)-eu: vV 1AA-(111)34-8N rinel -

v WH #'p + tisnje-go nnduunnjy v Wi ¢ + tisnpe-§ snyoy

OCH ONE[sh (NS X ¢ —

un Oz-S1 [(A/A) 9 1°0 "U] 0T udam ], + L(1D0) 8D (A/M) % € -

OTH nue[sn qIuas x ¢ - OFH nue[sh [uAs X | —
un G [(A/A) 9 10 0] QT UM L + L(1D0IED (A/M) % S — Ui | 1oueId (A/A) % 16 — -

upw g “u(souLre-uou() ‘1desus) sontjenddies - uru () “u(sourre-uou ‘idasuz) sontenddies — o

(ueaaatu el 1ofrey ) nwiis 12suiuapid ef jasuusfynd ejuea ejed ef nuupis euasfeddeysnitofe ‘Inurjiseyuey UaISY0 UIIASEY olstauly
WU IESION SNUWIYDJESIIAS AYITA

‘|8ayieA uasyAesioniw uswwe) el uasynwyasy ‘ oWn|neL

30



Perusravintoliuoksena oli Linsmaierin ja
Skoogin ravintoliuos (LS, Linsmaier & Skoog
1965). Aloitusalustassa oli sytokiniinina N'-
bentsyyliadeniinia (BA, 5 WM). Monistusalus-
tassa oli BA:n (2,2 uM) lisiksi indoli-3-voi-
happoa (IBA, 0,5 uM) (T. R. Marks, hen-
kilékohtainen tiedonanto). LS-alustan kalsiu-
mpitoisuus oli 3 mM. Koska viljelmissi esiintyi
lehtien kellastumista ja ruskettumista, monis-
tusta kokeiltiin kahdella muunnetulla alustalla,
joissa kalsiumin konsentraatio nostettiin kak-
sin- tai kolminkertaiseksi. Alustan kalsiumta-
son nostaminen on kirjallisuustietojen perus-
teella parantanut lehmuksen 7 vitro -viljelmien
laatua (Kunneman & Albers 1991). Parhaiten
viljelmat kuitenkin saatiin pysymiin vihreind
korottamalla alustan rautapitoisuus 0,1 mM:sta
0,14 mM:in.

Mikrolisityt versot (2-3 c¢m) juurrutettiin
joko WPM-alustalla (Lloyd & McCown 1980)
tai LS-alustalla (Taulukko 1). Koulittuja mik-
rotaimia pidettiin totutusvaiheessa aluksi olo-
suhteissa, joissa suhteellinen kosteus oli 80-90
%. Muutaman viikon kuluttua taimet siirrettiin
normaaliin kasvihuonekosteuteen (n. 60 %).

Metsatammi

Tammiviljelmit aloitettiin nuorista siementai-
mista kayttamilld versojen kirkid ja nivelvile-
ja. Versot pintasteriloitiin Ca(OCl)a:ssa (Tau-
lukko 1). Kasvatusalustana oli muunnettu
Gresshoffin ja Doyn ravintolinos (GD) (Meh-
ra-Palta ef a/. 1978), johon rauta lisittiin Na-
Fe(lI])-EDTA:na (0,11 mM), ja jossa sakka-
roosipitoisuus oli 1,5-kertainen (87,6 mM)
(Ballester & Meier-Dinkel 1992). BA-kon-
sentraatio oli aloitusvaiheessa 4,4 UM ja mo-
nistusvaiheessa 0,9 WM. Versojen kirjet rus-
kettuivat aluksi monistusalustalla. Perunan
versoviljelmissd on versonkirkien tuhoutumi-
sen todettu liittyvdn kalsiumin puutteeseen
(Sha et a/. 1985). Ruskettumisesta padstiin tam-
mellakin nostamalla GD-alustan kalsiumpitoi-
suus kolminkertaiseksi (3 mM). Juurrutusalus-
tassa makroravinteet ja sakkaroost puolitettiin
ja auksiinina oli IBA:ta (5 uM). Induktovai-
heen (7 vrk) jilkeen versot (vahintain 1 cm)
siirretdin hormonittomalle alustalle.
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Kasvatusolosuhteet in vitro

Viljelmii kasvatettiin 18 tunnin valojaksossa.
Valon voimakkuus oli 50-60 pmol m2s! (Ai-
ram, soft white 3000, 3XC). Lampétila oli pii-
valli 23-25 °C ja yolld n. 20 °C. Kasvatushuo-
neen suhteellinen kosteus oli n. 50 %. Ver-
soviljelmien  kylmivarastointia  selvitettiin
+6-8 °C:ssa vihissd valossa. Viljelmien siir-
rostusvili oli 4-6 viikkoa.

Tulokset
Metsalehmus

Viljelmiid on aloitettu yhteensid 23 metsileh-
muskloonista vuosina 1992-96 (Taulukko 2).
Niistd vajaa puolet eli 11 on saatu lisdykseen.
Metsilehmusviljelmistd kahdeksan oli periisin
tdysikasvuisista puista ja kolme kuusivuotiaista
siementaimista. Padosa genotyypeisti oli Ete-
li-Suomesta, mutta mukana oli my6s neljd
puuta lehmuksen levinneisyysalueen pohjois-
rajalta, lisalmesta. Tdysikasvuisten puiden sil-
mut on pyritty kerddmiin vesaoksista, jotka
vanhenevat muita puunosia hitaammin. Viljel-
mien infektoitumisprosentt oli keskimairin
46 %. Parhaiten viljelmit pysyivit puhtaina,
kun ne aloitettin kasvihuoneessa kasvavien
siementaimien silmuista (Taulukko 2). Kesalld
1995 Virroilta ja lisalmesta periisin olevista
metsilehmuksista saatiin puhtaita viljelmii vi-
hin, silld silmut infektoituivat 70-90-prosentti-
sesti. N. 10 % silmuista on alkanut monistua
(Taulukko 2). Monistuvan viljelméin aikaan-
saamiseen kuluu kuukausia. Esimerkiksi Vir-
tain kloonin 7 ja lisalmen kloonin 4 viljelmat
ovat vasta yli vuoden kuluttua aloituksesta al-
kaneet tuottaa versoja.

Monistuminen on perustunut hankasilmu-
jen pitenemiseen. Lisdyskertoimia on esitetty
kahdesta loppilaisesta metsilehmuskloonista
(Taulukko 3). Aloituskappaleena oleva nivel-
vili on pidentynyt 2-9 nivelvilid yhden lisdys-
kierron aikana. Viljelmien varastointi kylmassa
(3-4 kk, +6-8 °C) paransi merkitsevasti ver-
sojen monistumista (Taulukko 3). Metsileh-



Taulukko 2. Metsalehmuksen silmuviljelmien onnistuminen: infektoituneiden ja monistuvien viljelmi-

en maara.
Paikkakunta Klooni Silmuja kpl Infekt. % Monistuvia silmuja
kpl %
Siementaimi 6 v. 1 77 15,6 11 14,3
Eteld-Suomi 2 23 43 0 0,0
(4 kloonia) 3 ) 38 79 31 81,6
4 21 0,0 2 9,5
Loppi 1 94 9,6 22 234
(2 kloonia) 2 67 19.4 20 29,9
Padasjoki (valne) .76 395 3 39
Punkaharju 1 26 69.2 2 7,7
(2 kloonia) 2 26 730 0 0.0
Virrat 1 23 739 0 0,0
(9 kloonia) 2 20 90,0 0 0,0
' 3 18 389 4 2,2
4 14 929 0 0.0
5 21 85,7 0 0,0
6 21 38,1 1 4.8
7 27 85,2 ] 3,7
8 26 80,8 0 0.0
9 68,4 0 0,0
Ahtiri " 22 95,5 0 0.0
Tisalmi b 57 772 0 0,0
(4 kloonia) 2! 29 86,2 0 0,0
3! 24 87.5 0 0.0
4 83 69,9 1 1,2
Yhteensi/ ka. 23 852 459 98 1i.5
Mikrolisiitty)d 11
klooneja

! Sitmut latvaoksista

muksen versoviljelmit (8 kloonia) olivat hen-
gissd 84-100-prosenttisesti (ka. 95 %) vield
vuoden kylmisiilytysjakson jilkeen.
Mikrolisatyt versot ovatjuurtuneet 40-100-
prosenttisest. lisalmen metsilehmus (klooni
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4) monistui heikosti: kevddn ja kesin 1996
aikana 57 versosta juurtui 42 % (24 kpl). Toi-
saalta Virtain klooni 3 on monistunut erittdin
hyvin, vaikka 860 versosta juurtui vain 43 %
(366 kpl).
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Mikrolisayksen eri vaiheista - aloitus, mo-
nistus, juurrutus ja totutus (akklimatisaatio) -
mika tahansa voi rajoittaa lisaysta. Taulukossa
4 on tuloksia mikrolisattyjen lehmusten sel-
viytymisestd laboratoriosta kasvihuoneolosuh-
teisiin. Kolmen metsilehmuskloonin lisiksi on
mukana yksi erikoismuoto (puistolehmus: T.
x vulgaris = T. cordata x platyphylles). Tilannetta
on seurattu koulintavaiheessa ja kahden kuu-
kauden kasvukauden jilkeen. Metsidlehmusten
juurtumisprosentit olivat 70-90 %. Taimet
koulittiin lihes 100-prosenttisesti. Naistd tai-
mista 73-85 % oli lihtenyt kasvuun juurru-
tusvaiheen aikana, miki niyttiisi olevan edel-
lytys taimien jatkokasvulle. Koulintavaiheesta
selviytyl 86-95 % taimista. Siementaimien jal-
keldiset kasvoivat merkitsevisti nopeammin
kuin padasjokelaisesta vartteesta saadut mik-
rotaimet. Sama piti myds puistolehmukseen.

Metsatammi

Viljelmia on aloitettu seitsemisti 1-2-vuoti-
aasta tammen siementaimesta. Neljin siemen-
taimialkuperin monistumisesta on tuloksia
neljin lisdyskierron ajalta (Taulukko 5). Viljel-
mien aloitukset onnistuivat hyvin ja 30-47 %
nivelvileista alkoi monistua. Monistuskerroin
oli parhaimmillaan n. 3. Osa syntyneistd ver-
soista oli adventiivisia. Versot juurtuivat 60-
80-prosenttisesti, mutta
saattol nousta yli 90 %:iin. (Taulukko 6).

juurtumisprosentti

Versoviljelmien kylmisailytyskokeet ovat
kidynnissa. Puolen vuoden varastoinnin jilkeen
versoista oli elossa n. 60 %, eli tammiviljelmat
sdilyivit lehmuksia heikommin kylmdssi. En-
simmiisen kasvukauden aikana mikrotammet
ovat kasvaneet kasvihuoneessa n. 10 cm:n mit-
taisiksi.

Fysiologisesti nuorta solukkoa ei aina ole
saatavilla mikrolisiyksen materiaaliksi. Van-
hothin, 2-3 ecm:n paksuisiin oksanpitkiin on
saatu kasvihuoneessa kehittymiin versoja,
joista osa on hankasilmuperaisid ja osa mah-
dollisest adventiivisia (Vieitez e/ a/. 1994). Ver-
sojen kdytt6d mikrolisiyksessd haittasi viljel-
mien infektoituminen. Versot eivit osoittau-
tuncet  kiyttokelpoisiksi - pistokaslisdyksessa-
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kidan, silld 900 pistokkaasta (13 kloonia) juurtui
vain yksi verso.

Tulosten tarkastelu

Lehmuksen ja tammen mikrolisdyksestd Met-
sianjalostussidtiéssd saadut tulokset ovat sopu-
soinnussa  aikaisempien
kanssa. Puiden viljelyyn on kiytetty yleisid so-
lukkoviljelyalustoja (LS, WPM, GD). Monista
lehupuulajeista poiketen lehmuksen ja tam-

kirjallisuustietojen

men silmuviljely on yleensi aloitettu kasvavien
oksien silmuista (Kunneman & Albers 1991,
Ballester & Meier-Dinkel 1992).

Aloitusvaiheessa viljelmien onnistumiseen
vaikutti silmujen infektoituminen (Taulukko
2), johon Bellarosan (1989) mukaan t6rmatiin
varsinkin silloin, kun materiaali otetaan tdy-
sikasvuisista puista. Tammen versojen tyveltd
ravintoalusta jonkin verran ruskettui, mutta
se el haitannut solukkoviljelyd. Ruskettumisen
syyni pidetdin hapettuneita fenoliyhdisteiti,
ja se on yleinen ongelma tammen mikroli-
siyksessd (esim. Hohtola 1995).

Tutkituista metsialehmuksista n. 48 % (11
kpl) saatiin /» vitro -viljelyyn. Niiden lehmusten
viljely on kestinyt vihintidn 1,5 vuotta. On-
nistumisprosentti on varsin kohtuullinen. Ver-
tailun vuoksi esimerkiksi 55:std metsdtam-
mikloonista oli 42 % hengissd kuuden siir-
rostuskerran jilkeen (Ballester & Meier-Dinkel
1992). Hyvin pieni osa metsidlehmuksen sil-
muista kuitenkin alkol monistua tissd tutki-
muksessa: lisiykseen saaduissa klooneissa va-
jaa viidennes (18 %) (Taulukko 2). Sen sijaan
30-50 % tammiaineiston viljelmista kehittyi
monistuviksi versoviljelmiksi (Taulukko 5),
miki todennikdisesti johtui aloitusmateriaalin
nuoresta idstd. Laajassa tammitutkimuksessa
(Volkaert et al. 1990), jossa ldhtémateriaali ke-
rttiin 600 siementaimesta, 800 aloituskappa-
leesta 75 % kasvoi versoksi.

Tammen versojen monistuminen ja juur-
tuminen vaihteli eri siementaimialkuperissd
(Taulukot 5 ja 6). Juncker & Favre (1989)
havaitsivat tlastollisest merkitsevid klooni-
kohtaisia eroja nuorista, 3 kk:n ikdisista sie-
mentaimista (16 kloonia) aloitetuissa viljelmis-



Taulukko 5. Yksivuotiaista tammen siementaimista aloitettujen versoviljelmien monistuminen. Mo-
nistuskerroin = monistettavien nivelvalien lisdantyminen lisdyskierron aikana. Viljelmien siirostusvali

n. 1 kk.
Alkuperd Aloitusvaihe Monistusvaihe
nivelvilejd monistuskerroin/siirrostuskerrat 3— 6

yhteensi kpl monistuvia kpl monistuvia % 3. 4. 5. 6.

Helsinki 20 6 30,0 N 1.6 1.5 12

Vantaa | 16 7 438 1.8 1.9 29 2,5

Vantaa 2 16 5 313 1.9 34 1,6

Vantaa 3 19 9 474 1.8 2.2 33 1.8

Taulukko 6. Tammen versojen juurtuminen. Vilielmat aloitettu yksivuotiaista siementaimista (vrt.

Taulukko 5).
. - LA
Alkupera Versoja Juurtumisprosentti/siirrostuskerrat 4-6
kpl 4. 5. 6. ka
Helsinki 17 75,0 66.7 - 706
Vantaa | 136 44.4 91.4 71,1 72.8
Vantaa 2 193 826 789 81.8 81.3
Vantaa 3 226 48,5 87.5 529 63.3

'Ei juurrutettu

si. Monistuminen riippuu genotyypisti. Koska
kloonien valiset erot ovat suuria, menetelmat
eivit ole toistettavia (Juncker & Favre 1989).
Chalupan (1993) tutkimuksissa monistusker-
toimet olivat korkeampia kuin tissa tutkimuk-
sessa: 3-8 kloonista riippuen (taimien iki 3-6
kk).

Vuoden ikiisistd siementaimista aloitettu-
jen tammiviljelmien on havaittu juurtuvan hy-
vin, 70-90-prosenttisesti (Vieitez et al. 1985,
Chalupa 1993). Tissi ty6ssd siirrostuskertojen
lukumiiralla ei ollut vaikutusta tammen ver-
sojen juurtumisprosenttiin, joka keskimiirin
oli 60-80 % (Taulukko 6). Vastaavia tuloksia
Metsinjalostussditiossid on saatu myos met-
silehmuksesta. Kirjallisuudesta 16ytyy sen si-
jaan esimerkkeji, joissa versojen juurtumisky-
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ky on parantunut siirrostuskertojen lisaanty-
essi. Kriminlehmuksen (1. euchlora) versot
juurtuivat kolmen siirrostuksen jilkeen vain
15-prosenttisesti, mutta 10 siirrostuksen jil-
keen juurtumisprosentti oli kohonnut yli kuu-
sinkertaiseksi (Kunneman & Albers 1991). Pa-
rantunut juurtumiskyky on ollut seurausta mik-
rolisdystekniikasta, joka on saanut aikaan ai-
nakin osittaista nuorentumista aineistossa. Bal-
lesterin & Meier-Dinkelin (1992) mukaan
genotyyppi néyttiisi kuitenkin olevan madria-
vin tekija tammikloonien juurtumisessa.
Metsilehmusten juurtumisprosentit olivat
yleensi 70-80 % (Taulukko 4). Seuraavia juur-
tumistuloksia on esitetty kirjallisuudessa: tay-
sikasvuisten puiden mikropistokkailla yli 70
% (Marks ef a/. 1987) ja nuorten siementaimien



mikropistokkailla 80-100 % (Chalupa 1984).
Nopea kasvuunlihté heti juurtumisen jilkeen
ndytti olevan edellytys mikrolisittyjen metsi-
lehmusten jatkokasvulle omassa tutkimukses-
samme. Samoin Chalupan (1993) mukaan elin-
voimaisia tammen taimia kehittyi pistokkaista,
jotka juurtuivat nopeasti ja lihtivat kasvuun
heti juurtumisen jilkeen.

Kantataimen idn vaikutus nikyy selvist
pistokaslisdyksessd. Chalupa (1993) havaitsi
tammipistokkaiden juurtuvan 80-90-prosent-
tisesti, kun ne oli leikattu 1- ja 3-vuotiaista
kantapuista, mutta 7-vuotiaista puista periisin
olevien pistokkaiden juurtumisprosentti oli
pudonnut 52:teen. Niissd tutkimuksissa ei
metsilehmuksien monistumisessa ja juurtumi-
sessa ollut kantapuiden ikéin (6-vuotias - tay-
sikasvuinen) liittyvid eroja. Evers e a/ (1993)
padsivit yhti suuriin monistuskertoimiin my6s
tammiviljelmissi, jotka oli aloitettu alkioista
tal 8-vuotiaista taimista. Maastossa alkioista pe-
rdisin olevat taimet kasvoivat sen sijaan no-
peammin.

Mikrolisdtyt metsilehmukset kasvoivat pi-
tuutta ensimmiisen kasvukauden aikana kas-
vihuoneessa 15-30 cm (Taulukko 4). Luon-

Kirjallisuus

nossa metsilehmus on ensimmaisind vuosina
hyvin hidaskasvuinen, silli vuosikasvaimen pi-
tuus on tavallisesti vain 2-3 cm (S6yrinki 1985).
Mikrotammien kasvusta laboratoriovaiheen
jalkeen on tissd tydssd tehty vain vihin ha-
vaintoja. Tsekinmaassa on mikrolisittyji tam-
mia ollut kenttikokeissa jo n. 10 vuoden ajan.
Mikro- ja siementaimien kasvussa ei ole niyt-
tinyt olevan eroja (Chalupa 1993).

In vitro -viljelmien kylmasailytys on vilt-
tamitontd kaupallisten laboratorioiden ympi-
rivuotiselle toiminnalle, jolloin tuotantoa voi-
daan ohjelmoida varastoinnin ansiosta. Leh-
musviljelmir kestivit hyvin kylmavarastointia
+6-8 °C:ssa (Taulukko 3). Alustavista wulok-
sista paitellen tammi kestaa varastointia huo-
nommin, silld vain 60 % versoista oli elossa
puolen vuoden siilytyksen jilkeen. Tammen
versoviljelmistd on julkaistu erittdiin hyviikin
tuloksia, silld viljelmid on voitu siilyttad jopa
nelja vuotta +4 °C:ssa siirrostamatta ja lisda-
mattd ravintoliuosta. Vastaavaa aineistoa tes-
tattiin mySs kenttikokeissa (Meier-Dinkel e
al. 1993). Kylmivarastoinnin onnistuminen li-
sdisi nuorista kantataimista saatujen mikrotai-
mien merkitystd tammiaineiston tuotannossa.
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Vanhojen lehtikuusihybridien

lisaaminen solukkoviljelyn avulla

Anna-Maijja Niskanen
Kasvibiologian laites, Metsinjalostus, PL 27, 00014 Helsingin yliopisto
e-mail: aniskaned@ladybird. belsinki.fi

Lajien viliset lehtikuusihybridit ovat mielenkiintoisia sekd metsinjalostuksen etti viljelyn kannalta.
Solukkoviljelyd kiyttimilld voitaisiin ratkaista hybridien lisdykseen liittyvid ongelmia.
Solukkoviljelyn avulla voitaisiin my6s kayttdd hyédyksi vanhoja lehtikuusia, jotka on arvioitu
kentalld, mutta joiden lisdys pistokkaiden kautta on vaikeaa. Mikrolisdystutkimus aloitettiin 1988-89
vartteista aloitetuista viljelmistd. Siementaimet oli istutettu Metsantutkimuslaitoksen Ruotsinkyldn
koeasemalle 1943 ja vartettu Punkaharjun tutkimuaseman kloonikokoelmaan 1957.
Kasvatusalustoina oli nelji eri perusalustaa, MS, LM, QL ja B, joissa oli erilainen
kasvunsididdekoostumus. Kukin jatkokasvatusalusta oli muuten samanlainen kuin aloitusalusta,
mutta ilman kasvunséiteitid. Juurrutusalustoilla makromineraalikonsentraatiota pienennettiin
huomattavasti. Aloituksia tehtiin sekd vegetatiivisista silmuista ettd emikukan varresta. Paras
kasvatusalusta oli MS. Versoja ei saatu pitenemain eikd juurtumaan testatuilla alustoilla. Kevailla
1996 aloitettiin uudet viljelmit. Uutena kasvatusalustana kokeiltiin WPM-alustaa. Neljin
siirtokerran jdlkeen versonmuodostus kalluksen kautta on runsasta lihes kaikilla genotyypeilld.

Avainsanat. kallus, kasvunsiateet, Larix sp., mikrolisdys
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Abstract
Propagation of mature larch hybrids via tissue culture

Anna-Maija Niskanen
Department of Plant Biology, Forest Breeding P. O. BOX 27, FIN-00014 University of Helsinki
e-mail- aniskane@ladybird helsinki.fi

Interspecific larch (Larix sp.) hybrids are interesting both for forest breeding and for cultivation.
Tissue culture could be applied to solve problems related to propagation of larch hybrids. Tissue
culture would also enable utilization of old larches, which have been evaluated in the field, but
which are difficult to propagate from cuttings. The cultures for studying micropropagation of larch
were initiated 1988-89 from scions. The seedlings had been planted at the Ruotsinkyld Experiment
Station of The Finnish Forest Research Institute in 1943 and grafted in the Punkaharju Research
Station’s clone collection in 1957. Four basal media, MS, LM, QL and B, with different growth
regulator composition, were used for induction. The same media, free of growth regulators, were
used for subcultures. For rooting, the macro mineral concentration was considerably reduced. Both
vegetative buds and the stems of female flowers were used as explants. MS was the best culture
medium. Shoot elongation and rooting were not successful with the media tested. New cultures
were initiated in spring 1996 and WPM-medium was included. After four subcultures we are
observing ample shoot proliferation from callus with nearly all genotypes.

Key words: callus, growth regulators, Larix sp., micropropagation
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Johdanto

Lehtikuusen (Larix sp.) lajihybridejd on Suo-
messa ollut kenttikokeissa jo yli 50 vuotta.
Osa lehtikuusiristeytyksistd on osoittautunut
kotimaisia havupuita paremmiksi kasvultaan ja
puuaineksen laadultaan (Lahde et a/ 1984).
Lehtikuuset ovat my6s ekologisesti hyvin so-
peutuneita. Ne kestdvit muita havupuita pa-
remmin ilmansaasteita, kuivuutta ja metsipa-
loja. Lehtkuusen lajien viliset hybridit ovat
metsinjalostuksen kannalta mielenkiintoisia ja
soveltuvat metsinviljelyyn. Valitettavasti hyb-
ridisiemenen tuottaminen Suomessa on osoit-
tautunut hankalaksi, silld eri lajit kukkivat pe-
rustettujen kahden lajin tai kahden kloonin
siemenviljelyksilld eri aikaan ja my6s kukinnan
aikaiset hallatuhot ovat aiheuttaneet ongelmia.

Kasvihuoneessa kasvatettujen hybridileh-
tikuusten, L. decdna x leptolepis (L. enrolepis)
siementaimien (John 1979) ja nuorten, 3-10
vuotiaitten . /laricna -yksiléiden monistami-
nen pistokaslisdykselli onnistuu melko hyvin
(Farmer e a/. 1986). Se on kuitenkin hanka-
lampaa kuin kuusen pistokaslisdys. Parhaiten
juurtuvat 3-6 vuotiaista puista otetut pisto-
kasoksat. Vanhemmassa aineistossa kloonien
vililli on suuria eroja juurtumisessa (Carter
1984).

Lehtikuusen hybridien lisdidmiseen Littyvid
ongelmia on pyritty ratkaisemaan solukkovil-
jelyn avulla. Puiden lopullinen paremmuus voi-
daan lopullisesti arvioida vasta tdysikasvuisista
yksiloista. Siksi vanhojen lehtikuusten lisda-
misti solukkoviljelyn avulla voitaisiin hyédyn-
tad lehtikuusen rsteytysjalostuksessa. Se tar-
joaisi my6s mahdollisuuden parhaiden geno-
tyyppien lisddmiseen suoraan metsinviljelya
varten.

Vanhojen lehtikuusien mikrolisiyksessa on
aloitusmateriaalina kdytetty emikukinnon var-
sisolukkoa (Bonga 1982), nuorta emikukintoa
(Bonga 1984) sekd vegetatiivisia (Bonga &
Pond 1991) ja generatiivisia silmuja (Bonga
& von Aderkas 1988, Laliberté & Lalonde
1988, Kretzschmar & Ewald 1994) ja varren
solukkoa (Chesick et a/. 1990). Vegetatiiviset
silmut ja my&s varsisolukko (Diner 1990) tuot-
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tivat adventiivisilmuja, jotka pitenivit versoiksi
ja saatiin juurtumaan.

Lehtikuusen mikrolisdystd tutkittiin vuo-
sina 1988-89 Metsintutkimuslaitoksen Punka-
harjun tutkimusasemalla vartteista aloitetuista
viljelmista. Tutkimusta jatkettiin Helsingin yli-
opiston kasvibiologian laitoksella vuonna
1996.

Aineisto ja menetelmat

Tutkimuksessa olivat mukana seuraavat Larx-
risteytykset: decidna x gmelinit var. japonica, sibiri-
ca x kaempfers, sibirica x decidua, kaempferi x sibiri-
ca, laricina x decidua ja kaempferi x decidua, jotka
S. Saarnijoki oli tehnyt vuonna 1939 Mustilan
arboretumissa, Elimielld. Lisiksi mukana oli
kaksi
puuta, L. sibirica -hybridi, jonka siemen oli
vuodelta 1939 ja L. kaempferi -hybridi, jonka
siemen oli vuodelta 1940 (Taulukko 1). Sie-
mentaimet oli istutettu Metsantutkimuslaitok-

vapaapOlytyssiemenesta  kasvatettua
paapoly

sen Ruotsinkylin koeasemalle Tuusulaan
vuonna 1943, josta ne oli vartettu Metsintut-
kimuslaitoksen Punkaharjun tutkimusaseman
kloonikokoelmaan vuonna 1957. Kaikki ko-
keen hybridit oli valittu kantapuiksi, puu
E1501 vuonna 1956 ja muut vuonna 1957.

Koe vuosilta 1988-89

Solukkoviljelyd varten oksat keratdin 25.-
29.4.1988 ja 29.9.1988. Keviilld kerittyjd ok-
sia sailytettiin  vesiastiassa kylmévarastossa
(+5 °C) ja hyddettiin kasvihuoneella 2-10 vrk
ennen viljelyn aloittamista. Syksylld kerityista
oksista (20 kpl/genotyyppi) puolet siirrettiin
heti kasvihuoneelle hyddettiviksi ja puolet
kylmivarastoon, josta ne siirrettiin jaamurs-
kassa ensin -5 °C limpétilaan ja sielta -20 °C
limpétilaan. Kevittalvella ne siirrettiin takai-
sin ensin -5 °C limpétilaan ja sielta +20 °C
limpétilaan. Kylmivarastointiaika vaihteli 4 -
5,5 kk vililld. Kaikki oksat hyédettiin kasvi-
huoneella ennen preparoimista kunnes silmut
olivat aukeamisvaiheessa.



Taulukko 1. Lehtikuusten risteytykset ja niiden

kantapuurekisterinumero.

Emi/hede L. decidua L, sibirica L. kaempferi L. gmelinii Vapaa.polytys
var. japonica

L. decidua E697 E840
E847

L. sibirica E837 E833 E836

. E838 E845
L. kaempferi E846 E1501
L. laricina E849

Taulukko 2. Vuosina 1988-89 kaytetyt aloitusalustat.

Alusta Konsentraatio Kasvunsiiteet

LM-1A Ve BA 2,0 mg/l

LM-1B % Thidiazuron 0,1 uM

LM-IC ) BA 0,5 mg/l + IAA 0,5 mg/l

LM-1D Yo Thidiazuron 0,1 uM

QL-1 Yo BA 0,5 mg/l + NAA 0,1 mg/l

QL-2 171 Thidiazuron 0,1 pM + NAA 0,1 mg/l
B 1/1 BA 0,1 mg/l + NAA 0,1 mg/l

Hyodetyt oksat pintasteriloitiin 3 % nat-
riumhypokloriitlla (Klorite) ja huuhdotiin ste-
riloidulla vedelld kolmeen kertaan. Aloituksiin
preparoitiin seki vegetatiivisia silmuja ettd emi-
kukan silmuja. Vegetatiivista silmuista pois-
tettiin silmusuomut ja irroitettiin meristeemi,
neulasten aiheet ja n. 0,5 mm alla olevaa varren
solukkoa aloitusalustalle. Emikukista poistet-
tiin suojussuomut, ja kukkavarret leikattin poi-
kittain neljaan osaan. Yhteensi aloituskappa-
leita preparoitiin 1266 kpl, 870 kpl emikukan
varren poikkileikkausta ja 396 vegetatiivista sil-
mua.

Kasvatusalustoina oli neljd eri perusalustaa:
MS (Murashige & Skoog 1962), LM (Litvay
et al. 1985), QL (Quoirin & Lepoivre 1977)
ja B (Boylay 1979). Aloitusalustalla oli kas-
vunsaiteini N()-bentsyyliadeniini BA), thi-
diazuron, indoli-3-etikkahappo (IAA) ja -
naftaleenietikkahappo (NAA) (Taulukko 2).

a1

Jatkokasvatusalustat olivat muuten samanlaisia
kuin aloitusalustat, mutta ilman kasvunsaateita.
Juurrurukseen kokeiltiin kahta alustaa: MS ja
B, joiden makromineraalipitoisuus oli 1/5 ja
joihin oli lisitty IAA:ta 1,0 mg/l.

Aloituksissa kiytettin 20 ml:n koeputkia
ja jatkokasvatuksissa 200 ml:in lasipurkkeja.
Kasvatushuoneen limpétila oli 22 °C piivil-
1d/20 °C yélld. Valaistukseen kiytettiin 40 W
valkoisia putkilamppuja ja 18 h vuorokautista
valojaksoa.

Koe vuodelta 1996

Vuonna 1996 aloitettiin uudet viljelmit jaljelld
olevista kokeen puista (10 kloonia, E697 oli
kaadettu). Oksat kerittiin 18.4.1996 ja niita
sdilytettiin kylmivarastossa + 4 °C:ssa enin-
tain 4 viikkoa ennen viljelmien aloittamista



Taulukko 3. Versojen

muodostuminen eri aloituskappaleista vuosien 1988-89 kokeissa.

Misti aloitettu Aloitukset, kpl Versoja, kpl
Vegetatiivinen silmu 870 70
Emikukan varsi 396 40
Yhteensa 1266 110

Taulukko 4. Versojen monistuminen eri alustoilla vuosien 1988-89 kokeessa.

Alusta Aloitukset, kpl Versot, kpl Monistuskerroin
Yhteensi Versovat

LM-1A 226 3 4 1,33
LM-1B 240 5 5 1.00
MS-IC 238 8 60 7.50
MS-1D 211 5 25 5,00

QL-1 65 4 5 1,25
QL-2 67 1 1 1,00

B 95 5 10 2,00
Yhteensi 1142 31 110

ilman oksien hy6timisti. Uutena alustana
otettiin mukaan WPM (Lloyd & McCown
1981). Aloitusalustat sisalsivit BA:ta 2,0 mg/1
ja sakkaroosia 3 %. pH oli 5,6. Viljelmait siir-
rettiin 4-5 vitkon kuluttua samalle alustalle il-
man kasvunsiiteitd. Kasvatusolosuhteet oli-
vat kuten vuosina 1988-89.

Tulokset

Vuosien 1988-89 kokeissa versoja muodostui
vhteensi 110 kpl (Taulukko 3). Emikukan var-
sikappaleista muodostui suhteellisesti jonkin
verran enemman versoja kuin vegetatiivisista
silmuista.

Aloituksista monistuivat parhaiten keviin
1989 aloitukset, jotka oli otettu kylmasaily-
tyksesta hyodettiviksi keviilld 1989. Monis-
tumiskertoimet olivat: 2,4 kevailld 1988, 2,2
syksylld 1988 ja 3,2 kevailli 1989.
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tehokkainta MS-1C

alustalla, jolla monistumiskerroin oli 7,5 (Tau-

Monistuminen oli

lukko 4) ja versojen miirid vaihteli vegeta-
tiivisista silmuista tehdyissi aloituksissa valilla
1-18 ja emikukan varsisolukoista tehdyissa vi-
lilld 1-22. Paras kasvatusalusta oli MS, LM ja
QL olivat heikoimpia.

Kevailla 1988 genotyypin E849 emikukan
varresta lahteneisiin aloituksiin alkoi muodos-
tua loyhai vaaleata kallusta. Kalluksen muo-
dostus oli runsainta MS-alustalla. Yhtdin ver-
soa ei kuitenkaan erilaistunut ennenkuin kal-
lukset tummuivat viidennen siirtokerran jal-
keen ja kuolivat. Syksylld 1988 saman geno-
tyypin emikukan varresta aloitettuun viljel-
miéin muodostui alustalla LM ensin 16yhaa
kallusta, johon juuri ennen sen tummumista
erilaistui kaksi versoa. Versot erotettiin kal-
luksesta ja siirrettiin tuoreelle LM-alustalle.
Versot eivat kuitenkaan pidentyneet, niiden
alaosaan muodostui tummuvaa kallusta ja ne
kuolivat neljinnelli siirtokerralla. Kun kevaalla
1989 tehuin aloituksia kylmisiilytetystd ma-



Taulukko 5. Monistuskerroin 1996.

Alusta Aloitukset, kpl Versot, kpl Monistuskerroin
Yhteensi Versovat

WPM 114 30 75 25

QL 134 30 30 1,0

B 132 35 193 5.5

MS 133 24 113 47

LM 136 - - -
Yhteensi 649 118 564 4.8

teriaalista, saman genotyypin E849 vegetatii-
visista silmuista aloitettuihin viljelmiin muo-
dostui jalleen 16yhii kallusta MS-alustalla. Kal-
luksesta erilaistui runsaasti versoja, yhteensa
30 kpl. Kun versotolivatn. 0,5-1 cm:n mittaisia
niiden juurella oleva kallus alkoi jilleen tum-
mua nopeasti. Versot kuolivat ennenkuin niita
saatiin pidentymidin ja juurtumaan.

Vuoden 1996 lopulla todettiin runsasta kal-
luksen kasvua genotyypeilli E838, E840,
E845, E847, E849 ja E1501. Kallus oli vaaleaa
ja 1oyhai ja siitd erilaistui runsaasti versoja.
Eri kasvatusalustojen viliset erot olivat huo-
mattavia. Monistumiskerroin oli suurin alus-
talla MS, ja alustalla LM versoja ei monistunut
lainkaan (Taulukko 5).

Kalluksen tuotannossa ja versojen erilais-
tumisessa oli suuria kloonien vilisii eroja (Tau-
lukko 6). Klooneihin E833, E336 ja E837 ei
muodostunut lainkaan havaittavaa kallusta.
Kaikissa muissa klooneissa kallusta esiintyi
vaihtelevassa mairin, eniten klooneissa E840,
E847 ja E1501, joihin myos erilaistui eniten
versoja.

Tulosten tarkastelu

Kasvatusalustat

Vanhojen lehtikuusten (I.. decidna) mikroli-
sdyskokeissa Bonga & von Aderkas (1988) to-
tesivat auksiinin olevan haitallista viljelmille
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niiden kaikissa kehitysvaiheissa. Parhaiten vil-
jelmit menestyivit, kun niitd pidettiin 2-6 viik-
koa sytokiniinii sisaltavilld alustalla ja siirret-
tiin sen jalkeen hormonittomalle kasvatusalus-
talle. Vuosien 1988-89 kokeen aloitusalustois-
sa oli suurempi monistumiskerroin alustoilla,
joista puutui thidiazuron (Taulukko 4). Vuon-
na 1996 alustoissa kiytettiin vain sytokiniinid
BA 2 mg/l. Parhaiten versoja monistui alus-
toilla B ja MS (Taulukko 5). Viljelmissi oli
runsaammin kallusta kuin vuosina 1988-89, ne
olivat parempikuntoisia ja niiden monistumis-
kerroin oli korkea eriilld genotyypeilld (Tau-
lukko 0).

Genotyypin vaikutus

Genotyyppien vililld oli suuna eroja versojen
mairassa sekd vuosien 1988-89 kokeessa, ettd
vuoden 1996 kokeessa. Vuonna 1996 havait-
tiin selvid eroja kalluksen kasvussa eri genotyy-
peilld. Klooneihin E833, E336 ja E837 (Tau-
lukko 1) ei kasvanut kiytetyilld alustoilla kal-
lusta havaittavasu. Klooneille oli yhteisti se,
etta kaikissa kolmessa risteytyksessd on ollut
emikasvina [.. sibirica. Muissa klooneissa kal-
lusta esiintyi vaihtelevassa mairin, eniten kloo-
neissa E840, E847 ja E1501 (Taulukko 1).
Nithin my6s erilaistui eniten versoja. Kaksi
ensimmaistd kloonia, E840 ja E847, edustavat
risteytysta I. decidua x gmelinii var. japonica. Kol-
maskin L. &aempferi -vapaapOlytysristeymia on
merkitty kantapuurekisteriin I decidna x kaem-
pferi -hybridind (hedepuuna mahdollisesti 1.



Taulukko 6. Monistuskerroin/genotyyppi 1996.

Genotyyppi kpl Alustat

WPM QL B MS
E833 50 1 - - -
E836 75 1 1 1 2
E837 60 - - - -
E838 75 3.5 1.5 7.0 1
E840 74 9.5 - 7,0 9.0
E845 75 1.5 1 1.2 1.7
E846 65 2 - ! -
E847 68 6,7 3.7 4] 24
E849 62 1 - 5,0 -
E1501 75 34 1.3 27 2.8

decidua tai 1. sibirica; Saarnijoki, Karki & Pirtti-
14, henkilékohtainen tiedonanto Metsintutki-
muslaitokselle 1968). Kalluksen tuotannossa
timi risteymi muistuttaa enemman L. decidna
-hybridejd kuin L. kaempfers -hybridit E838,
E845 ja E846. Tissi kokeessa kiytetyilld kas-
vatusalustoilla I sibirica ja L. decidna edustvat
kahta Aidripaiti kalluksen tuotannon ja siten
myds monistumisen suhteen. L. decidna on laji,
jonka mikrolisdys on vanhasta materiaalista
onnistunut parhaiten (Laliberté & Lalonde
1988, Bonga & Pond 1991, Kretzschmar &
Ewald 1994, Diner 1995).

Versojen muodostuminen

Versojen muodostuminen vuosien 1988-89
kokeessa tapahtui kolmella eri tavalla: 1) suora
organogeneesi emikukan varren leikkauspin-
nalla, 2) l6yhin kalluksen kautta tapahtuva
verson erilaistuminen ja 3) vegetatiivisen sil-
mun avautuminen ja kehittyminen normaalin
lyhytverson kaltaiseksi versoksi, jonka ala-
osaan toisinaan kehittyi jonkin verran kallusta
ja adventiviverso tai muutamia versoja. Te-
hokkainta monistuminen oli niissa viljelmissa,
jotka tuottivat eniten 16yhdi kallusta. Bonga
(1996) kuvailee neljdi erilaista kallustyyppid
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36-vuotiaiden L. decidna -lajin ja L. decidna x 1.
leptolepis -hybridin solukkoviljelmissi. Ne oli-
vat: 1) pehmei sienimiinen solumassa, joka on
muodostunut pienistd ja pitkistd soluista, 2)
tasainen, voimakkaan vihred, pehmei solukko,
3) hyvin pehmei oliivinvihred solukko ja 4)
jyvimiinen, paljon kovempi solukko. Niista
ensimmiinen ja kolmas tyyppi muodostivat
solukon sisdin vihreita epamiiriisen muotoi-
sia kohoumia, joista kehittyi alkion kaltaisia
rakenteita ja lopulta versoja.

Vuosien 1988-89 kokeissa muodostuneita
kalluksia ei tutkittu tarkemmin, mutta niissia
esiintyi kahta eri kallustyyppid: 1) 16yhia vaa-
leaa kallusta, josta erilaistui versoja ja 2) kovaa
vihredi kallusta. Vuoden 1996 kokeessa esiin-
tyi Bongan (1996) kuvailemista tyypeisti kol-
mea ensimmiisti kallustyyppid, jotka lopulta
kaikki tummuivat vanhetessaan. Asetokarmii-
nilla virjittyni kallussolut olivat tasakokoisia
ja melko pyéreiti nuoressa, vield vaaleassa,
joko kellertivissd tai vihredssi kalluksessa.
Vanhemmassa kalluksessa solukoko pieneni
paikoitellen ja osa soluista oli pitkdnomaisia.
Solut organisoituivat kalluksen sisilld viuhka-
maiseen muodostelmaan. Stereomikroskoo-
pilla kalluksen pinnassa oli nahtivissd vihreita
kohoumia, joista myShemmin erilaistui ver-
soja.
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Metsapuiden mikrolisays Slova-
kian Metsantutkimuslaitoksella

Jana Krajnakova
Department of Forest Genetics and Tree Breeding Forest Research Institute
T. G. Masaryka 22, SK-960 92 Zvolen, Slovakia
e-mail:_jana@uvt.tuzvo.s

Mikrolisdystutkimus on Slovakian Metsintutkimuslaitoksella (Forest Research Institute, Zvolen)
keskittynyt ensisijaisesti hollantilaista jalavatautia (Dutch Elm Disease) kestidvien jalavakloonien
lisiykseen. Olemme onnistuneet regeneroimaan # vitro -viljelmistd kasveja kaikista testaamistamme
Ulmns pinato-ramosa ja U. minor -lajien genotyypeisti seki seitsemastd hollantilaisesta kloonista.
Genotyypin vaikutusta kaikkiin mikrolisiyksen vaiheisiin arvioitiin. Tulokset osoittivat, ettd oli
tarpeellista kehittda erityinen mikropropagaatiomenetelmi jokaiselle hybridikloonille erikseen.
Kiytimme isoentsyymimerkkeji miirittadksemme regeneranttien geneettisen identiteetin. Lajilla
U. glabra tutkittiin myds ponsiviljelyé tavoitteena saada aikaan organogeneesid tai androgeneettista
embryogeneesia. Kuusihybrideilld on tutkittu organogeeneesid kiyttamalld lahtbaineistona uinuvia
silmuja. Havaitsimme silmujen pitkittdista kasvua ja versojen muodostusta, mutta emme
onnistuneet monistuksessa. Onnistuimme my6s indusoimaan lbies cephalonica -lajin epikypsista
alkioista somaattista embryogeneesi, ja tutkimme somaattisten alkioiden edelleen kehittymista.

Avainsanat: Abies sp., androgeneesi, embryogeneesi, jalava, organogeneesi, pihta, ponsiviljely,
puuvartiset kasvit, regeneraatio, Ulmns sp.
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Abstract

Micropropagation of forest trees at the Forest
Research Institute in Slovakia

Jana Krajniakova
Department of Forest Genetics and Tree Breeding, Forest Research Institnte
T. G. Masaryka 22, SK-960 92 Zuvolen, Slovakia
e-mail: jana@uvt.tugvo.sk

Activities have been focused on micropropagation of Dutch elm clones resistant to Dutch Eim
Disease. We succeeded in regenerating all iz #tro cultivated genotypes of Ulmus pinato:ramosa, U.
minor and seven resistant Dutch clones. The effect of genotype at all particular stages of
micropropagation was evaluated in detail. Results obtained indicated the necessity to establish an
individual micropropagation technique ‘for each of the hybrid clones. We attempted to certify
identity of regenerants by means of isozyme gene markers. Anther cultures of U. glabra were studied
methodically as well, and the experiments were aimed at induction of organogenesis or
androgenetic embryogenesis. Experiments with organogenesis of fir hybrids using dormant buds
as primary explants have been carried out. We observed longitudinal growth of buds and the
establishment of sprouts, but did not succeed in multiplication. In other experiments we induced
somatic embryogenesis from immature embryos of Abies cephalonica and experiments with
maturation are continuing,

Key words: Abies sp., androgenesis, anther culture, elm, embryogenesis, fir, organogenesis,
regeneration, Ulwss sp., woody plants
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Johdanto

Metsipuiden mikrolisdystutkimus Slovakian
Metsintutkimuslaitoksella Zvolenissa on pe-
rinteiltidn melko uutta. Ensimmdiset kokeet
liittyivit kahden puusuvui'\, Ulmus sp. ja Abies
sp, lajien jalostusohjelmaan. Nimai jalostusoh-
jelmat kdynnistettiin Zvolenissa 60-luvun alus-
sa. Ohjelmien tirkeimpind pidimdirini on
tuottaa elinvoimaisia ja satoisia vaihtoehtoja
korvaamaan vihenemissi olevia kotoperiisia
jalavalajeja ja saksanpihtaa (Abées alba MILL)).

Jalavatutkimus on toistaiseksi kisittanyt
kukintafenologian tutkimusta, plus-puiden va-
lintaa ja kenttikokeita. Kenttikokeissa on ollut
mukana kotoperiisten ristipolytteisten jalava-
jalkeldistojen (vuorijalava, U. glabra HUDS,;
lehtojalava, U. minor MILL.; kyndjalava, U. /-
evis PALL.) lisdksi kaksi siperialaista jalavapro-
venienssia (U. pinnato-ramesa DIECK.) ja 23
resistenttid hollantilaista kloonia. Tri. H. Hey-
broek Metsin- ja luonnontutkimuslaitoksesta,
DeDorschkampista, Alankomaista luovutti ys-
tavillisesti hollantilaiset hybridikloonit kayt-
toomme.

Lehtojalavan ja vuorijalavan suun alttius
hollantilaiselle jalavataudille (Dutch elm dise-
ase) on todettu 25 vuoden testausten aikana.
Ylldttavaa kylli my6s siperialainen jalava Kes-
ki-Aasiasta (Tashkent-provenienssi) on osoit-
tanut selvid altduden merkkejd, kun taas ko-
toperiisessd kynijalavassa ei ole havaittu mi-
tadn kyseiseen tautiin viittaavia oireita. Tama
laji kestad lisiksi maaperin suolaisuutta ja on
siten erityisen lupaava alankojen metsitalou-
dessa alueilla, joilla pohjaveden taso vaihtelee
huomattavasti tai jopa alenee. Viidentoista
vuoden idssi hollantilaisten hybridien yliver-
tainen kasvuvoima (vartettuina vuorijalavan
perusrunkoihin) osoitti niiden adaptoitunei-
suuden paikallisiin ilmasto- ja maaperioloihin.

Pitkilld tdhtiykselld pyritidn interspesifi-
selli hybridisaatiolla Abies-lajien vililli tuot-
tamaan elinvoimaisia vaihtoehtoja vihitellen
harvinaistuvalle kotoperiiselle saksanpihta-
kuuselle. Suunnilleen vuodesta 1968, noin 10
000 kuusihybridia 13 lajin vilisistd 65 inters-
pesifisesta hybridikombinaatiosta on tuotettuy,
ja istutettu tutkimuslohkoille erilaisille kasvul-
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lisuusvyohykkeille. Useissa hybridiperheissd
on havaittu heteroosia. Sukupuu on varmis-
tettu isoentsyymitutkimuksin 670 hybridista,
jotka kuuluvat 93 hybridiperheeseen.

Molemmissa jalostusohjelmissa vaikeutena
on ollut kehittid menetelma tarkastetun kloo-
nimateriaalin tehokkaaksi tuottamiseksi. Niin
erityisesti kuusihybrideilld, joilla pistokkaiden
kayttd on vaikeaa ja sitd hankaloittaa useille
kuusilajeille tyypillinen plagiotrooppinen kas-
vu. In vitro -menetelmin oletettiin tarjoavan
ratkaisu ja samalla laajentavan kiytettivissi
olevien valikoimaa.
Olemme sen takia pyrkineet kehittimain
vitro -tekniikkaa oleelliseksi osaksi jalostusoh-
jelmiamme.

jalostusmenetelmien

In vitro -menetelmat
jalavan jalostus-
ohjelmassa

Tutkimus on keskittynyt resistenttien jalava-
genotyyppien mikrolisdykseen ja ponsivilje-
lyyn seka lisittyjen genotyyppien tunnistami-
seen isoentsyymeji kayrtden.

Resistenttien jalavagenotyyppien
mikrolisdys

Olemme tutkineet mikrolisdyksen eri vaiheita:
lzhtoaineiston  steriloint, viljelmien aloitus,
monistus, juurrutus ja taimien siirto 7 wvo -
olosuhteisiin. Emokasvin genotyypilli on
huomattava vaikutus mikrolisiyksen eri vai-
heisiin (Glock & Gregorius 1986, Read 1992).
Se on usein merkittivimpi tekiji kuin esim.
kasvatusalustan koostumus ja kasvunsiéteiden
pitoisuus. Tavoitteenamme oli kehittdd yksi-
I6llinen lisiysmenetelmi erityisesti hollantilai-
sille hybridiklooneille.

Kuusi hollantilaista hybrdikloonia (no.
274, 296, 454, 494, 496, 568), Ulnns pinna-
to-ramosa -kloonit (Tashkent 160 ja Beijing 161
provenienssit) ja lehtojalava otettiin kokeisiin.
Krajnikova & Greguss (1992) ovat selostaneet
tutkimuksen tarkemmin.



Seuraavia kasvatusalustoja kiytettin viljel-
missi: MS (Murashige & Skoog 1962), WPM
(Woody Plant Medium; Loyd & McCown
1980), GD (Gresshoff & Doy 1972) ja omat
kasvatusalustamme DX ja DM. Viimeksimai-
nitussa eri komponenttien pitoisuuksiksi mad-
ritettiin muissa yleisesti metsapuiden mikro-
lisaykseen kiytetyissa kasvatusalustoissa ole-
vien vastaavien komponenttien suhteellisten
pitoisuuksien keskiarvot (Krajnikovd 1993).

Kokeissa havainnoitiin saastumisprosentti,
moniversoisten viljelmien midirdi (multiple
shoot cultures, MSC %), keskiméiriinen ver-
sojen lukumiird emokasvia kohden ja juur-
tumisprosentti. Tulokset analysoitiin kiyttien
varianssianalyysia (PROC ANOVA, SAS In-
stitute). DMRT-testid (Duncan’s Multiple
Range Test) ja t-testeji kiytettiin keskiarvojen
vilisten merkitsevien erojen tunnistamiseksi.
Prosenttilukuihin sovellettiin aresin-transfor-
maatiota.

Tulokset ja tulosten
tarkastelu

Lahtoaineiston sterilointi

Silmujen kehitysaste ja morfologia vaikuttivat
eniten silmumateriaalin steriloinnin onnistu-
miseen. Hieman avautuneiden silmujen steri-
lointi oli tehokkaampaa. Pienemmille silmuille
voitiin kiyttdi lyhyempii sterilointiaikaa ja al-
haisempaa sterilointiainepitoisuutta.

Viljelmien aloitus

Aloituksen onnistumisen tehostamiseksi tutkit-
tiin eri kasvatusalustoja ja kasvatettavien silmu-
jen kehitysvaiheen ja emokasvin sijainnin vaiku-

wsta. Klooneilla 454, 494, 496, 568 ja U. minor

-lajilla kasvun alkaminen ei dippunut kaytetysta
kasvatusalustasta. WPM-alusta ei sopinut hollan-
tilaiskloonille 296 eikd kummallekaan U. pinnato-
ramosa -provenienssille. Alkuperdisen sijainnin ja
sitmun kehitysvaiheen vaikutusta testattiin kiyt-
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timilli kahdelta eri kasvullisuusvyShykkeissa
sijaitsevalta tutkimuslohkolta perdisin olevaa
lihtoaineistoa. Silmumateriaali, joka oli perii-
sin Palarikovon tutkimuslohkolta Tonavan
alangolta Eteld-Slovakiasta osoitti parempaa
tulosta n wtro, kuin kasvimateriaali Horna
Zdinan tutkimuslohkolta Keski-Slovakiasta.
Edellimainittujen selvisti parempi fysiologinen
status johtui erityisesti lauhemmasta ilmastosta ja
muuten otollisemmista paikallisolosuhteista (pi-
dempi kasvukausi, korkeammat keskilimpdtilat,
maaperin kivenniisravinteisuus ym.).

Monistus

Kokeissa pyrittiin optimoimaan sytokiniinin
pitoisuutta, tutkimaan auksiinien ja sytokinii-
nien yhdysvaikutusta, varmentamaan DX- ja
DM-alustojen kiyttokelpoisuus ja selvitta-
miin kasvimateriaalin alkuperin mahdollinen
vaikutus viljelyyn. Monistustehoa pitkilli aika-
vililld pyrittiin my6s arvioimaan.

Krajnikova (1994) julkaisi sytokiniinin op-
timipitoisuutta selvittavien kokeiden tulokset.
Auksiini (0t-naftaleenietikkahappo, NAA) ta-
solla 0,1 mg/1 kiytettyni yhdessa sytokiniinin,
NC-bentsyyliadeniinin (BA), kanssa (0,5 tai 1,0
mg/l) vaikutti epiedullisesti jalavalajeihin ja
-hybrideihin. Kasvu oli merkitsevisti parem-
paa, kun kasvatusalustaan oli lisitty ainoastaan
sytokiniinii. Auksiineilla ei ollut edistivia vai-
kutusta monistuvuuteen. Koostumukseltaan
uudenlaisia alustoja, DX ja DM, testattiin hol-
lantilaisklooniin  296. DX-alustaa kokeiltiin
my6s klooneilla 296, 494, 496, ja U. wminor
-lajilla, puu no. 1. Kahta WPM-alustaa, joihon
oli lisdtty joko 0,5 tai 1,0 mg/1 BA:ta, kiytettiin
kontrollialustoina. Sekd DX- ettdi DM-alustat
vaikuttivat edullisesti versojen keskipituuteen.
Toisaalta niiden vaikutus versoutumisprosent-
tiin oli vain vihdinen.

Kasvimateriaalin alkuperin vaikutusta mo-
nistuvuuteen tutkittiin hollantilaiskloonilla 949
"‘Dodoens’. Alkuperien vililld ei havairtu eroja
versoutumisprosentissa eika keskimiddriisessd
versoluvussa lihtésilmua kohti. Pitkdn aika-
vilin tulokset monistumisesta ovat vilttimit-
témia, jotta voitaisiin kehittdd kdytintéon so-



tOmii, jotta voitaisiin kehittdd kiytint6on so-
veltuvia lisdysmenetelmii. Useita versoja tuot-
tavien viljelmien syntyminen saavutti huippun-
sa4.ja5. siirrostuksen aikana, eli 4-5 kuukautta
viljelyn aloittamisesta.

Juurtuminen

Kokeiden paimiirini oli optimoida GD- ja
WPM-alustojen koostumusta madrittimalld
soveltuva auksiinipitoisuus (0,3; 1,0 tai 5,0
mg/l). Huolimatta yksittiisisti poikkeavista
tuloksista korkein keskimidriinen juurtumi-
nen saatiin GD ja WPM -alustoilla, joihin oli
lisitty 0,3 - 1,0 mg/] auksiinia (indoli-3-voi-
happoa, IBA). Sitd suurempi auksiinipitoisuus
(5,0 mg/1) lisisi kalluksen tuottoa. GD-alusta,
johon oli lisatty 1 mg/1 IBA:ta osoittautui par-
haaksi kaikille muille genotyypeille paitsi hol-
landlaiskloonille 296.

Adaptoituminen in vivo
-olosuhteisiin

Juurtumisen jilkeen regenerantit siirrettiin tur-
ve-perliittiseokseen. Ilmankosteus oli pidetta-
vi korkeana vihintiin kaksi viikkoa siirron
jilkeen. Adaptoitumisen alhaiseen kosteuteen,
runsaaseen valoon ja vaihteleviin limpétiloi-
hin on tapahduttava vaiheittain, joista jokaisen
on kestettiva useita vuorokausia.

Kolme vuotta kestineiden i witro -kokei-
den aikana onnistuttiin regeneroimaan kasveja
kaikista muista testatuista klooneista paitsi hol-
lantilaisklooneista 274 ’'Commelin’ ja 568 *Clu-
sius’. In vitro -viljelyn aikana havaittiin suuria
kloonikohtaisia eroja sekd hollantilaisten kloo-
nien ettd yksittdisten jalavalajien vililld (Kra-
jnakova 1993). Saatujen tulosten pohjalta on
mahdollista kehittdd mikrolisdysohjeistot kay-
tannon sovellutuksia varten. Tarkoituksemme
on tarkistaa menetelmien toimivuus ja perustaa
lihivuosina kenttikokeita regeneroitujen pui-
den adaptoituneisuuden testaamiseksi.
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Vuorijalavan ponsiviljely

Ponsiviljelyn avulla on mahdollista laajentaa
jalavien resistenssijalostuksessa kiytettivien
menetelmien valikoimaa. Onnistuessaan i vit-
ro -ponsiviljely mahdollistaisi geenitekniikan
soveltamisen organogeneesin tai embryoge-
neesin kautta regeneroiduilla kasveilla. Mene-
telmida testattiin kolmella vuorijalavan geno-
tyypilli. Mikrosporien kehitysvaihe miiritet-
tiin mikroskooppipreparaateista. Puilla no. 1ja
2 mikrosporit olivat viljelmien alussa yksitu-
mavaiheessa, kun taas puulla no. 3 kaksituma-
vaiheessa. Peruskasvatusalustana aloituksissa
kiytettiin MS-alustaa, johon oli lisdtty 20 g/l
sakkaroosia. Testattavat MS-pohjaiset kasva-
tusalustat poikkesivat kasvunsaiteiden suh-
teen seuraavastii H1: 0,5 mg/l 24-D (24-
dikloorifenoksietikkahappo) + 0,1 mg/! kine-
tiini, H2: 1,0 mg/1 2,4-D + 0,1 mg/I kinetiini,
H3: 1,0 mg/12,4-D + 1,0 mg/I kinetiini; kont-
rollialusta K oli MS ilman kasvunsaiteita. Saa-
tu kallus siirrettiin uudelle kasvatusalustalle
joka 4. viikko. Emépuiden vaikutusta ja aloi-
tusalustojen vilisid eroja selvitettiin vertaamal-
la kallusten lapimittaa. Tuloksia tarkasteltiin
kaksisuuntaisella varianssianalyysilli (ANO-
VA). Genotyypit ja kasvatusalustat olivat
luokkamuuttujia, ja kasvatusalustan vaikutusta
tarkasteltiin erikseen yksisuuntaisen varianssi-
analyysin avulla.

Alaviljelmilld pyrittiin  indusoimaan or-
ganogeneesid kiyttdmalld kolmea MS-alustan
muunnosta: B1: 0,5 mg/l BA, B2: 1,0 mg/!
BA ja B3: 1,0 mg/l BA + 0,01 mg/l NAA.
Ajoittaisella kallusten punnitsemisella seurat-
tiin kalluksen kehitysta. Tulokset analysoitiin
varianssianalyysilld. Lisiksi havainnoitiin kal-
luksen viria (valkea, vihred) ja adventiivisil-
mujen muodostumista.

Ponsiviljelyn havaittiin riippuv;m genotyy-
pistd. Kallusten keskikoko (mm~) par};aalla
genotyypilld, puu no. 1, oli 43,39 mm~ en-
simmaisen viljelyjakson jilkeen ja keskipaino
1,809 g ensimmiisen alaviljelyn jilkeen. Tama



genotyyppi tuotti myGs eniten adventiivisil-
muja tuottavaa kallusta. Kasvatusalustat H2,
H3 (aloitusviljely) ja B3 (alaviljely) osoittau-
tuivat parhaiksi ponsiviljelmille.

Emokasvien ja in vitro -regene-
ranttien tunnistus kayttiden
isoentsyymeja

Isoentsyymianalyysida  sovelletdin  hollant-
laisklooneihin 274, 296, 454, 494, 496, 568,
kahteen U. pinnato-ramosa -klooniin ja yhteen
lehtojalavan klooniin.Toisistaan poikkeavia
isoentsyymifenotyyppejd identifioitiin kaikista
testatuista klooneista. Fenotyyppien erottami-
nen oli mahdollista lokuksissa Aap, Aco-A,
Per-A, -B, Mdh-B, Got-A, -B, -C ja Pgi-A.
Toisaalta muuntelua ei l6ytynyt lokuksista
Aco-B, 6Pgd-A, -B, Mdh-A, -C, -D ja Idh.
Hollantilaisten kloonien interspesifinen hybri-
dialkuperi helpottaa niiden indentifioimista.

In vitro -regeneranttien identiteetin varmis-
tamiseksi isoentsyymianalyysi tehtiin nuoresta
lehtisolukosta 200:lle 15 viikon ikiiselle hol-
lantilaisklooneista 294 ja 496 saadulle rege-
nerantille. Toistettavat zymogrammit saatiin
lokuksissa Aco-B, Mdh-B, Mdh-C, Mnr, Per-
A, Per-B ja Idh. Kun lokuksissa Aco-B, Idh
ja Mnr el havaittu muuntelua, nelji muuta po-
lymorfista lokusta ei riittinyt suoraan tunnis-
tamiseen. Menetelmailld paljastettiin kuitenkin
kaksi vddrin merkittyd lehtojalavayksiléd (puu
no. 1).

Toistettavia zymogrammeja tuottavien lo-
kusten lukumiiri osoittautui rajoittavaksi te-
kijaksi identifioinnissa, jossa lehtisolukkoa
analysoitiin. Lehtisolukkoa kiytettiin, jotta ei
tuotettaisi suurta vahinkoa nuorille regeneran-
teille. Muiden kasvinosien, esim. juurenkarkien
kiytt6 olisi vahingoittanut kasveja enemman.

Somakloonista muuntelua ei havaittu. Toi-
saalta analysoitujen regeneranttien ja tutkittu-
jen lokusten mairi oli liian alhainen, jotta yleis-
tivid padtelmid voitaisiin tehda.
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In vitro -menetelmien
soveltaminen Abies-
lajien jalostukseen

Tulokset kasvullisesta lisayksesta

Slovakian Metsantutkimuslaitoksella suoritet-
tiin koesarja 1988-90 tarkoituksena selvittia
interspesifisien kuusihybridien kasvulliseen li-
saykseen vaikuttavien tekijéiden luonnetta.
Genotyypin, juurrutusseoksen ja lisdysteknii-
kan vaikutuksia arvioitiin. Juurrutusprosentti
vaihteli huomattavasti kasviyksiléstd toiseen
(33,3-91,6 %). Juurrutusseoksen limmittimi-
nen lisisi juurtuneiden kasvien méiiraa metkit-
sevisti. Seos, joka koostui hiekasta, perliitisti
ja turpeesta suhteissa 1:1:1, osoittautui sopi-
vimmaksi juurrutukseen. IBA:lla ei ollut vai-
kutusta. Kasvien koulinta ei aitheuttanut havik-
kid. Kuitenkin juurrutetuilla kasveilla oli pla-
glotrooppista kasvua vield 4-5 vuotta taimitar-
haan istutuksen jilkeen.

In vitro -lisays

Saksanpihta on yksi vaikeimmista metsiapuula-
jeista sovellettaessa i wiro -menetelmid. Ad-
ventiivisilmujen induktio lajilla e ole onnistu-
kayttimilld  lepotilassa
lihtoaineistona. Havaitsimme interspesifisten

nut olevia silmuja
hybridien vilisia yksil6ilisia eroja viljelyvas-
teessa viljellessimme levossa olevia silmuja.
Jotkut Abies-hybridit (esim. cephalonica x alba,
alicica x alba ja alba x pinsapo) olivat elossa vield
6-8 viikon viljelyn jilkeen, mutta useimpien
muiden hybridien lihtGaineisto nekrotisoitui
taydellisesti samalla kasvatusalustalla samassa
ajassa. Voidaan padtelld, ettd zn vitro -viljelykel-
poisuus on geneettisesti madrdytyvii.

Esimerkit muilla lajeilla osoittavat, ettd
emokasvien esikisittely - esim. kasvunsaitei-
den ruiskuttaminen oksiin, joista primairinen
liht6aineisto kerdtiin - saattaa edistad adven-
tiivisilmujen muodostusta.



Somaattinen embryogeneesi on yleisesti
onnistunut kypsistd ja epikypsistd alkioista ja
protoplastiviljelrﬁistéi Abies-suvulla (Schuller ef
al. 1989, Hartmann e al 1992, jne). Timai
avaa uusia mahdollisuuksia lisitd kuusia in sitro.
Me onnistuimme indusoimaan somaattista
embryogeneesia ristipSlytyksen tuloksena saa-
duista alkioista Abies numidica -lajilla kiyttien
Schenkin ja Hildebrantin (1972) kasvatusalus-
taa, johon oli lisitty 0,5 mg/l BA:ta, 0,5 mg/1
kinetiinid ja 1 mg/l 2,4-D:td. Kallus vaihteli
muodoltaan ja rakenteeltaan. Vaaleatja osittain
lipinikyvit kallukset luokiteltiin embryogee-
nisiksi. Niiden kasvu oli suhteellisen nopeaa.
Emme ole onnistuneet erilaistamaan kalluk-
sesta somaattisia alkioita. Ei-embryogeeninen
kallus oli viriltidn vihredd ja nekrotisoitui ai-
kaisemmin kuin embryogeeninen kallus.

Somaattisen embryogeneesin induktion
avulla saatettaisiin kiertdd useita kuusien 7 vwtro
-regeneraatiolle tyypillisia ongelmia. On kui-
tenkin tirkeid kidyttdd nuorta kasvisolukkoa
embryogeenisen kalluksen tuottamiseen. Tilld
menetelmilli el siis voi lisatd lupaavia hybri-
deji, joiden arviointi on vienyt useita vuosia
kenttikokeissa. Niiden kasvullinen monista-
minen tuntuu olevan mahdollista ainoastaan
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perinteisen autovegetatiivisen lisiyksen avulla
- mikili plagiotrooppista kasvua voidaan eh-
kiistd esim. kithdyttdmilld keinotekoisesti kas-
vua useasta kasvupisteesta.

Muiden lajien mikrolisdys

Olemme kiyttineet 7# witro -menetelmid
Douglas-kuusien eri proveniensseista ja pai-
kallisista siemenlihteistd periisin olevien alki-
oiden kasvun vertaamiseksi. Eristettyjen alki-
oiden viljelyvastetta arvioitiin havainnoimalla
kallusprosenttia, organogeneesid ja adventiivi-
silmujen muodostumista. Alkioita kasvatettiin
MS-alustalla, johon lisdttiin eri mddrid BA:ta
(0,5; 1,0 ja 1,5 mg/1). Emme havainneet mer-
kitsevid eroja paikallisen siemenprovenienssin
(Dobra Niva) ja Washingtonista periisin ole-
van ostetun siemenerin vililld (Krajnikova &
Kovalcik 1997). Mikrolisiysmenetelmistd ad-
ventiivisilmujen indusointi vaikuttaa soveltu-
valta tavalta lisitd kaupallisesti arvokasta sie-
menti, joka on paikallista alkuperai.

Tilli hetkelld keskitymme imelikirsikan
(Prunus avinm) ja metsihaavan (Populus tremula)
eliittipuiden mikrolisdykseen.
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Mikrolisayksen tehostamisen mahdolli-
suudet ja mekanismit - mallikasveina
sinikuusama ja omena

Saila Karhu
MTT, Puntarhatuotannon tutkimuslaitos, Toivonlinnantie 518, 21500 Piikkis
e-mail- saila karbu@mit.fi

Tutkimuksessa etsittiin keinoja ja selitysmalleja puuvartisten puutarhakasvien mikrolisayksen
tehostamiseksi. Koemateriaalina kiytettiin sinikuusaman (Lonicera caerulea 1..) caernlea- ja
edulis-muotoja seki neljida omenan (Malus domestica Borkh.) genotyyppid. Sinikuusaman
lehtihankaversojen kehittymisti voidaan huomattavasti edistdd seuraavin keinoin: 1) lajille
sopivan sytokiniinikasvunsiiteen, N(’-bentsyyliadeniinin pitoisuutta ravintoalustassa
nostamalla, 2) vihentimilli alustan mineraalipitoisuutta Murashigen ja Skoogin MS-alustan
pitoisuudesta ja 3) kohottamalla versoviljelmien kasvatuslimpétilaa. Sinikuusaman
mikropistokkaiden juuriston kokonaispituutta voitiin lisitd, kun pistokkaiden juurrutukseen
kiytetyn ravintoalustan mineraalipitoisuutta vihennettiin. Mineraalipitoisuus ei vaikuttanut
juurtuneiden versojen cikd versoista lihtevien juurten midrddn, mutta se vaikutti juurten
pituuskasvuun ja haarautumiseen. Lehtihankaversojen muodostuminen lisddntyi kahdessa
neljisti testatusta omenalajikkeesta, kun versoviljelmien ravintoalusta sisilsi sakkaroosin
sijasta sorbitolia. Sakkaroosipitoinen juurrutusalusta edisti juurtumista ja mikrolisittyjen
taimien jatkokasvua enemmin kuin sorbitolialusta. Kemialliset analyysit osoittivat, ettd
omenan mikrolisityt versot eivit kiytd sorbitolia yhta tehokkaasti kuin sakkaroosia. Lisiksi
kyseiset hiilihydraatit vaikuttavat siihen, kuinka paljon versot sisiltivit mineraaliravinteita,
erityisesti booria ja sinkkii.

Avainsanat: hankasilmut, hiilihydraatit, in vitro, Lonicera caernlea, 1impotila, Malus domestica,
mikroversot, puuvartiset kasvit, ravinteet, versoviljelmit
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Abstract

Possibilities and mechanisms to enhance
micropropagation - blue honeysuckle and apple
as model species

Saila Karhu
Agricultural Research Centre of Finland, Institute of Horticulture,
Toivonlinnantie 518, FIN-21500 Piikkié
e-mail- saila. karbn@mitt.fi

Means and models for improving micropropagation of woody plants were researched. Study
material included the caernlea and edulis forms of blue honeysuckle (LLonicera caernlea L) and four
apple (Malus domestica Borkh.) genotypes. The study showed that the development of the axillary
buds of blue honeysuckle is considerably enhanced by reducing the mineral content of Murashige
and Skoog medium and by increasing the incubation temperature ofthe shoot cultures, in addition
to increasing the concentration of the cytokinin growth regulator, 1 N¢ -bezyladenine in the medium.
The total length of roots of honeysuckle microcuttings was increased by decreasing the mineral
content of the root induction medium. The mineral content had no effect on rooting or the number
of roots per shoot, but it influenced the growth and branching of those roots. We were able to
increase formation of axillary buds with two of the four tested apple varieties by replacing sucrose
in the medium with sorbitol. In the rooting medium sucrose enhanced rooting frequency and
further development of the micropropagated plantlets more than sorbitol. Chemical analysis
showed that micropropagated apple shoots do not metabolize sorbitol as effectively as sucrose
and that these carbohydrates influence the content in shoots of certain mineral nutrients, such as
boron and zinc.

Key words: axillary buds, carbohydrates, /n vitro, Lonicera caernlea, Malus domestica, micro shoots,
nutrients, shoot culture, temperature, woody plants
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Johdanto

Kasveja voidaan kloonata - lisitd muuttamatta
perintStekijoistd riippuvia ominaisuuksia -
usealla eri tavalla. Mikrolisiys, kasvien monis-
taminen pienistd kasvinosista tai solukoista
keinotekoisella  ravintoalustalla  aseptisissa
oloissa, perustuu puutarhakasveilla useimmi-
ten lehtihangoissa olevien kasvupisteiden akti-
voimiseen kasvunsaitein. Kasvatusastioissa,
kiinteytetylld ravintoalustalla kasvaneet leht-
hankaversot irrotetaan alkuperiisesti versopa-
lasta, juurrutetaan ja siirretdin pienini mikro-
taimina kasvihuoneoloihin.

Mikrolisays on kasvibiotekniikan laajim-
min kaupallisesti hyodynnetty osa-alue. Arvi-
oidaan, ettd nykyisin mikrolisaykselld tuotetaan
noin puoli miljardia tainta vuosittain (Debergh
1994). Mikrolisaystd
muun muassa terveen ydinkasviaineiston, uu-
sien lajikkeiden ja vaikeasti muulia tavoin li-

hyédynnetidin myos

sdttivien kasvien tuotannossa sekd kansain-
vilisessd taimivaihdossa. Sitd kdytetddin myos
muiden bioteknisten sovellusten yhteydessa
sekd geenipankeissa kasvigenotyyppien viilei-
ja pakkassiilytyksessa.

Puuvartisten kasvien mikrolisidyksen leh-
tihankaversojen kehittymisen avulla on jois-
sakin harvoissa tapauksissa havaittu olevan
erittiin tehokasta. Kinosangervon (Spiraea X
vanhounttery yhdestd versopalasta saadaan 4-6 vii-
kon viljelykierron aikana kehittymain 50-200
uutta versoa (Yang & Read 1993). Yleensi
lisiintyminen on huomattavasti hitaampaa.
Esimerkiksi hedelmidpuiden tyypilliseksi li-
saantymiskertoimeksi viljelykierron aikana on
arvioitu 1,8-3,5 (Martinelli 1991).

Mikrolisaysviljelmien tuottavuuteen vai-
kuttavat lisittivin kasvin ominaisuuksien li-
siksi useat viljely-ympiristén ominaisuudet.
Viljelmidn mineraaliravinteiden ja kasvunsai-
teiden tarpeen miirittiminen muodostaa pe-
rustan ravintoalustan optimontity6ssi (de Fos-
sard 1995). Myds muiden kemiallisten seki
fysiikallisten ympiristotekijoiden sddtd voi
oleellisesti lisitd mikrolisiyksen tehokkuutta
(Kozai et al. 1995).

Suomessa aidon, kestiviksi testatun puu-
tarhakasvien taimistomateriaalin tarve on suu-
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ti, ja kuusamat (Lonicera) ovat yksi tirkeimmista
viherrakentamisessa kiytetyistd kasvisuvuista
(Juhanoja 1992). MTT:n Puutarhatuotannon
tutkimuslaitoksessa on selvitetty lisdysolosuh-
teiden optimointia kuusamien mikrolisdykses-
si. Tyon toisessa osuudessa tutkittiin yhden
mikrolisdysympiristossa vaikuttavan tekijin,
hiilihydraattilihteen, mahdollisuuksia ja vaiku-
tusmekanismeja tuotannon techostamisessa.

Mallikasvina tissd tyossid kaytettiin omenaa.

Aineisto ja menetelmat

Tutkimuksessa kaytettiin kahta sinikuusaman
(Lonicera caerulea 1.) genotyyppid, jotka edusti-
vat caernlea- ja ednlis-muotoja, seki neljad ome-
nan (Malus domestica Borkh.) lajiketta. Hanka-
versokasvustot perustettiin ja viljeltiin MS-ra-
vintoalustasta (Murashige & Skoog 1962)
muokatuilla alustoilla (Karhu 1995, 1996,
19972). Omenan mikropistokkaat juurrutettiin
Lepoivre-ravintoalustasta (Quoirin ez a/. 1977)
muokatulla alustalla (Karhu & Ulvinen 1995).

Sinikuusaman czernlea-muodon lehtihanka-
versojen monistumisen lisddmiseksi verrattiin
sytokiniinien, kinedini ja N()-bentsyy]iadeniini
(BA), vaikutusta 2 mg r! pitoisuuksina, tes-
tatdin BA:n vaikutusta 0,25-4 mg | pitoi-
suuksina seki tutkittiin arvoihin pH 5,4; 5,7;
6,0 tai 6,3 kasvatuksen alussa sdddetyn ravin-
toalustan happamuuden vaikutusta. Kasvatta-
malla edulis-muodon versoja ravintoalustalla,
jonka mineraalipitoisuus oli 50, 75 tai 100 %
MS-alustan pitoisuuksista, tutkittiin miten mi-
neraaliravinteet vaikuttavat lehtihankaversojen
kehittymiseen. Limpétilojen 24/20 °C (piivin
vlin/yén alin keskilimpétila kasvatushuonees-
sa), 26/20 °C ja 28/21 °C vaikutusta tutkittiin
molempien sinikuusamamuotojen versojen
kehittymiseen. Lisiksi tutkittiin, voidaanko
mikropistokkaiden juurtumiseen vaikuttaa saa-
timilld ravintoalustan mineraalipitoisuus cae-
ritea-muodolla tasolle 50 tai 100 % MS ja edu-
fis-muodolla tasolle 25 tai 50 % MS. Tarkem-
mat yksityiskohdat tutkimusolosuhteista on
kuvatru aiemmissa julkaisuissa (Karhu 1996,
1997a, 1997b).



Kuva 1. Kasvatuslampétilan vaikutus sinikuusaman edufis-muodon versojen kehittymiseen. Wasemmalla
lampétilassa 28/21 °C (paivén ylinfydn alin keskilampétila), keskella lampétilassa 26/20 °C ja oikealla
lampétilassa 24/20 °C kasvaneita versoja kaksi kuukautta kestaneen viljelykierron jalkeen.

rioituminen oli yleistd. Ei ole selvitetty, milld
mekanismilla korkeampi lampotila edistid leh-
tihankaversojen muodostumista. Sinikuusa-
malla havaittu pienentynyt lehtikoko korkeim-
missa limpétiloissa viittaa mahdollisesti lisidn-
tyneeseen sytokiniinien vaikutukseen (Med-
ford et afl 1989).

Juurrutusvaiheessa ravintoalustan mine-
raalipitoisuus ei vaikuttanut kummankaan si-
nikuusamamuodon  juurtuneiden  wversojen
miirdin eikd versoihin kehittyvien juurten
midrdin. Alemmissa mineraalipitoisuuksissa
juuret kuitenkin kasvoivat pitemmiksi ja haa-
rautuivat enemmin, minki johdosta juuristo-
jen kokonaispituudet olivat juurrutusvaiheen
jilkeen keskimairin kaksinkertaiset verrattuna
korkeammassa mineraalipitoisuudessa kehitty-
neiden juuristojen pituuteen.

Hiilihydraattien vaikutus omenan
mikrolisdayksessa

Omenalajikkeiden sakkaroosi- ja glukoosialus-
toilla tuottamien wersojen massoissa ei ollut
suutia eroja. Sen sijaan sotbitolialustalla versot
jdivit lyhyemmiksi ja tuorepaino oli alhaisin.
Neljsti testatusta lajikkeesta kahden lehtihan-
kaversojen miiri oli kuitenkin sorbitolialus-
talla suurin: Mclntosh-lajikkeen lisddntymis-
kerroin kuuden viikon wiljelykierron aikana
nousi 2,6:sta 4,8:aan ja Jaspi-lajikkeen kerroin
0,4:sti 1,T:44n, kun wersot siirrettiin lisidnty-
miin sakkaroosialustalta sorbitolialustalle.
Mclntosh-lajikkeen versojen hiilihydraat-
tien kiyton analysoint osoitti, ettd sorbitoli
ei edistinyt hiilihydraattien ottoa ravinroalus-
tasta eikd niiden kulutusta aineenvathduntaan.



Huhhyfdraamlahteuden sakkaroosin (28 g
]llj glukoosin (30 g I jk ja sorbitolin (30 g
]1_1]‘, vaikutusta tutkittiin  omenalajikkeiden
Gala, Jaspi, McIntosh ja Make mikroversojen
Erillisesséd kokeessa tutkit-
Imit

muodostumiseen.
tiin, miten McIntosh-lajikkeen wversovilje
kiyttivit hiilihydraatteja kawaeamm sorbitolia
tai sakkaroosia (30 g I ]4 sisdltdvilld ravinto-
alustalla. Koeolosuhteet on kuvattu aiemmissa
julkaisuissa (Karhu 1995, 1996).

Lisaksi selvitettiin, miten sakkaroosi ja sor-
bitoli vaikuttivat McIntosh- ja Gala-lajikkeiden
versojen mineraalipitoisuuksiin. Mineraali-
mairityksid varten versoja viljeltiin toistuvasti
30 gl sakkaroosia smsﬂtavaﬂa ravintoalustalla,
tal ne siirrettiin 30 g I'" sorbitolia sisiltiville
alustalle yhden tai kahden viljelykierron ajaksi.
Seuraavien mineraalien pitoisuudet versojen
lehti- ja varsiosista mddritettiin ICP-emissio-
spf]ktroskoopnl]la. Ca, K, P, Mg, 5, Cu, Zn,
Mn, Fe, B ja Na.

Sakkarooﬁpﬁmiseﬂa ravintolaustalla kasva-
neista McIntosh- ja Make-omenalajikkeiden
versoviljelmistd irrotettuja mikropistokkaita
juurrutettiin sakkaroosi-, fruktoosi-, gﬂummn—,
sorbitoli- tai ksylitolipitoisilla (30 g It J juur-
rutusalustoilla (Karhu & Ulvinen 1995). Juu-
rimddrien havainnoinnin jilkeen juurmneet
versot siirrettiin koeputkista turvealustalle tai-
mikasvatusoloihin, ja versojen kasvua seurat-
tin neljin wvikon ajan.

Tulokset ja tulosten
tarkastelu

Sinikuusaman mikrolisayksen
tehostaminen

Testatuista sytokiniineistd BA lisdsi sinitkuusa-
man lehtihankaversojen muodostumista huo-
mattavasti enemmin kuin kinetiini. Ero nikyi
erityisesti toisen asteen lehthankaversojen (haa-
rojen| kehittymisessd: kinetiinialustalla  niird
muodostui keskiméirin vain yksi jokaiseen ra-
vintoalustalle siirrettyyn versopalaan, BA-alustal-
la yvhdeksan. Ravintoalustan BA-pitoisunden li-
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sddntyessi myos muodostuvien ensimmiisen,
toisen ja ko]lmanmm asteen lehtihankaverso-
souen \htelsmaam mh &hmmﬂﬂa pntmsuudclﬂa
0,25 mgl ) kolme ja korkeimmalla pitoisuudel-
la (4 mgl Rj kolmetoista. My6s muodostuneiden
versojen yhteispituus ja massa seki alkuperiisen
siirrosteverson tyvelle muodostuneen kallusso-
lukon maird kasvoivat lineaarisessa suhteessa
BA-pitoisuuteen.

Sytokiniinien kulkeutuminen ja wvaikutta-
vassa muodossa pysyminen vaihtelevat eri kas-
vilajien solukoissa (Biondi e al 1984, Nord-
strom & Eliasson 1986). Kokeissamme BA
kulkeutui tehokkaasti sintkuusaman wversoissa
ja vaikutti hajoamatta kauan viljelykierron ai-
kana. Lineaarinen wersomiirin lisdys osoitti
myos, ettd BA:ta sitovien reseptorien (Palme
1993) madrd on rittivid kiytetyille sytokinii-
nipitoisuuksille.

Ravintoalustan pH:n sidtd viljelyn alussa
el vaikuttanut sinikuusaman lehtihankaverso-
jen mddrddn, mutta happamimmalla alustalla
(pH 5,4) versojen pituuskasvu hidastui. Tulos
osoittl, ettd ravintoalustojen happamuuden
saatoon kannattaa kiinnittdd huomiota, silla
esimerkiksi MS-alustan pH saattaa laskea ky-
seiseen arvoon autoklavoinnin aikana.

Sinikuusaman edsli-muodon lehtihanka-
versojen kehitrymistd voitiin tehostaa kiytri-
ravintoalustan

malla mineraalipitoisuutena

MS-ravinteista. Wersojen muodostui
Vo madristd, joka kehittyi normaalilla MS-
alustalla. Korkean mineraalipitoisuuden ja eri-
tyisesti typpiméirin on osoitettu vihentivin
myo6s erdiden muiden puuvartisten lajien mik-
rolisdystehokkuutta (Piagnani 8 Eccher 1988).
Myés 50 % MS-mineraaliravinnemaird edisti
sinikuusaman versojen muodostumista, mutta
talloin kehittyl runsaast kirjestidn kuolleita
versoja.

Kasvatuslimpétla wvaikutti sinikuusaman
versojen muodostumiseen (Kuva 1). Caerviea-
muodon versojen lisddntymiskerroin nousi vii-
desti kahdeksaan ja edwir-muodon lisddnty-
miskerroin kuudesta yhdeksidntoista, kun kas-
vatuslimpoétila nousi tasolta 24,20 °C tasolle
26,20 °C. Lampotilan nosto tasolle 28,21 °C
lisdsi kerrointa edelleen, mutta versojen laatu
huononi: ne olivat hentoja ja ja kirkien vau-



Versonmuodostuksen lisddntyminen ei siis
johtunut sorbitolin tehokkaammasta kiytostd
vaan jostakin muusta vaikutusmekanismista.
Liukoisten hiilihydraattien maird oli suurin
sorbitolialustalla kasvaneissa versoissa. On esi-
tetty, etti korkea hiilihydraattipitoisuus ver-
soissa voi aiheuttaa muutoksia versojen eri-
laistumisessa (Kinet 1995). Hiilihydraattitason
on myds osoitettu vaikuttavan omenan leh-
tisolukoiden mineraaliravinneaineenvaihdun-
taan (Lee & Titus 1993), mikd voi vaikuttaa
solukoiden erilaistumiseen.

Ravintoalustan sakkaroosin korvaaminen
sorbitolilla vaikutti vain joidenkin mineraalien
pitoisuuksiin Gala- ja McIntosh-lajikkeiden
versoissa. Kummankin lajikkeen versojen boo-
ri- ja sinkkipitoisuudet lisddntyivit merkitse-
vist. Mclntosh-lajikkeen lehtisolukoiden
sinkkipitoisuus lisaantyi kahden viljelykierron
aikana sorbitolialustalla 240 %:iin ja booripi-
toisuus 260 %:iin alkuperiisistd, sakkaroosi-
alustalla mitatuista pitoisuuksista.

Kirjallisuus

Seki sinkin ettd boorin tiedetddn vaikut-
tavan kasvunsiiteiden aineenvaihduntaan kas-
visolukoissa (Marschner 1986, p. 306, 327).
Omat tuloksemme osoittivat, ettd hiilihydraatit
voivat vaikuttaa omenan lehdhankaversojen
kehittymiseen, ja siten mikrolisdystehokkuu-
teen mineraaliaineenvaihdunnan kautta.

Omenan mikrolisittyjen versojen juurru-
tuskoe osoitti versojen juurtumisen sekd tai-
mien jatkokasvun ja sopeutumisen heikom-
maksi, jos versot juurtutettiin sakkaroosin si-
jasta sorbitolia sisaltivalld ravintoalustalla.
Seki sorbitolin sakkaroosia vihdisempi kiytto
aineenvaihduntaan, etti sen vaikutuksesta ko-
honnut sinkkipitoisuus versoissa saattavat se-
littaa heikomman juurrutustuloksen sorbito-
lialustalla. Sinkinhin tiedetddn estivin juurten
kehittymisti (Godbold e a/. 1983). Vastaava
juurtumisero samoja hiilihydraatteja kaytetta-
essd on havaittu my6s muilla omenalajikkeilla
(Moncousin 1991).
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Japanilaisten puuvartisten
kasvien mikrolisays:
selviytyminen
Suomen talvessa

Anna Kirkonen & Liisa Kaarina Simola
Bioticteiden laitos, Kasvifysiologian osasts, PL 56, 00014 Helsingin yliopisto
e-mail: anna.karkonen@belsinks.fi

Helsingin yliopiston Kasvitieteellisen puutarhan matkalla Pohjois-Japaniin kerittiin puuvartisia
kasveja tarkoituksena 16ytdd Eteld-Suomeen sopivia lajeja. Yhdentoista japanilaisen puuvartisen
lajin (Callicarpa dichotoma, Chosenia arbutifolia, Lonicera chamissoi, Maackia amurensis, Morus alba, Populus
maximowic3gs, Prunus nipponica, Ribes japonicum, Toisusu nrbaniana, Salix sachalinensis, Ulmus laciniatd)
mikrolisdys onnistui hankasilmuista aloitetuista versoviljelmisti. Yhdeksisti lajista taimet istutettiin
ulos talvenkestivyyden havainnoimiseksi. Kolme lajia selviytyi ankarasta talvesta vaurioitta, nelji
kirsi jonkin verran vaurioista, jotka kohdistuivat lihinni versonkirkiin, ja kaksi lajia kirsi vakavia
vaurioita. Piivinpituus Eteli-Suomessa (60 N) vaikuttaa japanilaisten puuvartisten lajien
talveentumiseen (Hokkaido 42-43 N), mutta joitakin kestivimpii lajeja voidaan mahdollisest
kdytrdd koristekasveina puutarhoissa.

Avainsanat. hankasilmut, karaistuminen, solukkoviljely, talvenkestivyys
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Abstract

Micropropagation of Japanese woody plants:
overwintering under Finnish conditions

Anna Kirkénen & Liisa Kaarina Simola

Department of Biosciences, Division of Plant Physiology,

P. O. BOX 56, FIN-00014 University of Helsinki
e-mail: anna.karkonen@bhelsinkifi

Eleven Japanese broad-leaved species (Callicarpa dichotoma, Chosenia arbutifolia, 1.onicera chamissor,
Maackia amunrensis, Morus alba, Populus maximowiczgi, Prunus nipponica, Ribes japonicum, Toisusu nrbaniana,
Salix: sachalinensis, Ulmus laciniata) were successfully micropropagated using axillary bud culture in
the project of the Botanical Garden, University of Helsinki in order to introduce new amenity
species to south Finland. The plantlets produced were transplanted out of doors in the Botanical
Garden and studied for winter hardiness. Three out of nine species survived the hard winter
without any damage, four sustained some damage, mainly shoot tip injuries, and two species
suffered serious winter damage. It is apparent that the photoperiod in south Finland (60 N) affects
the development of dormancy of Japanese woody plants (Hokkaido 42-43 N), but some of the
most hardy ones may be used for horticultural purposes.

Keywords: acclimation, axillary buds, winter hardiness, tissue culture
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Johdanto

Piivinpituuden muutos on useilla lajeilla paa-
asiallinen, fytokromin vilittima signaali, joka
saa kasvun paittymain ja kasvin valmistautu-
maan talveen syksylld (Wareing 1956, Vaartaja
1959, Junttila & Kaurin 1985, Baumann 1995).
Monien puuvartisten lajien eri ekotyypit vaati-
vat eripituisen valojakson kasvun piittymisek-
si ja piitesilmujen muodostumiseksi. Seki
luontaisen kasvupaikan leveysaste ettd korke-
us merenpinnasta vaikuttavat tihan kriittiseen
piivinpituuteen (critical photoperiod). Mita
pohjoisempana kasvi kasvaa sitd pidempi on
se paivinpituus, joka indusoi kasvun padttymi-
sen (Sylvén 1940, Vaartaja 1959, Juntila &
Kaurin 1985). My6s lampdétila vaikuttaa seka
ruoho- etti puuvartisten kasvien talveentumi-
seen (Wareing 1956). Kun kasvi siirretdin
luontaiselta kasvupaikaltaan huomattavasti
pohjoisemmaksi, kasvuaika pitenee, ja piin-
vastoin siirrettdessd, pohjoinen laji eteldm-
miksi, kasvuun kiytetty aika lyhenee. Eteldistd
alkuperii oleva laji siis kasvaa kauemmin kas-
vukaudessa pohjoiseen siirrettyni, mutta kirsii
usein syyspakkasista, koska talveentuminen ei
indusoidu ajoissa (Wareing 1956). Kosken ja
Sievisen mukaan (1985) limpGsumma ja pii-
vinpituus yhdessd aikaansaavat puuvartisten
kasvien kasvun pdittymisen syksylla.

Helsingin yliopiston kasviteteellinen puu-
tarha jarjesti matkan Eteld-Suomen kasvi-
maantieteellisille vastinalueille Pohjois-]Japa-
niin, Hokkaidolle, syyskuussa 1993. Matkalla
kerdttiin siemenid Kumpulaan rakennettavaa
uutta puutarhaa varten. Puuvartisista lajeista,
joista siemenii ei ollut saatavilla, kerattiin ok-
sia, jotka lihetettiin Suomeen koeputkissa. Sil-
mulisdysviljelmit aloitettiin hankasilmuista.
Tiedot siemenkerdysmatkasta ja keritystd ai-
neistosta l6ytyvit julkaisuista Koponen & Ko-
ponen (1994, 1995).
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Aineisto ja menetelmat

Oksat siilytettiin kylmihuoneessa (+4 °Cy sil-
muviljelmien aloitukseen asti. Oksat jaettiin
nivelpaloiksi, jotka pintasteriloitiin kastamalla
70 % etanoliin (1 min), jonka jilkeen ne siirret-
tiin 2 % natriumhypokloriittiin 10-18 minuu-
tiksi silmujen kunnosta riippuen. Silmut huuh-
deltiin 5 kertaa steriililld tislatulla vedella, sil-
musuomut poistettiin ja kasvupiste ja muuta-
ma sitd lehdenaihe stirrettiin
aseptisesti ravintoalustalle. Aloitusalustoina
kiytettin modifioituja MS- (Murashige &
Skoog 1962), WPM- (Lloyd & McCown
1980), DKW- (Driver & Kuniyuki 1984) tai
A3-ravintoalustoja (Anderson 1984), joihin oli
lisitty sytokiniinia (N()-bentsyyliadeniini, BA)
joko pelkistain tai yhdessi auksiinin (indoli-3-
voihappo, IBA tai indoli-3-etikkahappo, IAA)
kanssa. Alustoissa oli 30 g/l sakkaroosia, 5
mg/! askorbiinihappoa ja 7 g/I agaria (Difcon
Bacto). Ravintoalustojen pH siddettiin 5,7:ksi
tai 4,8:ksi (A3-alusta) ennen autoklavointia.
Viljelmii kasvatetiin valorytmissd 16 h valo
(25 °C)/8 h pimei (20 °C), valaistusvoimak-
kuus oli 70-80 pE m™>s™.

Puhjenneet silmut siirrettiin muutaman vii-

ympardiva

kon paast tuoreiile alustoille. Pidenneet versot
leikatiin nivelpaloiksi ja siirrettiin 50 ml er-
lenmeyerpulloihin, joissa oli 20 ml ravinto-
alustaa. Viljelmat siirrettiin 4-5 viikon vilein
tuoreille alustoille. Alustoissa oli kasvuaineena
BA:ta 0,44-5,0 umol/! pelkistiin tai yhdessi
IBA:n (0,5 pmol/l) tai TAA:n (2,9 umol/l)
kanssa. Versot juurrutettiin WPM- tai MS-alus-
toilla, joiden makroravinne- ja sokeripitoisuus
olivat puolet alkuperiisesti, ja joissa oli 1 tai
2,5 umol/l IBA:a tai ei kasvuaineita (Morus
alba). Taimet istutettiin turve-hiekkaseokseen
tai pelkkdin hiekkaan (Toisusu urbaniana) ja kas-
vatettiin ensin muovikuvun alla ja sitten ne
siirrettiin kasvihuoneolosuhteisiin. Solukkovil-
jelytaimia istutettiin ulos kasvitieteelliseen puu-
tarhaan kesilli 1994 ja 1995. Niiden selviy-
tymistd tarkkailtiin seuraavana kesini.



Taulukko 1. Mikrolisatyt japanilaiset lajit ja niiden talvehtiminen.

Laji Talvehtiminen
Lonicera chamissoi Bunge ei talvivaurioita
Maackia amurensis Rupr. & Maxim ei talvivaurioita
Ribes japonicum Maxim latvapaleltumia
Morus alba L. ei talvivaurioita
Prunus nipponica Matsum. ei tutkittu

Chosenia arbutifolia (Pallas) B. V. Skvortz. (2 kantaa)
Populus maximowiczii Henry

Salix sachalinensis F. Schmidt

Toisusu urbaniana (Seemen) Kimura

Ulmus laciniata (Trautv.) Mayr

Callicarpa dichotoma (Lour.) K. Koch

versopaleltumia, juurivesoja

latvapaleltumia

versopaleltumia, juurivesoja

latvapaleltumia

ei

tutkittu

latvapaleltumia

Tulokset ja niiden
tarkastelu

Silmulisdystd yritettiin 52 kannasta (44 eri lajis-
ta). Viljelmien aloituksessa oli ongelmia konta-
minaatioiden vuoksi. Kaksitoista japanilaista
kantaa (11 ert lajista) tuotti monistuvan verso-
viljelmidn (Taulukko 1). MS-alusta osoittautui
parhaimmaksi seuraavien lajien lisidamiseen:
Callicarpa dichotoma, Morus alba, Populus maxinmo-
wicggi, Prunus nipponica, Ribes japonicum ja Toisusu
urbantana. WPM-alusta oli paras seuraaville la-
jeille: Chosenia arbutifolia, Lonicera chamissoi ja
Salix sachalinensis ja DKW-ravintoalusta seu-
raaville: Maackia amurensis ja Ulmus laciniata.
Suurin osa versoista juurtui ongelmitta juurru-
tusalustoilla; juurtumisprosentt vaihteli 21-
100 %:iin. Useimmat taimet my6s selvisivit
hyvin ruukkuihin istutuksesta ja sopeutuksesta
kasvihuoneolosuhteisiin.
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Talvi 1995-1996 oli Eteld-Suomessa kylma.
Ulos istutetuista japanilaisista lajeista kolme
lajia yhdeksistd (L. chamissoi, M. amurensis, M.
alba) selvisi ensimmadisestd talvestaan Suo-
messa ilman nikyvid talvivaurioita, neljd lajia
(C. dichotoma, P. maximowicggi, R. japonicum, T
urbaniana) kirsi latvapaleltumista ja kahden pa-
jujen heimon lajin (C. arbutifolia, S. sachalinensis)
versot paleltuivat miltei tiysin, mutta tuottivat
seuraavana kesini juurivesoja. Taimien selviy-
tymistd seurataan my0s jatkossa. Pdivanpituus
eroaa huomattavasti Eteli-Suomen (60 N) ja
Pohjois-Japanin (42-43 N) vililli. Japanilaisten
lajien talveenvalmistautumisessa on selva ero:
pajujen heimon lajit jatkavat kasvuaan loka-
marraskuulle asti eivitkd silloinkaan vield muo-
dosta paitesilmuja. Tamd nikyy vaurioina tal-
ven jilkeen (Kuva 1). Toiset lajit esim. R
Jjaponicum muodostavat paitesilmun, mutta kar-
sivit silt latvapaleltumista (Kuva 2).
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Kuwa 1. Salix sachalinensis -lajin wersot palel-
tuivat taysin talvella. Juuristo sailyi hengissé:
juurivesojen kasvu on runsasta.

Yhteenveto

Pitkiaikaiset kasvatuskokeet Metsintutkimus-
laitoksella ja Mustilan Arboretumissa osoitta-
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Kuva 2. Ribes japonicum kérsi latvapaleltu-
mista talven jalkeen.

vat, ettdi monet japanilaiset metsdpuut selvid-
vit Suomen talvessa (Heikinheimo 1956, Ti-
gerstedt 1970, Lihde ef al. 1984). Mahdollisesti
jotkin nyt lisdtyistd lajeista selvidvdt meilld ja
niitd voidaan kiyttid esim. koristepuina tai
-pensaina puutarhoissa.




Solukkoviljelymenetelmien
hyodyntaminen liljojen
kasvatuksessa ja jalostuksessa

Veli-Pekka Pelkonen
Biologian laitos/ Kasvitiede, Oulun yliopisto, PL. 333, 90571 Oulu
e-mail: ypp@raita.onlu fi

Liljoja (Isfium sp.) on tuhansia vuosia kiytetty koristekasveina, mutta liljojen jalostus alkoi vasta
viime vuosisadan lopulla. In vitro -menetelmit lisadvit mahdollisuuksia jalostaa uusia lajikkeita.
Siementen itimistd voidaan edistdd /n wtro, ja alkionpelastusta kiyttimilld voidaan tuottaa uusia
hybrideji kasveja. Lajien vilistd hybridisaatiota voidaan my6s edistii leikatun luotin menetelmalld
ja sikidimen kasvatuksella. Liljojen lisiyksessda on sovellettu useita solukkoviljelyn menetelmia.
Aloitusmatetiaalina kiytetidn tavallisimmin sipulisuomuja. Kalluksen kasvatus on melko helppoa ja
regeneraatio tapahtuu organogeneesin tai embryogeneesin kautta. Protoplastiviljelmid, jotka yleensd
aloitetaan siitep6lystd, mutta myds kalluksesta, voidaan kiyttad geeninsiirrossa. Geeninsiirrossa on
kokeiltu useita eri menetelmid. Oulussa on tutkittu useita solukkoviljelymenetelmia seki perinteisilld ettd
harvinaisemmilla liljalajeilla. Ulkomaiset lajit eivit ole sopeutuneita Suomessa ja ne havidvit
kukkapenkisti. Keskittymme sen vuoksi geneettisen tutkimuksen ja liljakantojen rekisterdimisen lisiksi
kylminkestivyyden fysiologian tutkimukseen.

Avainsanat: alkionpelastus, embryogenecesi, geenitekniikka, kylminkestivyys, Liium sp.,
liljanjalostus, liljat, organogeneesi
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Abstract
Tissue culture in the breeding and cultivation of lilies

Veli-Pekka Pelkonen
Department of Biology/ Botany, University of Oulu, P. O. BOX 333, FIN-90571 Ounlu
e-matl: ypp@raita.onln.fi

Lilies (Ii/ium sp.) have a history of several thousand years as ornamental plants but breeding this
very diverse plant family did not start until the end of the last century. Modern /# vitro techniques
offer new possibilities for varietal breeding. Germination of seed can be enhanced /» »itro, and the
technique can be further modified for use in embryo rescue for production of new hybrid plants.
Distant hybridisation can also be enhanced by the cut stigma method and ovary cultivation. Various
tissue culture methods have been applied to propagation of lilies. Bulb scales are the most
regenerable explants. Callus induction and differentiation is relatively easy and regeneration from
callus occurs via organogenesis and embryogenesis. Protoplasts offer a means for genetic
transformation and they are commonly isolated from pollen, but also from callus. Several methods
for gene transfer have been applied, but so far the techniques have been applied mainly in research.
In Oulu various tissue culture methods have been studied on a number of traditional and less well
known lily species. Foreign varieties are not adapted to Finnish conditions and they tend to
disappear from the flower beds. The research is therefore directed towards understanding cold
hardiness physiology of lilies in addition to genetic studies and registration of selected disease
resistant material representing species both common and rare in Finland.

Key words: cold hardiness, embryo rescue, embryogenesis, gene technology, Lilium sp., lily breeding,
organogenesis



Johdanto

Liljoilla on pitki historia koristekasveina. En-
simmdiset todisteet niiden viljelystd ovat yli
2000 vuoden takaa ennen ajanlaskumme al-
kua. Liljojen jalostus alkoi kuitenkin vasta vii-
me vuosisadan loppupuolella, kun 16ytéretki-
en mukana Eurooppaan tuotiin uusia lajeja
Aasiasta ja Amerikasta. Liljojen suvussa on
80-90 lajia - valtaosa niistd on kotoisin Iti-Aa-
siasta ja Pohjois-Amerikasta. Muonimuotoi-
suudesta huolimatta suvun kaikki lajit soveltu-
vat koristearvonsa vuoksi viljelyyn. Jatkuvast
kasvava lajikkeiden joukko varmistaa my®s lil-
jojen monipuolisen kiyton sekd puutarha- ettd
leikkokukkina. Uudet risteytys- ja viljelymene-
telmit ovat lisiksi tuoneet aivan uudenlaisia
mahdollisuuksia lajikkeiden tuotantoon.

Koska liljojen jalostus ja kaupallinen tuo-
tanto ovat keskittyneet Alankomaihin, Yhdys-
valtoihin ja Japaniin, ei Suomen erityisolosuh-
teita ole jalostuksessa otettu huomioon. Suo-
men kesin pituus ei useinkaan riiti monien
ulkomaisten lajikkeiden kukintaan, eikd var-
sinkaan versojen tuleentumiseen. Tdma johtaa
tavallisesti liljojen taantumiseen ja lopulta nii-
den hiviimiseen kukkapenkistd. Perinteisten
lajien lisaksi meilld voitaisiin kokeilla liljojen
monimuotoisesta suvusta uusia lajeja, joista
parhaat kannat valittaisiin jatkokasvatukseen.
Niiti lajeja voitaisiin kdyttda sitten my&s meilld

menestyvien lajikkeiden jalostuksessa.

Solukkoviljelymenetel-
mien kaytto liljoilla

In vitro -iddtys ja siihen liityvat
erikoismenetelmit

In vitro -olosuhteissa itiminen on yleensa huo-
mattavasti nopeampaa kuin 77 vzvo. Lisiksi saa-
daan patogeeneistd puhdasta kasvimateriaalia,
ja jalostusta varten uutta geneettistd materiaa-
lia. Siemenen sterilointi on helppoa eiki kon-
taminaatio-ongelmia tavallisesti ole.
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Eri liljalajien itivyys vaihtelee suuresti. Lajit
jaetaan kahteen piiluokkaan itidvyytensi pe-
rusteella: maanalaiseen eli hypogeeiseen ja
maanpiilliseen eli epigeeiseen. Yleensd hypo-
geeinen itiminen on hidasta ja epigeeinen no-
peaa. Erikoissovellutuksena in vitro -iditykses-
si on alkionpelastusmenetelmi, jossa epakyp-
sdstd tai kypsistd siemenestd preparoidaan al-
kio erilleen. Preparoitu alkio laitetaan kasva-
tusalustalle, jossa se yleensi alkaa kasvaa. Tama
menetelmi mahdollistaa mm. epdtiydellisesti
kehittyneissi siemenissi olevien alkioiden kas-
vattamisen. Tillaiset alkiot eivit muuten pys-
tyisi kehittymidn. Epétdydellisid siemenidhin
kehittyy usein lajiristeymien tuloksena. Alki-
onpelastusmenetelmin avulla on pystytty tuot-
tamaan aivan uudenlaisia lajiristeymid, joiden
tuottaminen perinteisin menetelmin ei olisi
mahdollista (Okazaki et a/ 1992).

Muita risteytysmenetelmid ovat mm. lei-
katun luotin menetelma ja sikidimen kasvatus.
Leikatun luotin menetelmissa saadaan hyvin-
kin erilaisten lajien siitepolylld aikaan hedel-
moitys. Kun luotti katkaistaan, yltdd vieraan
lajin siiteputki hedelméittimdin munasolun.
Tihin voidaan vield vhdistdd sikidimen kas-
vatusmenetelma, jolloin pélytetystd emista saa-
daan hybridisolut erilaistumaan aikuisiksi kas-
veiksi. Polytetty sikidin halkaistaan pitkittdin
ja laitetaan kasvatusalustalle, jolloin kehittyvit
paitsi emokasvin somaattiset solut my6s he-
delmdittyneet munasolut ja keskustumat
tuottaen heterogeenista kasvimateriaalia (Nii-
mi et al. 1996). Myos polyttimiton sikidin voi-
daan preparoida tilla tavoin ja somaattisista
soluista erilaistuneiden diploidien kasvien li-
siksi  saadaan  myGs
ratiivisista tumista erilaistuneita haploideja kas-

veja (Gu & Cheng 1983).

sikidimen gene-

Kasvimateriaalin lisays in vitro

Liljojen lisdyksessd on kiytetty kaikkia soluk-
koviljelysovellutuksia. Kaupallisessa viljelyssa
merkityksellisin on versojen lisdys kasvinosista
suoraan organogeneesin kautta (Takayama &
Misawa 1979, 1980, 1983, Niimi & Saito 1990,
Priyadarshi & Sen 1992). Tavallisimmin aloi-
tusmateriaalina kiytetian sipulisuomuja, silli



niiden regeneroitumiskyky on suurin myés pe-
rinteisessd viljelyssd (van Aartrijk & Blom-
Barnhoorn 1983). My6s muita verson osia,
esim. lehtia, voidaan kiyttad (Niimi 1986, Ca-
puto ef al 1990). Alustoina kiytetdin pe-
rusalustoja (MS, Murashige & Skoog 1962) ja
niiden erilaisia muunnelmia. Tavallisimmin
alusta on kiinted, mutta my6s suspensioviljelyi
on muutamalle lajille kehitetty.
Kallusmenetelmii on tutkittu useilla lajeil-
la. Kalluksen indusointi samoin kuin kasva-
tuskin on yleensi varsin ongelmatonta (Priy-
adarshi & Sen 1992). Kallusta muodostuu
useimmilla lajeilla sipulisuomujen lisiksi mel-
kein misti tahansa verson osasta. Lehdet ovat
myds osoittautuneet hyviksi kalluksen lih-
teeksi. Kalluksen erilaistuminen on runsasta
- riippuen tietenkin aloitusmateriaalista. Eri-
laistumisessa voidaan havaita yhtiaikaisesti
seki organogeneesii ettd somaattista embryo-
geneesid, joista somaattinen embryogeneesi on
huomattavasti vihiisempii.
Solususpensioita ei ole juurikaan liljoilla
tutkittu. Suspensioviljelmien aloittaminen on
helppoa, kun on saatavilla rittivin murenevaa
kallusta. Alustana kiytetdin samoja perusalus-
toja’ kuin kiintedssa viljelyssikin, mutta auk-
siinikonsentraation ja sokeripitoisuuden on ol-
tava korkeammat. Solukko lisddntyy kohtalai-
sen nopeasti, ja erilaistumistakin on jossain
vaiheessa havaittavissa. Somaattista embryo-
geneesia ei kiistattomasti ole saatu kuitenkaan
suspensioissa indusoitua (Mii ez a/ 1994). Kal-
lus on osoittautunut geneettisesti hyvin sta-
biiliksi, kromosomitason
muutoksia vuosienkaan viljelyn jilkeen ole ta-
vattu. Kromosomien sisiisid muutoksia eli gee-

eiki merkittavia

nimutaatioita kallusviljelyn aikana ei ole tut-
kittu. Liljoilla hyvin runsaana esiintyvit
transposonit tuottanevat siind miarin somak-
lonaalista muuntelua, ettd kalluslisiykselld on
tutkimuksen lisiksi merkitystd vain lajien mas-
salisiyksessd, jossa kohtalainen muuntelu saat-
taa olla jopa eduksi.

Erilaistuneiden versojen siirto i# v -olo-
suhteisiin vaatii usein kylmakisittelyn dor-
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manssin murtamiseksi (de Klerk 1992, Del-
vallée efa/ 1990, Aguettaz et a/. 1990, de Klerk
et al. 1992). My6s tissi suhteessa eri lajien
vililli on suuria eroja. Hyvi kasvu- ja lepo-
kausirytmiikka saavutetaan, kun jaetaan vuosi
kolmeen 6 viikon lepokauteen ja niiden vi-
lisiin 11-12 viikon kasvukausiin.

Protoplastien eristys ja
transformointi

Liljoilla protoplasteja on eristetty paljon siite-
polystd lihinnd polytysbiologista tutkimusta
varten (Tanaka e a/ 1987, Tanaka & Wakaya-
bashi 1992, Ueda e# 2/ 1990). Siitep6lyn pro-
toplasteja on myds transformoitu. Somaatti-
sesta solukosta on tavallisimmin kiytetty kal-
lusta, josta eristetyt protoplastit on my6s saatu
erilaistumaan kokonaisiksi kasveiksi (Sugiura
1993). Erilaistuminen on erityisen tehokasta
silloin, kun viljely on aloitettu kirkimeristee-
misolukosta (Godo e a/. 1996). Lehtimateriaa-
lista saadaan myGs erinomaisia protoplasteja,
mutta ne eivit erilaistu yhtd helposti. Trans-
formaatiota on saatu aikaan elektroporaation
ja PEG-ohjatun geeninsiirron avulla. Onpa
my6s kokeiltu kohtalaisen menestyksekkiisti
Agrobacterium-menetelmii (Langeveld et al
1995). My6s partikkelipommitusta on kiytetty
(Nishihara et 2/ 1993). Siirrettivini geeneini
on kiytetty tavallisia reportterigeeneji (GUS).
Transformaatiomenetelmien  tehokkuuden
testaamisen lisiksi on tutkittu markkereihin
fuusioitujen erilaisten solukkospesifisten pro-
moottereiden akdivisuutta eri solukoissa (Ta-
bata et al. 1993). Geeninsiirroilla on merkitysti
nimenomaan geneettisessid tutkimuksessa, ei
niinkdin jalostuksessa, koska liljojen genomia
el tunneta.

Protoplasteja on my0s saatu erilaistumaan.
Parasta materiaalia nidytdisivit olevan meris-
teemistd indusoidusta kalluksesta saadut solut,
silld niiden erilaistumiskyky on suurin. Myés
siitepOlysta saadut protoplastit on saatu jakau-
tumaan.



Oman tutkimuksen
tavoitteet ja menetelmat

Aloitin tyéskentelyn liljojen parissa syksyll
1993. Tiahidn saakka olen keskittynyt lihinnd
solukkoviljelymenetelmien kehittimiseen.
Eniten olen tutkinut meilld perinteisesti kasva-
tettuja lajeja (Lilium regale, L. bulbifernm, L. mar-
tagon ja L. lancifoliuni), mutta olen myds kokeil-
lut meilli tuntemattomia lajeja (mm. L. cana-
dense, L. monadelphum, L. amabile, L. concolorja I
pardalinm). Tilli hetkelld kasvatuksessa on n.
40 lajia. Etenkin Pohjois-Amerikan mantereel-
la on paljon potentiaalisia lajeja, joita ei ole
Suomen olosuhteissa aikaisemmin kokeiltu.
Jatkossa aloitan kylmastressin indusoiman
geeniekspression tutkimisen proteiinitasolla
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Hybrideja, osittaishybrideja ja mono-
ploidisia jalkelaiskasveja vehnan-
sukuisten lajien risteytyksista

alkioviljelya kayttamalla

Hannu Ahokas'”
! Biotieteiden laitos, Perinnollisyystieteen osasto, PL. 56, 00014 Helsingin yliopisto
MTT, Kasvintnotannon tutkimnslaitos, Kasvinjalostuksen tutkimusala, 31600 Jokioinen
e-mail: hannu.ahokas@m!tfi

Tuloksellisiin lajiristeytyksiin kiytettiin ohraa (Hordeum vulgare), ruista (Secale cereale), erilaisia
vehnilajeja (Triticum sp.) seki lapinvehnidd (Elmus mntabilis), tunturivehnii (E. alaskanus),
rantavehndd (Leymus arenarius) ja ulkomaisia sukulaislajeja Dasypyrum villosnm, Elymus canadensts,
Hordeum bulbosum, 1.eymus mollis ja L. racemosns. Heikosti kehittyneiden risteytyssiementen
keskosalkioita viljeltiin ravintoalustalla, ja niistd saatiin risteytymii, osittaisristeytymii ja erdistd
kombinaatioista monoploidisia kasveja. Kahdesta risteytyksestd niyttii jilkeldisten
siemenproteiinien muuntelusta piiteltynd syntyneen lajien keskeisid rekombinantteja. Ohran ja
rantavehnin vastavuoroisista risteytyssuunnista syntyi merkitsevisti eroava tulos: kun rantavehni
oli ditind, syntyi monoploidisia rantavehnii, kun taas ohra iitind tuotti lihinni vain hybrideji.
Monoploidisen, 28-kromosomisen rantavehnin meioosin 1 jakautumisen ilmiét vahvistavat
kasitystd, ettd tissi lajissa on genomin yleistd homeologiaa.

Avainsanat: gibberelliinit, gliadiinit, hybridikloroosi, keskosalkiot, lajienvilinen rekombinaatio,
leymiinit, maternaalinen vaikutus, ohra, ruis, vehni
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Abstract

Hybrids, partial hybrids and monoploids from
interspecific crosses of the Triticeae species
attained by /n vitro embryo culture

Hannu Ahokas'”

?1 Division of Geneties, P. O. BOX 56, FIN-00014 University of Helsink:
< Agricultural Research Centre of Finland, Institute of Crop and Soil Science,
Plant Breeding Section, FIN-31600 Jokioinen
e-mail- hannn.ahokas@mt.fi

Crosses involving batley (Hordeum vulgare), common wheat (Triticum aestivam), rye (Secale cereale),
Dasypyrum villosum, Elymus alaskanus, E. canadensis, E. mutabilis, Hordeum bulbosum, Leymus arenarins,
L. mollis, L. racemosus, Triticum monococcum, 1. ovatum, T. turgidum convar. durum, 'T. turgidum ssp. dicoccon
and T. ghukovskyi were carried out using hybrid embryo culture on nutrient media. Some crosses
resulted in hybrids, few in partial hybrids and some in monoploids. Two combinations resulted
provisonally in interspecific recombination. Reciprocal crosses with batley and Leymus arenarius
have significanty different outcomes: when L. arenariusis the seed parent, monoploids are obtained,
while the reciprocal crosses mostly yield hybrids. Meiosis of the monoploid L. arenarius indicates
that the 28 chromosomes of the monoploid include homoeologous genomes.

Key words: barley, gibberellins, gliadins, hybrid chlorosis, interspecific recombination, leymins,
maternal effect, rye, wheat
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Keinosiemenet puutarhakasvien
lisayksessa

Seppo Sorvari
MTT, Puutarbatuotannon tutkimnsiaitos, Toivolinnantie 518, 21500 Pikk:is
e-matl: seppo.sorvari@mit.fi

Puutarhakasveja voidaan tuottaa suvuttomasti keinotekoisesti valmistetuista siemenisti. Perinteisin
suvuttomin lisdysmenetelmin kasveja tuotetaan esim. pistokkaiden, ronsyjen ja sipulien avulla.
Keinosiementenkin kiytté kuuluu kasvullisten lisdysmenetelmien joukkoon. Se poikkeaa
perinteisistd menetelmistd siind, ettd kasvin solukosta tuotetaan bioteknisin menetelmin uusia
alkioita. Niitd alkioita kutsutaan somaattisiksi alkioiksi erotuksena hedelmdityksen kautta
syntyneisiin siementen alkioihin. Keinotekoisissa siemenissa lihtomateriaalina voivat olla erilaiset
kasvin vegetatiiviset osat. Menetelmin perusajatuksena on, ettd kasvin erilaistuneet solut saadaan
palautettua takaisin “nuoriksi” aktiivisesti jakautuviksi soluiksi, ja kehittyméin ikddn kuin
hedelméitetty munasolu. Oleellisin ero keinotekoisen ja polytykselld syntyneen alkion vilillid on se,
ettd somaattiselta alkiolta puuttuu endospermi ja testa. Lisaksi alkiot eivit siirry lepotilaan missiin
kehitysvaiheessa ellei sitd erikseen indusoida. Puutarhasektorilla kasvien vegetatiivisen lisiyksen
tarve on suuri. Esim. herukat, mansikka, hedelmipuut ja monet koristekasvit lisitidn vegetatiivisesti
joko pistokkaista, ronsyistd tai mikrolisaamilld. N4mi menetelmit vaativat melko suuria aineellisia
valmiuksia, miki heijastuu my6s taimien hinnoissa. Keinosiementekniikkaa sovellettaessa ei
kylvésiemenen tuotanto ole enia kiinni ajasta eiki leveysasteista. Tekniikassa on kolme aluetta,
joiden tutkimusta tulisi tehostaa. Nimi ovat menetelmin kehittdiminen uusille kasvilajeille,
alkioiden viljelytekniikan automaatio ja alkioiden varastoind- ja kylvokelpoisuuden edistiminen.

Avainsanat: bioreaktori, Daucus carota, keinotekoinen endospermi, nesteviljely, porkkana,
solukkoviljely, somaattinen alkio, somaattinen embryogeneesi, suspensioviljely
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Abstract
Artificial seed in propagation of horticultural crops

Seppo Sorvari
Agricultural Research Centre of Finland, Institute of Horticulture,
Toivonlinnantie 518, FIN-21500 Piikkio
e-mail- seppo.sorvari@mit.fi

The artificial seed technique” in propagation of horticultural crops represents a means to multiply
crops vegetatively using manufactured seeds. In traditional vegetative propagation methods new
plants are produced. from e.g. cuttings, runners and bulbs. Artificial seed, despite in fact
representing a vegetative propagation method, differs from the other traditional ones in that new
embryos are produced from plant tissue using biotechnology. The new embryos are termed somatic
embryos to distinguish them from embryos of real seed which have resulted from a sexual process,
ferulization. Different vegetative parts of the plant can be used as explants to produce artificial
seed. The basic idea is that differentiated cells can revert to young actively dividing cells which
finally develop like a fertilized egg cell. The mostimportant differences between somatic and sexual
embryos are that somatic embryos have no endosperm and seed coat. Also somatic embryos do
not go through dormancy at any developmental stage unless this is specifically induced. In
horticulture the need to propagate plants vegetatively is large. For instance currants, strawberry,
fruit trees and many ornamentals are vegetatively propagated either from cuttings, runners or via
micropropagation. These methods are rather demanding of resources thus resulting in a high price
for plantets. When applying artificial seed to plant propagation, seed propagation is no longer
dependent on the time of the year, or latitude. There are three areas of research in artificial seed
technology which need emphasis: 1) expanding the methodology to new plant species, 2)
automation of embryo culture and 3) enhancement of the storage and sowing technology for the
embryos.

Key words: artificial endosperm, bioreactor, carrot, Dancus carota, liquid culture, somatic
embryogenesis, suspension culture, tissue culture
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Johdanto

Toshio Murashige mainitsi vuonna 1977 puu-
tarhakasvien solukkoviljelyd koskevassa semi-
naarissa Gentissi Belgiassa mm., ettd kloona-
ukseen perustuva menetelmi on soveltamis-
kelpoinen ainoastaan, mikili se on erittiin no-
pea, silld kyetdin tuottamaan useita miljoonia
kasveja piivissi, ja se on taloudellisesti kilpai-
lukykyinen siementen tuottamisen kanssa
(Murashige 1977).

Kuitenkin peltokasveista poiketen monet
tarkedt puutarhakasvit ovat itse asiassa hete-
rotsygootteja klooneja, joiden siemenlisdys ei
ole ilman mittavaa homotsygotointi-prosessia
edes mahdollista. Niin ollen mikili haluamme
sailyttaa alkuperiiset lajikeominaisuudet mei-
din tiytyy edelleenkin kloonata niitd kasveja
soveltamalla perinteisid vegetatiivisia lisdysme-
netelmid, mikrolisdystd tai somaattiseen em-
bryogeneesiin perustuvaa keinosiementekntik-
kaa. Olisi luonnollisesti ihanteellista, jos ve-
getatiivinenkin lisdys voisi tapahtua siemenen-
lisdyksen kaltaisesti kuitenkaan menettdmatta
heterotsygotian mukanaan tuomia etuja - eli
kdyttamilld hyviksi keinosiemenid.

Aidolla siemenelld on muutamia ominai-
suuksia, jotka tekevit siitd niin erinomaisen
lisdysyksikén. Kun kasvun kausi koittaa, on
siind alkion kaytettdvissd tuhti evidspaketti, en-
dospermi. Kova ulkokuori, testa, on kilpena
ulkomaailmaa vastaan suojaamassa siemenen
sisiosia. Epdedulliset kasvukaudet ja olosuh-
teet ohitetaan kuin unessa, lepotilaan, dor-
manssiin vaipumalla.

Tdminkaltaisen paketin kokoaminen syn-
teettisesti on vaativa tehtdvi, silld somaattiselta
alkiolta puuttuvat sekd endospermi etti testa.
Lisdksi alkiot eivit ole valmistuttuaan juuri-
kaan lepotilassa vaan jatkavat kasvuaan mikali
olosuhteet sen muuten sallivat.

Lisiksi millin mittaisen, paljaan somaat-
tisen alkion kasittely on hankalaa, eivitki al-
kion sisaltimit ravinteet yksindin riitd luon-
non ankarissa olosuhteissa kasvun alkuun. T4-
man vuoksi alkio pitdd suojata keinotekoisella
endospermilla, tarvittaessa myds keinotekoi-
sella testalla ja virittda se lepotilaan, dormans-
siin, odottamaan sopivaa kylvohetkei.
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Redenbaugh e a/ (1991) ovat luetelleet
joukon ominaisuuksia, jotka hyvin keinosie-
menen tulisi tdyttad. Naitd ovat:

1. alkion itiminen, joka nikyy mm:. juuren

kasvuna

2. voimakkaan ja toimivan juuriston
kehittyminen
. versojen kasvu ja kehittyminen
. kasvulehtid on vihintddn kaksi
. verson ja juurien vilinen yhteys

AN

toimii aidosti

. hypokotyylin turpoamista ei esiinny
. kalluksen kasvu hypokotyylissi tai
muissa osissa minimaalista

. kasvi on ilmiasultaan eli fenotyypiltiin
normaali ja vihrea

Somaattisten alkioiden tuotantoa ajatellen
luetteloon voisi lisatd vield Murashigen (1977)
esittimin vaatimuksen, ettd alkioita tdytyy voi-
da tuottaa paljon ja halvalla eli tuotanto pitaisi
automatsoida mahdollisimman pitkalle. Kuin-
ka paljon alkioita pitiisi tuottaa, jotta siitd tulisi
kannattavaa, on suhteellinen ja lajikohtainen
kysymys. Porkkanan suspensiossa on lasketru
olevan yli miljoona alkiota litrassa eli 1m*n
sammiollinen riittdisi koko Suomen siemen-
tarpeeseen. Parhaimmillaan menetelmi olisi-
kin siella, missd tarvitaan halvalla suuria sie-
menmaaria.

Automatsoinnin kannalta koko prosessin
tulisi tapahtua nesteviljelyssi. Porkkanalla hy-
vin luotettavaksi on osoittautunut menetelmai,
joka kdynnistetaan suoraan siementaimien hy-
pokotyylin patkistd. Automaattisessa tuotan-
toprosessissa mekaaninen siivildinti ei kuiten-
kaan ole tiittdvin hyvd erottamaan samassa
kehitysvaiheessa olevia alkioita ja lisiksi se on
automaattisessa jirjestelmassi vaikea toteuttaa.
Synkronisaatio, eli alkioiden samanaikainen
kehittyminen, tulisikin mieluummin voida to-
teuttaa esim. biokemiallisesti.

Kertalatauksella toimiva bioreaktoriastia
on itse asiassa parannettu malli Erlenmeyer-
pullosta, jossa voidaan kontrolloida limpéti-
laa, pH:ta, dO2:ta ja sekoitusnopeutta. Siir-
ryttdessd laajamittaiseen alkioiden tuotantoon
tiytyy kasvatusolosuhteita voida kontrolloida
paremmin kuin Erlenmeyer-pulloa kiyttien.
Koska timéntyyppisessi bioreaktorissa viljely
tapahtuu kerta-annoksissa, se hidastaa biore-



aktorin kiytt6d huomattavasti. Alkioiden tai
keinosiementen tuotannossa jatkuvatoiminen
nk. avoin jirjestelmi saattaisi olla kiyttSkel-
poisempi. Siini voitaisiin pH:n ja dO2:n lisaksi
kontrolloida my6s ravintosuolojen, hormoni-
en ja orgaanisten lisdaineiden kulutusta. Muita
parannettavia kohteita ovat mm. sekoitusjir-
jestelmi, hapetus ja bioreaktorin astian muo-
toilu siten, ettd siina ei ole tarttumapaikkoja
kasvin soluille.

Materiaali ja menetelmat

Esimerkkitapauksessa tutkittiin  porkkanaa
(Dancus carota L.) lajiketta Duke, jolla alkioiden
tuotanto kiynnistettiin siementaimien hypo-

kotyylin pitkista.

A) Siementen steriili idatys

Siemenet laitetaan 500 pm:n verkkoputkeen ja
huuhdellaan ioninvaihtovedelld, varsinkin jos
kiytetddn peitattuja siemenid. Siemenet siirre-
tdan steriloituun 500 pm:n verkkoputkeen ja
kastetaan (2-3 s) 95 Y:seen etanoliin. Etanoli
huuhdellaan nopeasti steriilill tislatulla vedel-
1a (etanoli ja hypokloriitti muodostavat alkyyli-
hypoklotiitteja). Verkkoputkessa olevia sieme-
nid ravistellaan 30 min 5 %:sessa natriumhy-
pokloriitissa (5 % aktiiviklooria), johon on li-
sitty Triton X-100:aa (pari tippaa/50 ml).
Siemenet huuhdellaan 3 kertaa steriililld tisla-
tulla vedelld (noin 5 min/vesi) verkkoputken
avulla. Huuhtelun jilkeen siemenet kaadetaan
putkesta steriilille petrimaljalle.

Iditys tehdadn lasisissa petrimaljoissa

(& 100 mm), joissa on Selstoff-vanua 5-7 ker-
rosta. Selstoff kostutetaan petrimaljoissa tis-
latulla vedelli ja autoklavoidaan (20 min,
121 °C). Maljalle poimitaan steriloiduilla pin-
seteilld 20 siementa. Siemenid iddtetddn ensin
pimeissd 4 vrk ja sen jilkeen valossa (16 h
valoa/vrk) 4 vrk.
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B) Suspensioviljelmén aloitus

Sirkkataimista leikataan 5-10 mm:n mittaisia
hypokotyylin paloja. Yhdeltid maljalta saadaan
15-20 hypokotyylin pitkii. Leikkaaminen teh-
diin siten, ettd pinseteilld tartutaan sirkkatai-
men hypokotyyliin ja leikataan sirkkajuuri irti
jittien se iddtysmaljalle. Irti leikattu sirkkatai-
mi siirretddn puhtaalle maljalle ja poistetaan
sirkkalehdet ja meristeemi. Hypokotyyli laite-
ravintoliuokseen. Yhden
maljan hypokotyylit keritdin aina yhteen pul-

taan vilittdmasti

loon. Ravintoalusta on modifioitu Murashige
& Skoog (1962) ravintoalusta, jossa on 1 mg/1
2,4-D:a (MS034). 100 mln Erlenmeyer-pul-
lossa on 20 ml ravintoalustaa. Viljelmia inku-
boidaan ravistelijassa (100 rpm) ja valossa (16
h valoa/vrk) nelja viikkoa.

C) Alaviljelmat 1-10

Ensimmiinen alaviljelmi tehddin, kun sus-
pensio on kehittynyt neljid viikkoa. Jatkossa
kasvatusaika on kaksi viikkoa. Kasvatuspullos-
sa oleva suspensio kaadetaan 355 pm:n verk-
koputkeen. Putki pidetdan 100 ml:n dekantte-
rissa ja ravistellaan kunnes kaikki hienompi
soluaines on mennyt lipi ja verkolle ovat jaa-
neet kaikkein suurimmat solurykelmit. Lipi
mennyt suspensio jaetaan kahteen 10 mlin
sentrifugiputkeen ja suljetaan steriilisti alumii-
nifoliolla. Solut sentrifugoidaan 5 min, 100
G:td (817 rpm).

Sentrifugoinnin jilkeen pipetoidaan kirkas
supernatantti ja soluylimairi pois. Pakattua so-
lua pipetoidaan muovisella Pasteur-pipetilia
0,5-0,7 ml. Pipetoinnissa kiytetddn apuna tuo-
retta ravintoalustaa. Alaviljelmissd kiytetain
MS034-ravintoalustaa (20 ml/ 100 mlin Er-
lenmeyer-pullo). Suspensioita inkuboidaan ra-
vistelijassa valossa (16 h valoa/vrk).



D) Alkioiden induseinti

Alkioiden indusointiin kiytetdin aikaisintaan
kolmatta ja viimeisend kymmenetti alaviljel-
maii. Alaviljelmi tehdiddn kahdeksan vuoro-
kauden ikiisestd suspensiosta. Solususpensio-
ta kaadetaan kahdesta alaviljelmédpullosta 355
pum:n verkkoputkeen, putkea vililld ravistaen.
Ravistelua jatketaan kunnes ainoastaan kaik-
kein karkein aines jaa verkolle. Lipi mennyt
suspensio kaadetaan seuraavaksi 200 pm:n
verkolle ja edelleen 100 um:n, 45 um:n ja 27
pm:n verkoille. Joka vaiheessa suodatetaan
huolellisesti hienoin suspensio verkon lapi.
Verkkoputkia pidetddn 100 mln dekanttereis-
sa. 27 um:n verkolle jadvit yksittdiset solut
pestain MS035-ravintoliuoksella (hormoni-
ton). Pesu tehddin siten, ettd putki siirretddn
puhtaaseen dekantteriin ja livosta kaadetaan
putken sisireunoja myéten noin 20 ml ja ravis-
tellaan. Pesuliuos kaadetaan pois. Sama toiste-
taan kolme kertaa. Ndmi kolme pesua voidaan
tehdi kuitenkin yhdessi ja samassa dekantte-
rissa. Pestyt solut valutetaan pois putkesta pi-
petoimalla muovisella Pasteur-pipetilld put-
keen MS035-ravintoalustaa. Soluja keritidn
yhteen dekantteriin, kunnes niitd on rittavésti.

Muovisella Pasteur-pipetilld purskuttamal-
la pidetddn suspensio tasaisena, jotta siitd saa-
daan luotettava niyte solutiheyden mairitta-
miseksi. T4td varten otetaan lasisella Pasteur-
pipetlld pieni pisara solususpensiota ja laite-
taan se verisolulaskukammioon (Fuchs-Ro-
senthal). Laskurin kammioihin otetaan pisarat
kahdella eri pipeulld, jotta solutiheyden vaih-
telusta johtuva virhe jdisi mahdollisimman pie-
neksi.

Mikroskoopin avulla lasketaan solujen
midrad kymmenesti ruudukosta. Keskimaarais-
td ruudukon solujen miiria ja laskukammion
tilavuutta hyviksi kiytiden lasketaan solutiheys
millilitraa kohti solususpensiossa. Saadun ar-
von avulla lasketaan se suspensiomadiri, joka
tarvitaan 20 ml:aan ravintoalustaa, jotta lopul-
linen solutiheys on 30 000 solua/ml. Induk-
tioalustana kiytetddn MS035-ravintoalustaa.
Alkioiden induktio tapahtuu ravistelijassa (100
rpm) pimedssi kahden viikon aikana.
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E) Alginaattipohjaisten keino-
siementen valmistus

Kemikaalit: 2 % natriumalginaattiliuos ja 100
mM Ca(NO3)2X 4H20

Kahden viikon ikiistd alkiosuspensiota
kaadetaan 500 pm:n verkkoputkeen ja ravis-
tellaan. Verkolle jadvat suurimmat alkiot pois-
tetaan. Verkon lipi menevit pienet alkiot kaa-
detaan 355 pm:n verkkoputkeen ja ravistellaan
pfenimpien alkioiden poistamiseksi.'Verkoll}:
jadvid alkioita pestidn kaatamalla pesuliuosta
putken sisireunoja mydten ja putkea ravis-
telemalla. Pesu tehddin kaksi kertaa vaihta-
malla putki aina puhtaaseen 100 ml:n dekant-
teriin. Pesulivos on hormoniton ja sokeriton
1/3MS livos. Pestyt alkiot valutetaan putkesta
dekantteriin kddntimalld putki ylosalaisin ja
painamalla Pasteur-pipetilld pesuliuosta ver-
kon lapi.

Saatua alkiosuspensiota pipetoidaan sterii-
lille kertakayttoiselle petrimaljalle (Greiner,
J 60 mm). Suspensioon sekoitetaan varovasti
natriumalginaattia muovisella Pasteur-pipetilld
alkioita vahingoittamatta. Sekoitussuhde on
nelja millilitraa alginaactiliuosta yhtid suspen-
siomillilitraa kohti.

Alkioiden poiminta aloitetaan mahdolli-
simman nopeasti alginaatin haittavaikutuksista
johtuen. Lasisella Pasteur-pipetilld imetain en-
sin hieman puhdasta alkio-alginaattiseosta pi-
petin kapillaariosaan. Valitaan yksi normaalisti
kehittynyt torpedovaiheinen alkio ja imetiin
se pipettiin. Alkio saa jiida kapillaarin kir-
kiosaan. Alkio pudotetaan pisarana kalsium-
nitraattiliuokseen, jossa alkaa vilittémist al-
ginaatin polymerisoituminen. Kalsiumnitraat-
tia on noin 40 ml 100 ml:n dekantterissa. Al-
kioita poimitaan kymmenen minuuttia, jonka
jilkeen ne saavat polymerisoitua 25 min. Niin
saadaan eri, jossa polymertisoitumisaika on 30
min *5 min. Polymerisoitumisen aikana de-
kantteria ravistellaan joitakin kertoja. Jokaista
poimintaa varten tehddin uusi alkio-alginaat-
tiseos. Kalstumnitraatti pipetoidaan pots. Kei-
nosiementen piille kaadetaan hieman alkioi-
den pesuliuosta ja pipetoidaan se pois. Niin



saadaan litka kalsiumnitraatti pois. Varsinai-
seen pesuun kiytetdin noin 40 ml samaa pe-
suliuosta, mutta pesuaika on 60 min. Dekant-
teri suljetaan sterilisti alumiinifoliolla ja lai-
tetaan pesun ajaksi ravistelijaan (100 rpm).
Pesuliuos pipetoidaan pois. Keinosieme-
net huuhdotaan vield pienelld mairilli pesu-
livosta, jotta kaikki kalsiumnitraatd saadaan
pois. Keinosiementen siirtely ja kisittely ta-
pahtuu helposti muovisen 3 ml:n Pasteur-pi-
petin avulla. Keinosiemen “imetdin” pipetin
kirkeen, missd se pysyy imun avulla.

F) Keinosiementen koeidatys

Idityksessd kdytetdadn ravintoalustaa, joka on
1/3 MS, 30 g/l sakkaroosia ja hormoniton.
Havainnointia ja idityksen tehostusta varten
lisatddn alustaan aktiivihiiltd 0,2 %. Ravinto-
alusta valetaan kertakiyttdisille petrimaljoille
(Greiner, & 60 mm). Yhdelle maljalle laitetaan
10 kpl keinosiemenia. Kasvatus kestdd kaksi
viikkoa valossa (16 h valoa/vrk).

Tulokset ja tulosten tar-
kastelu

Alkioiden viljelyn kdynnistimisessi on kiytGs-
sd erilaisia menetelmid. Normaalisti kasvatus
tehdiin alusta loppuun kiinteilld alustalla, jol-
loin alkioiden muodostus tapahtuu kallussolu-
kossa. Kasvien monistusta ajatellen metodi
eroaa itse asiassa vain vidhan mikrolisidyksesti,
jossa kaikki vaiheet tdytyy tehdd kisin. Auto-
maation kannalta parempi vaihtoehto olisi
kdynnistda viljelma suoraan nesteviljelmini,
jolloin liuokseen irtautuvat embryogeeniset
solut voidaan poimia automaattisesti jatkokas-
vatukseen ja viedd niin koko prosessi alusta
loppuun.

Tsygoottisista alkioista poiketen somaat-
tisilta alkioilta puuttuvat endospermi ja testa.
Kehitettiessa keinotekoista endospermia ja
testaa keinosiemenille, paras liht6kohta lienee
pyrkid simuloimaan luonnollista endospermii
ja testaa. Kalsiumalginaatti, joka on usein kiy-
tetty materiaali alkioiden kapseloinnissa, so-
veltuu heikosti keinosiementen pitkaaikaiseen
varastointiin, mutta lyhytaikaisesti sekin voi
olla kiyttokelpoinen ratkaisu. Eris tirkea seik-
ka keinotekoista endospermii kehitettiessd on
sen polymerisaatiokyky normaalissa huoneen
lammossi. Natriumalginaatti on sikili erittdin
sopiva, ettd sen polymerisaatio tapahtuu nor-
maalilimpétilassa 100 mM:ssa Ca(NO3)2:ssa
kalsiumalginaatiksi. Vastaavanlaisia polymee-
rejd ja nilden kombinaatioita I6ytyy useitakin
(Taulukko 1).

Na-alginaattia kiytettiessd nopea tyésken-
tely on tirkeds, silldi polymerisoimaton algi-
naatti vaikuttaa haitallisesti alkioiden itavyy-
teen. Itavyyud wtkittiin inkuboimalla alkioita
alginaatissa 24 tunnin ajan (Kuva 1). Niytteet
otettiin 2, 4, 8, 16 ja 24 tunnin kuluttua in-
kubaation aloituksesta. Alkioiden itivyys laski
hyvin nopeasti ja oli vastaavasti 66, 54, 19,
0 ja 0 %. Eli 16 tunnin inkubaation jilkeen
ei endd |6ydetty yhtddn itivid alkiota, kun vas-
taavan ajan kuluttua kontrollialustalla ilman
Na-alginaattia itivyys oli yhd 85 %. Vield 24
tunnin inkubaationkin jilkeen kontrollialusto-
jen alkioiden itdvyys oli 81 %.

Somaattisten alkioiden ja keinotekoisten
siementen kiytté puutarhakasvien lisdyksessi
ja jalostuksessa on toistaiseksi vield melko ra-
jallista. Erailld mallikasveilla kuten esim. pork-
kanalla, sellerilld ja sinimailasella on kuitenkin
voitu osoittaa menetelman toimivuus kiytan-
n6ssd. Somaattinen embryogeneesi voi olla
myOs tehokas tyokalu kasvinjalostuksessa.
Koska useat puutarhakasvit ovat itse asiassa
heterotsygootteja klooneja, voidaan risteytys-
jalkeldiset nopeasti kloonata kayttimilld kei-
nosiementekniikkaa. Niin saadaan nopeasti
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100

CR %

B Kontrolli

B Ma-alginaatti

Kuva 1. Porkkanan somaattisten alkiciden itamisprosentit (CR %) 0-24 tunnin (h) inkubaation jél-
keen ilman Na-alginaattia |=kontrolli) tai Ma-alginaatin kanssa.

riittivin suuret aineistot ensimmdisid kentti-
kokeita varten. Yhdistimailli keinosiementelk-
niikka ja geeninsiirto, voidaan muuten hyvin
lajikkeen tiettyd ominaisuutta parantaa lisaa-
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Puiden somaattinen embryo-
geneesi biotekniikassa

Liisa Kaarina Simola
Biotieteiden laitos, Kasvifysiologian osasto, PL. 56, 00014 Helsingin yliopisto
e-mail: liisa.simola@bhelsinki fi

Somaattista embryogeneesid on indusoitu useilla puuvartisilla kasveilla kiyttden ldhtéaineistona
alkioita tai niistd tuotettuja kallussolukoita. Somaattisten alkioiden tuottaminen vegetatiivisesta
solukosta saatuihin solukkoviljelmiin on harvinaisempaa. Eriilld havupuilla, kuten kuusella (Prcea
sp.) ja lehtikuusella (I_arix sp.) somaattisten alkioiden induktio ja kypsytys tunnetaan jo hyvin.
Toistaiseksi on onnistuttu kasvattamaan vihiisessd méarin kokonaisia taimia, joiden ominaisuuksia
voidaan tutkia kenttikokein. Tulppaanipuulla (Iiriodendron tulipifera) taimien massatuotannossa
voidaan kayttda siivildityd, alkioita runsaasti sisiltdvai jaosta, ja alkiot itdvit ilman lepovaihetta.
Vieli ei tiedetd miki aiheuttaa somaattisen solun muuttumisen alkioita tuottavaksi. Polyamiineilla
ja aminohapoilla ndyttdd kasvihormonien ohella olevan siitelevd vaikutus. Mikili somaattisista
alkioista halutaan keinotekoisia siemenid, on endospermi ja siemenenkuori korvattava
keinotekoisilla jiljitelmilld. Olemme viljelleet embryogeenisti solukkoa seka kuusen alkioista ettd
megagametofyyttisolukosta. Suurin osa megagametofyytilinjoista kuolee haploidivaiheessa
esiintulevien letaaligeenien vaikutuksesta. Alunperin haploidi megagametofyyttisolukko
diploidisoituu spontaanisti ja tloksena on homotsygoottinen linja, joka harvoin tuottaa alkioita.
Metsilehmuksen (T7/ia cordata) epikypsistd alkioista olemme tuottaneet somaattisen
embryogeneesin kautta taimia useasta provenienssista. Mikili somaattisia alkioita halutaan
geneettisesti manipuloida, tiytyy olla saatavana spesifisid geeneji ja promoottoreja. Niiti ei puista
juuri tunneta, ja ominaisuudet ovat usein monen geenin saitelemid. Geeninsiirtotekniikat eivit
takaa geenin asettumista sopivaan paikkaan ja ekspressoitumista. Olisi oltava myés valintakeino
transformoitujen solujen tunnistamiseksi. Transformoidut alkiot taytyy saada kehittymiin uusiksi
kasveiksi, ja niitd on voitava lisdtd suvuttomasti taimien massatuotantoa varten.

Avainsanat: geenitekniikka, keinosiemenet, Picea abies, puuvartiset kasvit, solukkoviljely, Tilia cordata
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Abstract

Somatic embryogenesis in biotechnology
of woody plants

Liisa Kaarina Simola
Department of Biosciences, Division of Plant Physiology, P. O. BOX 56,
FIN-00014 University of Helsinki
e-mail: lisa.simola@belsinki fi

With several woody plants somatic embryogenesis has been induced from embryos or
embryo-derived callus tissue as explants. Induction of somatic embryos from callus produced from
vegetative tissue is less common. With some conifers, such as spruce (Picea sp.) and larch (Larix
sp.), induction and development of somatic embryos is well known. Regeneration of complete
plantlets has been successful to some extent and their properties can be studied in the field. With
tulip tree (Liriodendron tulipifera) suspension cultures containing abundant embryos can be sieved
and used for mass propagation, and the embryos germinate without dormancy. The cause of
proliferation of embryos from a somatic cell is not known. It seems that polyamines and amino
acids have, in addition to growth substances, a regulatory role. If artificial seeds are to be produced
from somatic embryos, the endosperm and seed coat must be replaced by an artificial substitute.
We have cultured embryogenic callus both from spruce embryos and from megagametophytic
tissue. Most of the megagametophytic lines die during the haploid phase due to expression of lethal
genes. Diploidisation of the haploid callus of megagametophyte origin is spontaneous, resulting in
a homozygous line which rarely produces embryos. We have cultured plantlets via somatic
embryogenesis of several provenances of lime (174a cordata) by using immature embryos as explants.
If genetic transformation of somatic embryos is desired, specific genes and promoters must be
available. With trees these are often not known and characters are coded for by multiple genes.
Gene transfer techniques do not guarantee that the gene is suitably located and expressed. Selection
methods should also be available for identification of the transformed cells. One must be able to
culture transformed embryos into new plants and propagate them vegetatively for mass production
of plantlets.

Key words: artificial seed, genetic engineering, Picea abies, Tilia cordata, tissue culture

84



Johdanto

Usein puiden kyky tuottaa kypsid siemenia
heikkenee niiden vanhetessa. Pistokaslisdys
taas saattaa tuottaa huonon tuloksen johtuen
kehittyvin taimen oksamaisesta kasvutavasta
ja heikosta juurtumisesta. Vaikka verraten
vanhojen puiden jilsi tuottaa kallusta, niin eri-
laistumisen induktio on useimmiten heikkoa.
Somaattisia alkioita, joita raportoitiin harvinai-
sina erikoisuuksina 10 vuotta sitten, tutkitaan
tilli hetkelld vilkkaasti. Niiden kiyttd perus-
tutkimuksessa ja biotekniikassa on viime vuo-
sina voimakkaasti lisdantynyt. T4std osoitukse-
na ovat mm. alan erikoissymposiumit seki
vuonna 1995 ilmestynyt kolmiosainen teos:
Somatic embryogenesis of woody plants I-111
(toim. Jain ef af).

Somaattisen embryogeneesin
esiintyminen ja induktio

Téysikasvuisista puista on usein sangen vaikea
saada jatkuvasti alkioita tuottavia solukkovil-
jelmid. Puun erilaistuneet tumalliset solut eivit
helposti indusoidu jakautumaan, saati sitten
tuottamaan alkioita vastaavissa olosuhteissa
kuin esim. saman lajin vesoista otetut siirrin-
niisct. Jotkut toistaiscksi tuntemattomat gee-
nit ovat ensin mainituissa soluissa repressoitu-
neet. Sen sijaan on verraten helppo indusoida
adventiivialkioita vanhankin puun kehittyviin
alkioon, jolloin solujen katsotaan jo ennalta
mairiytyneen embryoita tuottaviksi. Tosin
lehtipuista tunnetaan useita yksittaistapauksia,
joissa kukanosiin on kehittynyt somaattisia al-
kioita. Erityisesti tammen (Quercus robur) he-
denorkot ovat osoittautuneet hyviksi ihtoai-
neistoksi (Gingas 1991). My6s 50-vuotiaasta
rautatammesta (Quercus ilex) otettu lehtisiirrin-
niinen saatiin tuottamaan ravintoalustalla nys-
tyroitd, joihin kehittyi somaattisia alkioita (Fe-
raud-Keller & Espagnac 1989). Erds keino
saada aikaan somaattista embryogeneesia on
tuottaa tiysikasvuisesta puusta ensin mikroli-
siysmenetelmilld versoja, ja indusoida niiden
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lehtilapoihin tai ruoteihin alkionmuodostusta
(Michler & Bauer 1991).

Joskus parin piivin auksiinilisdys ravin-
toliuokseen saattaa indusoida vuosia jatkuvan
somaattisen embryogeneesin viljelmassi. Tatd
ns. autoembryoniaa on havaittu esim. valea-
kasialla (Robinia psendoacacidy (Merkle & Wiecko
1989). Tulppaanipuulla (Liriadendron tulipifera)

-auksiinia (2,4-dikloorifenoksietikkahappo, 2,4-

D) tarvitaan alkioiden jatkuvaan tuottamiseen.
Kun se jitetddn pois ravintoliuoksesta, somaat-
tiset alkiot jatkavat kehitystddn taimiksi ilman
lepovaihetta (Merkle & Sommer 1986). Sama
ilmié on havaittu esim. eriilli kastanjalajeilla
(Castanea sp.y (Merkle et al. 1991). Valitettavasti
pitkdaikainen auksiinikisittely saattaa johtaa
somaattisten alkioiden kehityshiiriéihin.

On varsin ongelmallista saada puuvartiset
kasvit tuottamaan paljon somaattisia alkioita.
Usein on.pdisty hyviin tulokseen, kun lih-
tOaineistona on kiytetty tsygoottisiin alkioihin,
varsinkin niiden sirkkalehtiin tai -varteen eri-
laistuvia alkioita. Joskus saadaan vain muutama
yksittdinen alkio, joka voi kehittyd taimeksi,
mutta lajin suurimittaiseen lisidmiseen el paas-
ti. Eriissd tapauksissa primaarinen somaat-
tinen alkio ei kypsy, vaan siitd lihtee kasva-
maan uusia alkioita. Nama saavat yleensi al-
kunsa epidermi- tai subepidermisoluista. Tami
ilmi6 voi johtaa somaattisten alkioiden mas-
satuotantoon (Kuva 1).

Joskus my6s lehtipuiden proembryogee-
nista massaa voidaan viljella pitkid aikoja auk-
siinia sisdltavilld alustalla. Kehitys jad varhai-
seen pallovaiheeseen, mutta viljelméin siirto
auksiinia sisaltimictomaille alustalle mahdol-
listaa alkioiden jatkokehityksen, ja muutamasta
grammasta proembryogeenista viljelmia saa-
daan tuhansia somaattisia alkioita. Merklen
tyoryhmi on kehittinyt viljelymenetelmin,
jossa tulppaanipuun alkioita tuottava suspen-
sioviljelmi siivil6idiin ja pallovaiheisia alkioita
sisdltivi jaos keritddn suodatinpaperille Buich-
ner-suppiloa vihiistd tyhjiotd kdyttden.
Suodatinpaperi
alkiot laitetaan puolikiinteille alustalle valoon
30 °C:seen (Kuva 1). Kahden viikon kuluttua
kehittyy samanaikaisesti kokonainen populaa-
tio pitemmille kehittyneitd alkioita (Merkle ez
al. 1993).

ja
ja sen pinnalla  olevat



Kuva 1. Tulppaanipuun (Liriodendron tulipifera) alkioita muodostavan (embryogeenisen) vilielman jaottelu
ja synkronointi massakasvatusta varten. A. Embryogeenista suspensiovilielmaa kasvatetaan nestemaisessa
induktiokasvatusliuoksessa pullossa ravistelussa. B. Proembryogeeniset solukot jaotellaan terassiivilalla,
ja jaos, joka menee lapi 140 pum:n, muttei 38 pm:n aukoista, sééstetaan. C. Jaosta viljellaan vikko
peruskasvatusliuoksessa. D. Pallovaiheen alkiot jaotellaan jalleen, jotta voitaisiin poistaa solurykelmat
ja vapaat solut; 230 um:n, muttei 140 pm:n aukoista lapimeneva jaos saéstetaan. E. Pallovaiheen alkioita
kasvatetaan viela 7-10 paivaa perusalustalla, jotta saadaan synkronoitua sydan-torpedovaiheen alkioita.
F. Vaihtoehtoisesti proembryogeeniset solukot siirretaan valittdmasti ensimmaisen jaottelun jalkeen suo-
datinpaperille, joka asetetaan puolikiinteélle perusalustalle. G. Proembryogeenisié solukoita kasvatetaan
12-14 paivaa abskisiinihappoa sisaltavalla erikoisalustalla, jotta saadaan kypsié alkioita. H. Kypsat alkiot
siirretaan perusalustalle ilman suodatinpaperia itamisen edistamiseksi. 1. Taimet siirretadn uudelle eri-
koisalustalle, josta ne istutetaan 6-8 viikon kuluttua maaseokseen [Simola 1995, Merklen et al. (1990a)
mukaan).



Somaattisten alkioiden jatkokehitys on
usein heikkoa. Vaikeuksia voi olla alkioiden
kypsymisessi. Meristeemien aktivoituminen
jakautumaan ja solujen polarisoituminen ovat
ongelmina. Seuraavaksi on juuren ja verson
erilaistuttava anatomisesti ja fysiologisesti. On-
gelmia on varsinkin juuren kasvuunlihdossi
ja verson pitenemisessi. Jatkuvaa embryoge-
neesid varten tunnetaan muutamasta havupuu-
suvusta viljelymenetelmi, joissa proembryoita

tuottavaa solukkoa voidaan viljelld paljonkin .

(Attree & Fowke 1993). Kuitenkin somaat-
tisten alkioiden heikko jatkokehitys on usein
hyvin vakava ongelma. Olisikin pystyttiva jil-
jittelemain kunkin lajin normaalien tsygoot-
tisten alkioiden kehitystd (jalkikypsyminen,
vernalisaation tarve jne.), jotta somaattiset al-
kiot kehittyisivit taimiksi.

Kuusen ja lehmuksen somaattinen
embryogeneesi

Omassa laboratoriossamme on tutkittu kuu-
sen (Picea abies) megagametofyytti- ja alkiope-
riisten kalluslinjojen indukdota ja kasvua seki
erilaistumista sddtelevid tekijoitad. Pyrkimykse-
ni oli saada megagametofyyteistd haploideja
kalluslinjoja, joista joko spontaanisti tai kolki-
siinikisittelylla paastaisiin diploideihin (dihap-
loideihin) homotsygoottisiin linjoihin. Haploi-
divaihe toimisi letaaligeenien karsimisen mah-
dollistavana siivilini. Kun viljelmit aloitettiin
epakypsistd vernalisoiduista siemenistd, niistd
kuoli usein 98-99 % puolen vuoden kuluessa
viljelmin aloittamisesta (Simola & Honkanen
1983). Sen sijaan alkioista saatiin paljon edel-
leen viljeltavii linjoja, mutta niiden rakenne ja
viri sekid kyky tuottaa spontaanisti proem-
bryoita vaihteli paljon (Simola ez 4/ julkaisema-
ton).
Megagametofyytilinjat  diploidisoituivat
spontaanisti ja embryogeneesin induktio on-
nistul parhaiten alustalla, joka oli kehitetty
loblollyminnyn (Pinus taeda) siemenen koos-
tumuksen pohjalta (Teasdale e a/ 1986), mutta
plentd midrdd orgaanista typped (kaseiinihyd-
rolysaatti 100 mg/l ja 0,5 mM glutamiini,

87

0,25 mM arginiini) kdytettiin epdorgaanisen ty-
pen lisind. 2,4-D (10 uM) ja kinetiini (2,5
tai 5 UWM) osoittautuivat embryogeneesille
edullisimmiksi kasvuaineiksi (Taulukko 1).
Megagametofyyttilinjojen erilaistuminen pro-
embryovaihetta pidemmille oli harvinaista (Si-
mola & Santanen 1990).

Havupuilla  abskisiinihappokasittely
yleensi tarpeen alkioiden kypsymiselle (von
Arnold & Hakman 1988, Simola & Santanen
1990), mutta se niyttidd olevan eduksi my6s
metsilehmuksen (T7/a cordata) somaattisten al-
kioiden jatkokehitykselle (Simola & Kirkénen
1996). Puiden somaattisilla ja tsygoottisilla al-
kioilla on hyvin samankaltainen elektronimik-
roskooppinen rakenne (Joy et a/. 1991, Simola
& Kirkonen 1994). Eriissd tapauksissa os-
moottisilla olosuhteilla ja sopivilla typen lih-
teilld, erityisesti proliinilla ja glutamiinilla on
alkioiden kehitysta edistivi vaikutus (Wethe-
rell & Dougall 1976, Nuti Ronchi ef /. 1984).
Joskus kuivuminen ja kylmikasittely ovat sie-
menten jilkikypsymisvaatimuksena. Titd tie-
toa joudutaan soveltamaan, kun somaattisista

on

alkioista yritetiin saada itdvia keinotekoisia sie-
meniia (Merkle ¢ a/. 1990Db).

Koska polyamiinilisaykselld oli kuusen me-
gagametofyyttilinjojen kasvuun ja erilaistumi-
seen suotuisa vaikutus, tutkimme myé6s
somaattisen embryogeneesin aikaisia muutok-
sia tilli lajilla (Simola & Honkanen 1983).
Porkkanan (Daucus carota) suspensioviljelmassa
oli jo todettu polyamiinien synteesiin liittyvien
entsyymien ja embryogeneesin vililli selva
korrelaatio (Montaque eza/. 1978). Kuusen ylei-
simmait polyamiinit olivat putreskiini ja sper-
midiini, joista varsinkin spermidiinin maard
nousi embryogeneesin aikana (Santanen & Si-
mola 1992). Polyamiinit esiintyvit paitsi va-
paina - jossa muodossa ne useimmiten mai-
ritetdin - myds fenoleihin konjugoituneina tai
sitoutuneina esim. solunseiniin ja tuman pro-
teiineihin. Valkokuusella (Picea glanca) on ylei-
simpid polyamiineja paikannettu immunohis-
tokemiallisin keinoin alkioita tuottavan kallus-
solukon tumaan ja tumajyviseen (Amara-
singhe & Catlson 1994).

Kuusella spermidiinin konjugoitu muoto
yleistyi embryogeneesin aikana, mutta putres-



Taulukko 1. Ravintoalustojen (1-6) ja kasvuaineiden vaikutus kuusen (Picea abies) kallusvilielmien
proembryoiden induktioon (megagametofyyttiperainen vilielma). Makroravinnekoostumus: 1) Ns-makro-
ravinteet (Chu et al. 1975) (NH4":NOg’, 1:4), 2) Ne-makroravinteet (NH4*:NOg', 1:4), 3) T-makroravinteet
(Simola & Santanen 1990) (NH4":NO3', 1:2), 4) T-makroravinteet (NHs":NOg’, 1:4), 5) T-makroravinteet
(NH4*:NOgz, 1:2), 6) T-makroravinteet (NHs":NO3", 1:4). Alustassa 1 MS-mikroravinteet (Murashige &
Skoog 1962), alustoissa 2-6 on SS-mikroravinteet (Simola & Santanen 1990) sisaitden myds nikkelia.
Alustat 1, 3, 5 ja 6 sisaltavat orgaanista typpea (kaseiinihydrolysaatti 100 mg/l, arginiini 0,25 mM ja
glutamiini 0,5 mM). Kaksi perattaista koetta (I ja Il). Proembryoiden lukuméara/1g kallus; +, 1-50; ++,
51-100; +++, 101-200; ++++, >200. (Simola & Santanen 1890).

Ravintoalusta Kasvuaineet Orgaaninen typpi Proembryoita/1 g kallus
1 It
1A 2,4-D 10 pM + + +
2A kinetiini 2,5 pM - +++ +++
3A + 4+ -
4A - + +++
SA + 4+ +
6A + +4++ 4+
1B 2,4-D 10uM + + +
2B kinetiini 5 pM - +++ +
3B + +
4B - +
5B +
6B + +++ +
1C indolivoihappo 0,5 uM + ++ +
2C Kinetiini 5 uM - + +
3C . + + +
4C - + +
5C + +
6C + +
1D indolivoihappo 0,5 uM + + +
2D kinetiini 25 uM - +++ +
3D + + +
4D - +++ +
5D +
6D +




kiinia oli vain vihin, eikd sitd esiintynyt lain-
kaan sidotussa muodossa (Santanen & Simola
1992). Selvitimme myds diamiineja ja poly-
amiineja hajoittavien entsyymien aktiivisuuden
alkion kehityksen eri vaiheissa ja vertasimme
niiden entsyymien aktiivisuutta vastaaviin ak-
tiivisuuksiin samanikiisissd ja samoissa oloissa
kasvaneissa embryoita tuottamattomissa lin-
joissa. Voimakkaasti kasvavissa viljelmissa ent-
syymien aktivisuudet ovat alhaiset. Verratta-
essa kypsyvii alkioita ja alkioita tuottamatonta
osaa viljelmisti, todettiin viimeksi mainitussa
selvisti korkeammat entsyymien aktiivisuudet
(Santanen & Simola 1994).

Transgeeniset kasvit

Mikili primaariseen somaattiseen alkioon sen
kehityksen varhaisvaiheessa onnistutaan siirtd-
main toivottuja geenejd, ja nimi ekspressoitu-
vat, voitaisiin olettaa merkittiavid puiden geeni-
manipulaation sovellutuksia olevan nikopii-
rissi. On kuitenkin otettava huomioon, etta
monet ominaisuudet ovat lukuisten geenien
saatelemii. Siirrettiessi geeneji biolistisin me-
netelmin proembryoihin, soluissa tapahtuu
tuskin koskaan samanlaisia osumia. Toisin
kuin sanikkaisten, siemenkasvien juuren ja
verson kasvupiste koostuu useasta solusta.
Niin ollen erilaisten kimeroiden ja epimuo-
dostumien kehitys on varsin todennikdisti.
Menetelmii lieneekin esitelty todellista tulok-
sellisempana.

Vaikka somaattinen embryogeneesi saattaa
niyttid lupaavalta menetelmiltd transgeenis-
ten puiden massatuotannossa, liittyy siihen
merkittavia ongelmia. Ne on ensin myénnet-
tivi ja sitten ratkaistava vankan tiedon, taidon,
kovan ty6n ja intuition tuloksena. Samankin
lajin eri linjat reagoivat esim. eri aminohap-
polisiyksiin ja kasvuaineisiin tdysin eri tavoin.
Lisiksi saman linjan eti viljelmipolvet saat-
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tavat kiytdytyid er tavoin (Simola ef a/ jul-
kaisematon).

Tulppaanipuulla proembryoita sisaltivid
viljelmia on yritetty transformoida biolistisin
keinoin ampumalla niihin plasmidi pB1121,
jossa on B-glukuronidaasi- (GUS, pektinaasi)
ja kanamysiiniresistenssigeeni (Wilde e /.
1992). Kanamysiiniresistentit soluryhmit ni-
kyvit kuuden viikon kuluttua. Niisti viljel-
misti on regeneroitunut transgeenisid kasveja,
joissa B-glukuronidaasi ekspressoituu vield vii-
den vuoden ikiisissi puissa. Tutkijaryhmii ei
tunnu vaivaavan se tosiasia, etta kasveilla on
yleensi jo valmiina timi geeni, mutta se eks-
pressoituu vain kehityksen tietyssd vaiheessa,
jolloin silld on merkitysti esim. hedelmien kyp-
symisessa.

Keinotekoiset siemenet

Mikili alkioiden tuotanto ja jatkokehitys sirk-
kalehdelliseen vaiheeseen ovat hyvit, voidaan
kokeilla niiden kapselointia alginaattigeeliin,
johon on liitetty sopivat epdorgaaniset ravin-
teet. Verraten hyviin tulokseen paasimme jil-
jittelemilli itdvin siemenen aminohappo-
koostumuksessa tapahtuvia muutoksia. Argi-
niinin ja glutamiinin lisdys keinotekoiseen en-
dospermiin lisisi selvisti itimistd (Simola ef a/.
julkaisematon).

Usein puita koskevat ty6t jddvit raporteiksi
onnistuneesta somaattisesta embryogeneesista
ilman jatkotutkimuksia. Niin ei tiedetd, ke-
hittyvitké alkiot taimiksi ja selvidvitkd taimet
ruukutusvaiheessa kasvihuoneolosuhteissa ja
edelleen kenttikokeissa. Jos laji hyotyy my-
korritsasta taimistossa, on sopiva sieni-infek-
tointi aiheellinen. Tosin keinotekoisesti ai-
kaansaatu kasvi-sienisymbioosi saattaa korvau-
tua luonnossa toisella symbioosilla, jossa my-
korritsasieni jad usein tunnistamatta.
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Solukkoviljelyn hyodyntaminen
POHERIKA - pohjoiset erikoiskasvit -

projektissa. Kihokin, venajanjuuren ja
ranskalaisen rakuunan mikrolisays

Terttu Kamarainen
Oulun yliopisto, Kasvitzeteellinen puntarba, Pl. 333, 90571 Oulu
e-mail: mtk@snun3.onlu.fi

POHERIKA- projektissa tavoitteena on |6yt uusia hyédynnettivia yreti- ja rohdoskasvilajeja seki
tehostaa nykyisten viljelyd, jatkojalostusta ja kauppaa. Projektissa on mukana tutkijoita Oulun
vliopiston eri laitoksilta ja osastoilta. Hankkeessa on mukana myés MTT:n wutkimusasemia seki
yretiyrittdjia. Oulun yliopiston kasvitieteellisen puutarhan tehtivi on etsid ja kartoittaa uusia viljelyyn
sopivia yrtt- ja rohdoskasveja, testata eri lisdysmenetelmid sekd valita tutkituista kasvilajeista viljelyyn
parhaiten sopivia kantoja. Kasvitieteellisen puutarhan solukkoviljelylaboratoriossa tuotetaan lisiksi
rutkimusmateriaalia muille hankkeessa mukana oleville. Solukkoviljelyd hyédynnetddn projekdssa
sellaisilla kasvilajeilla, joiden lisdys muilla menetelmilld on hankalaa tai hidasta, esim. ranskalainen
rakuuna (Artemisia dracunculns). Vendjinjuuren (Acanthopanax senticosns) siementen itivyys on yleensi
ollut huono, ja vaihdon kautta ei ole ollut mahdollista saada suuria méaria siemenia. Kenttikokeisiin
tarvittavien kasvien kasvattaminen on titen ollut ongelmallista. Vendjinjuuren lisdyksessd on
kokeiltu mm. meristeemiviljelyd ja kallus-solukon erilaistamista taimiksi. Lupaavimmaksi
menetelmiksi venidjidnjuuren lisdyksessd on osoittautunut somaattisen embryogeneesin
indusoiminen siemenisti. Pyéreidlehtikihokin (Drosera rotundifolia) rutkimuksissa tavoitteena on 16ytaa
sellaiset kannat ja kasvatusolosuhteet, joissa tiettyjen sekundairimetaboliittien tuotanto on tehokkainta.
Viljelyi testataan tarkoitusta varten rakennetuissa kasvatusaltaissa. Solukkoviljelykokeissa on testattu eri
alkuperad olevien kasvien siementen itimiskykyd sekd ravinteiden ja valon vaikutusta kasvuun ja
7-metyylijuglonin tuotantoon.

Avainsanat. juurrutus, kallus, meristeemiviljely, regeneraatio, rohdoskasvit, somaattinen
embryogeneesi, yrtt
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Abstract

Tissue culture in the POHERIKA - special crops of the
north - project. Micropropagation of sundew, Russian
ginseng and French tarragon

Terttu Kiamairainen
Botanical Gardens, University of Ounln, P. O. BOX 333, FIN-90571 Oulu
e-mail: mtk@sun3.onlu fi

POHERIKA -project deals with herb and medicinal plant cultivation, product processing, quality
refining and marketing in northern Finland. Research is mainly done by different departments and
laboratories at the University of Oulu. Also MTT and some herb producers are participating in
the project. The role of the Botanical Gardens in the project is to search for and select new plant
species and provenances for the project, and to develop cultivation methods for the chosen plant
species. Micropropagation is used for multiplication of some plants and provenances which would
otherwise be difficult to propagate. French tarragon (Artemisia dracunculus L) does not produce
viable seeds and micropropagation has proven to be the fastest and the most efficient way for its
propagation. Russian ginseng (Acanthopanax senticosus Rupr. & Maxim. ex Maxim. Harms.) seed
material is rare in Finland and the germination of seeds is poor. The most promissing method so
far examined for its propagation is induction of somatic embryogenesis from seeds. Sundew
(Drosera rotundifolia L.) produces some medically valuable secondary products. Selection of
populations for cultivation is based on the capacity of different populations to grow and produce
these compounds. The effect of nutrients (especially nitrogen compounds) on growth and
production of secondary metabolites is tested zn vitro.

Key words: callus, herbs, medicinal plants, meristem culture, regeneration, rooting, somatic
embryogenesis
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Johdanto

POHERIKA-projektissa tavoitteena on 16ytai
uusia hy6dynnettivid yrtti- ja rohdoskasveja seka
tehostaa nykyisten viljelyd, jatkojalostusta ja
kauppaa. Projektissa on mukana tutkijoita Ou-
lun yliopiston eri laitoksilta ja osastoilta, mm.
kemian laitokselta, prosessitekniikan- ja kone-
tekniikan osastolta sekd teollisuustalouden ja
yrittdjyyden yksikosti. Hankkeessa on mukana
my6s Maatalouden tutkimuskeskuksen tutki-
musasemia ja yretyrittdjid. Oulun yliopiston kas-
vitieteellisen puutarhan tehtivd on etsid ja kar-
toittaa uusia potentiaalisia viljelyyn sopivia yrtd-
ja rohdoskasveja, testata eri lisiysmenetelmia ja
valita tutkituista kasvilajeista viljelyyn parhaiten
sopivia kantoja. Lisiksi kasvitieteellisen puutar-
han solukkoviljelylaboratoriossa tuotetaan tut-
kimusmateriaalia muille hankkeessa mukana
oleville tahoille. Kisittelen tissd kolmea pro-
jektin kannalta tirkeidd lajia: rakuunaa (Artemi-
sia dracunculus 1), venijinjuurta (Acanthopanax:
senticosns Rupr. & Maxim. ex Maxim. Harms.)
ja pyoreilehtikihokkia (Drosera rotundifolia 1..).
Rakuunasta on olemassa kaksi toisistaan
poikkeavaa viljelymuotoa: veniliinen ja rans-
kalainen. Ne eroavat toisistaan mm. aromi-
ainekoostumuksen ja talvenkestivyyden suh-
teen. Ranskalainen rakuuna ei tota itimis-
kykyistd siementd, joten sen lisdykseen on pe-
rinteisesti kdytetty pistokkaita. Solukkoviljely
on osoittautunut tehokkaimmaksi tavaksi lisata
tatd lajia.
Venijinjuuri
suuksiltaan paljon ginseng-juurta (Panax ginseng
C. A. Meyer). Oulun yliopiston kasvitieteel-
lisessd puutarhassa on kasvatettu vendjinjuuria

muistuttaa rohdosominai-

avomaalla ja talvehtiminen on onnistunut koh-
talaisen hyvin. Vanhimmat talvehtineet yksilot
ovat yli 10-vuotiaita. Lajilla voi siis olla me-
nestymisedellytyksid my6s Pohjois-Suomessa.
Venijinjuuren lisdyksessd ongelmana on ollut
Suomessa suhteellisen tuntemattoman lajin
siemenmateriaalin heikko saatavuus.
Kihokkeja kdytetddn raaka-aineena mm.
yskanlaakkeisiin. Suomessa luonnonvaraisena
kasvavan pyoreilehtikihokin lisiksi keskieu-
rooppalaiset ladketehtaat kiyttdvit muita lajeja,
esim. D. madagascariensis, jota viedddn Mada-
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gaskarilta arviolta 3-10 tonnia wvuosittain
(Kirch 1995). Suomessa luonnosta kerittyjen
kasvien myynti on viimeaikoina ollut n. 400-
1000 kg/vuosi. Pyoreilehtikihokin tutkimuk-
sessa paamairina on lOoytdd parhaimmat kan-
nat ja sellaiset kasvatusolosuhteet, joissa ki-
hokit kasvavat parhaiten ja niiden tuottamien
tiettyjen sekundiirimetaboliittien pitoisuudet
ovat korkeimmat.

Aineisto ja menetelmat

Ranskalaisesta rakuunasta on kasvitieteelliselld
puutarhalla lisiyksessi kolmea eri alkuperi.
Rakuunan mikrolisdys aloitetaan kevittalvella
kasvihuoneessa talvehtineiden, kasvun aloitta-
neiden kasvien versojen kirjisti. Lisdysalustoi-
na kiytetdan MS-pohjaisia alustoja (Murashige
& Skoog 1962). Juurrutukseen kiytetddn va-
hemmin ravinteita sisaltivia WPM-pohjaisia
alustoja (Lloyd & McCown 1980).

tarhalla kasvavien kasvien siemenia tai siemen-
vaihdon kautta saatuja siemenid perinteisesti
hiekkaturveseoksessa. My6s pistokaslisiysti
on testattu. Mikrolisdysmenetelmisti on ko-
keiltu mm. meristeemiviljelyi. Viljely on aloi-
tettu aikaisin keviilldi avautumattomista sil-
muista. Kallussolukon indusointia on testattu
kayttamaill lehtid ja eri-ikdisid verson osia aloi-
tusmateriaalina. Siemenista aloitetussa mikro-
lisiyksessi tulokset ovat olleet lupaavimpia.
Siementen itimisti on nopeutettu gibberel-
liini- (GA3) ja kinedinikasittelyilli (Isoda &
Shoji 1989). Somaattista embryogeneesid on
indusoitu  siemenistd 2,4-D:td  (2,4-dikloo-
rifenoksietikkahappo) sisiltavilld alustalla pi-
meidssi (Gui e @/ 1991).

Solukkoviljelya kaytetain kihokin tutki-
muksessa testattaessa ravinteiden vaikutusta
kihokin kasvuun ja sekundiirimetaboliittien
tuotantoon. Kihokin mikrolisdys aloitetaan
joko siemenisti tai talvehtimissilmuista. Kon-
taminaatioriski on hyvin suuri, kun talvehti-
missilmuja kiytetddn aloitusmateriaalina (Ant-
hony 1992). Hyvin pohjoisilla kihokkikannoil-
la siementen kiytté ei ole mahdollista, koska
kasvit eivit ainakaan kaikkina kesini tuota iti-



miskykyista siementi. Solukkoviljelyssi on tes-
tattu orgaanisen ja epiorgaanisen typen vai-
kutusta kasvuun ja 7-metyylijuglonin tuottoon.
Solukkoviljelyd on kiytetty myos eri kantojen
siementen itimisen testaukseen. Parhaaksi
osoittautuneilla kannoilla on mikrolisdykselld
tuotettu materiaalia kokeisiin, joissa on testattu
eri kasvualustojen (hiekkaturve, raakaturve ja
lannoitettu turve) vaikutusta kihokkien kas-
vuun kasvihuoneolosuhteissa ja avomaalla.
Osa parhaista kannoista on siirretty i vvo -
kylmasiilytykseen.

Tulokset

Ranskalainen rakuuna versoo testaamistamme
MS-pohijaisista lisaysalusoista parhaiten MH-
alustalla (Haapala & Niskanen 1992). Juurru-
tukseen sopivimmaksi on havaittu WPM-poh-
jainen YO-alusta (Haapala & Niskanen 1992),
jolla juurrutus on onnistunut erinomaisesti.
Samoin sopeutuminen /i vvo -olosuhteisiin on
onnistunut hyvin.

Venijinjuuren havaittiin itdvin n. 10 kk:n
kuluttua kylvostd hiekka-turveseokseen. Ita-
vyys oli hyvin heikkoa. Pistokaslisiys ei osoit-
tautunut kayttokelpoiseksi lisiysmenetelmaksi,
silld kevailld otetut pistokkaat eivit muodos-
taneet juuria. Solukkoviljely ei onnistunut toi-
votulla tavalla. Versominen oli heikkoa ja tai-
met kuolivat lopulta. Kallussolukon indusointi
ja solukon erilaistaminen taimiksi ei my6skain
onnistunut. Kallussolukon todettiin indusoi-
tuvan parhaiten puutumattomista saman vuo-
den versoista, mutta kallusta ei onnistuttu eri-
laistamaan. Parhaat tulokset saatiin idattamalla
siemenii. Tahidnast testatuista puutarhalla kas-
vavien venijinjuurten siemenista n. 3 % muo-
dosti somaattisia alkioita. Alkioista erilaistui
taimia, kun ne siirrettiin valoon ja hormonit-
tomalle MS-alustalle. Taimia koulittaessa ha-
vikki oli suurta. Vain n. 10 % voitiin siirtda
avomaalle.

Pyoreidlehtikihokin  solukkoviljelyssi  on
kantojen vilisid eroja siementen tuotossa, kas-
vunopeudessa ja 7-metyylijuglonin synteesissi.
Kahteen viimeksimainittuun seikkaan vaikut-
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tavat myds kiytetyn kasvualustan typpiyhdis-
teiden laatu ja pitoisuus.

Tulosten tark_astelu

Ranskalaisen rakuunan mikrolisdys on sujunut
ongelmitta. Rakuunaa on lisitty tutkimus- ja
koekiyttdon, seki alueen viljelijdille. Rajoituk-
sia lisiykseen aiheuttaa lihinnd koulimisvai-
heessa tarvittava kasvihuonetila. Nyt lisdtty ra-
kuuna on osoittautunut talvenkestiviksi ja hy-
vikasvuiseksi myés Pohjois-Suomen olosuh-
teissa. Rakuunasta on mahdollista kerdtd kaksi
satoa toisena kasvukautena, jolloin parhaat
kasviyksilét ovat tuottaneet yhteensd yli kilon
tuoresatoa. Kasvitauteja ei ole esiintynyt eikd
tuholaisista ole ollut mainittavaa haittaa. Hel-
posti lisattivin rakuunan ongelma on vieli se,
ettd toistaiseksi viljelijbille toimitetut rakuunat
ovat kaikki samaa alkuperia. Jos viljelmille le-
vidd syysti tai toisesta kasvitauti tai tuholainen,
on vaarana kaikkien kasvien saastuminen tai
tuhoutuminen. Tatd riskid pyritddn pienenta-
miin ottamalla lisdykseen uusia eri alkuperad
olevia kasveja.

Ranskalaisen rakuunan peltoviljelykokeet
on siirretty MTT:n tutkimusasemalle Ruuk-
kiin. Ranskalaisen rakuunan solukkolisaykselld
pystytiin tuottamaan viljelyyn kasvimateriaa-
lia, jonka saatavuus viljelijéiden keskuudessa
on muuten ollut heikkoa. Solukkolisiys on
suhteellinen kallista, joten sen kiytté on pe-
rusteltua vain emokasvimateriaalin tuotannos-
sa viljelijoille.

Rakuunaan verrattuna venijinjuuren mik-
rolisdysmenetelmien testaus ja kehittely etenee
hitaasti. Toistaiseksi on onnistuttu kasvatta-
maan n. 45 tainta kenttikokeisiin. Tavoitteen
- venijanjuuren peltoviljelyn yleistymisen - saa-
vuttamiseen tulee kulumaan huomattavast pi-
tempi aika kuin muilla tutkittavilla lajeilla. Vas-
taavasti venijianjuuren viljelyssd voidaan paisti
suurempiin rahallisiin tuottoihin.

Kihokin mikrolisdysta kiytetadn eri alku-
perii olevien kasvien ominaisuuksien tutki-
miseen. Silld tuetaan muuta tutkimusta, mutta
se ei ole taloudellisesti kannattavaa.
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Kauran kaksoishaploidien tuotto-
menetelman kehittaminen

Elina Kiviharju
MTT, Kasvintuotannon tutkimuslaitos, Kasvinjalostuksen tutkimusala, 31600 Jokioinen
e-mail: elina. kivibarju@mtt.fi

Kaura (Avena sativa L.) tuottaa Suomessa maarillisesti ja laadullisest hyvin sadon ja on oloissamme
viljelyvarma. Tuotantokustannuksia voidaan edelleen alentaa lajikkeenjalostuksella. Uusien
lajikkeiden jalostusta on mahdollista nopeuttaa ja tehostaa kiyttdmalld hyviksi kaksoishaploideja.
Tehokkain kaksoishaploidien tuottotapa on ponsi/mikrosporiviljely. Kaksoishaploidien tuotto
ponsiviljelylli onnistuu monilla viljakasveilla mm. ohralla ja vehnilld. Kauran ponsiviljely on
kuitenkin osoittautunut ongelmalliseksi: kaikenkaikkiaan vain kolme tainta on onnistuttu
erilaistamaan (Rines 1983). Lisiksi kuorettomalla kauralla (4. nuda L.) on raportoitu taimien tuotto
alhaisella frekvenssilli (Sun ef a/. 1991). Tissid tutkimuksessa kauran ponsiviljelymenetelmii on
pyritty kehittimiin lihtkohtana ponsiviljelyssi toimivilla viljakasveilla saadut tulokset. Kuten
muillakin viljalajeilla, genotyyppi vaikutti kauran ponsiviljelyvasteeseen: 31 genotyyppid 45:std
tuotti induktioalustalla joko alkiorakenteita tai kallusta. Androgeneesin hormonaalinen siitely
osoittautui monimutkaiseksi verrattuna muilla yksisirkkaisilla saatuihin tuloksiin. Alkiotuottoon
voitiin vaikuttaa myés emokasveihin ja eristettyihin heteen ponsiin kohdistetuilla
stressi-kisittelyilli. Taimia ei kauran ponsiviljelmisti ole onnistuttu erilaistamaan huolimatta
testigenotyyppien korkeasta alkiorakenteiden tuotosta. Alkioiden kehitys pysihtyy varhaisessa
vaiheessa. Sensijaan lihisukulaisen, villikauran (A. sterilis) linja tuotti toistettavasti taimia, joskin
alhaisella frekvenssilla. Lisitutkimuksia vaaditaan kauran ponsiviljelylli tuotettujen alkioiden
erilaistamisongelmien selvittimiseksi.

Avainsanat: albiino, androgeneesi, Avena sativa, gameettinen embryogeneesi, kallus, mikrospori,
ponsiviljely, regeneraatio
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Abstract

Developing a method for producing doubled
haploids of oats

Elina Kiviharju
Agricultural Research Centre of Finland, Institute of Crop and Soil Science,
Plant Breeding Section, FIN-31600 Jokioinen
e-mail: elina.kivibarju@mit fi

In our northern conditions, oat (Avena sativa L.) has good productivity and high quality yield.
Production costs can still be lowered by efficient plant breeding. Plant biotechnology provides
new tools for plant breeders. Use of doubled haploids in a breeding programme can speed up and
increase the efficiency of cultivar breeding. Anther culture can be considered to be the most
productive method to produce doubled haploids. Although doubled haploids can be produced
efficiently by anther culture in many cereals, oat has proved to be recalcitrant: only three
anther-derived plants have been reported (Rines 1983). In addition, naked oat (A. #nda L.) has
been reported to produce regenerants in low frequency (Sun e 4/ 1991). In our study we have
aimed at developing a method to produce doubled haploids via anther culture based on the
methods used for other cereal species. Anther culture response of oat is very dependent on
genotype: 31/45 genotypes produced callus or embryo-structures in induction culture. Hormonal
regulation has proved to be complicated compared with other monocotyledonous species.
Temperature treatments for isolated anthers or tillers, as well as some stress treatments for donor
plants, have had a positive effect on production of anther-derived embryos. The problem is that
the development of anther-derived embryo-structures is arrested at early stages resulting in no
plant regeneration in cultivated oat. A closely related species, Avena sterilis L., has in our experiments
regenerated plants consistently at low frequencies. More research is needed to understand the
nature of the regeneration problems of anther-derived embryos of oat.

Key words: albino, androgenesis, anther culture, Avena sativa, callus, gametic embryogenesis,
microspore, regeneration



Johdanto

Kauran merkitys Suomen
maataloudessa

Kaura (Avena sativa L.) on viljelypinta-alan ja
sadon miiran perusteella arvioituna ohran jil-
keen Suomen toiseksi tirkein viljakasvi. Maa-
ja metsitalousministerion tietopalvelukeskuk-
sen mukaan kauran viljelypinta-ala vuonna
1995 oli 329 000 hehtaaria ja sato 1 097 mil-
joonaa kiloa. Suomi on titen kansainvilisesti-
kin merkittdvi kaurantuottaja. Kaura on hyvin
sopeutunut Suomen olosuhteisiin ja viljelyvar-
ma. Se tuottaa meilld miarallisesti ja laadulli-
sesti hyvin sadon. Suurin osa kaurasta menee
rehukdytt66n, mutta kiinnostus kauraa koh-
taan myOs elintarvikkeena on lisadntynyt sen
terveellisyyden vuoksi. Tuotantokustannuksia
voidaan edelleen alentaa tehokkaalla lajikkeen-
jalostuksella vaikuttamalla mm. aikaisuuteen,
korrenlujuuteen, taudinkestivyyteen ja sadon
mairian. Biotekniikka tarjoaa uusia vilineitd
kasvinjalostuksen avuksi. Erityisesti kaksois-
haploidien kiyttiminen jalostuksessa nopeut-
taisi huomattavasti uusien lajikkeiden tuotta-
mista.

Mitd kaksoishaploidit ovat?

Kaksoishaploidit ovat kasveja, joiden ainoas-
taan toisesta sukusolusta periisin oleva haploi-
di perimi on kahdentunut joko spontaanisti
tai kemikaalien vaikutuksesta. Siten kaksois-
haploidilla on diploidin kasvin kromosomilu-
ku. Kaksoishaploidit kasvit ovat fertiileji ja
tiysin homotsygoottisia. Kaksoishaploideja
voidaan tuottaa joko viljelemilld heteiden
ponsia, niistd eristettyji mikrosporeja (siitep6-
lyhiukkasen esiaste) tai munasolun sisiltdvid
emeji. Kaksoishaploidien tuotto onnistuu
my0s etdististeytysten kautta. Esimerkiksi oh-
ran (Hordeum vulgare L.) kaksoishaploidituotos-
sa on kaytetty Hordenm bulbosum L. risteytyksia
(Kasha & Kao 1970), vehnalld (Triticum aesti-
v 1) ja kauralla maissiristeytyksid (Zea mays
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L)) (Laurie ef a/. 1990, Rines & Dahleen 1990).
Etiisristeytyksissa vieras siitepSly saa aikaan
alkionkehityksen alkamisen, mutta sen kro-
mosomit eliminoituvat jatkossa. Kehittyvin
alkion kromosomit kahdentuvat spontaanisti
tai muodostuneen haploidin taimen perimi
kahdennetaan antimitoottisilla aineilla, joista
tavallisin on kolkisiini. Lisiksi haploideja tai-
mia on tuotettu ohralla ns. Hap-geenid hyo-
dyntamilld (Hagberg & Hagberg 1981). Te-
hokkaimmin kaksoishaploideja voidan tuottaa
ponsi- tai mikrosporiviljelylld edellyttien, ettd
menetelmi kyseiselld kasvilajilla on pystytty
kehittimain riittdvan toimivaksi.

Mihin kaksoishaploideja voidaan
kayttaa?

Kaksoishaploideja voidaan kiyttdd suoraan la-
jikkeenjalostusmateriaalina jalostusohjelmien
eri vaiheissa. Kaksoishaploidit ovat myos ai-
nutlaatuista geneettisti aineistoa seka klassisen
kvantitatiivisen genetitkan tutkimukselle ettd
uusinta molekyylibiologiaa soveltavalle kas-
vinjalostustutkimukselle. Kaksoishaploidime-
netelmi lisdda my6s valmiuksia tuoda uutta
muuntelua jalostusaineistoon bioteknisin kei-
noin.

Kasvinjalostusta tehostava vaikutus perus-
tuu padosin siihen, ettd heterotsygoottisesta
jalostusjilkelidistostd voidaan tuottaa yhdessd
sukupolvessa tiysin homotsygootteja linjoja.
Tamain avulla voidaan parhaassa tapauksessa
nopeuttaa lajikkeenjalostusta 4-6  vuodella.
Suurin hy6ty kaksoishaploideista saavutetaan
itsepOlytteisilli viljoilla, kuten ohralla, vehnalld
ja kauralla, joissa savutettu homotsygotia pysyy
- toisin kuin ristip6lytteisilld lajeilla. Kaksois-
haploidijilkeldistdissi my6s addidivinen ge-
neettinen muuntelu on suurempaa kuin he-
terotsygoottisissa risteytysjilkeldist6issd (Choo
et al. 1985, Snape 1989), koska puhtaat linjat
voidaan tuottaa ilman ympiristén jatkuvaa va-
litsevaa vaikutusta. Yksisirkkaisilla lajeilla la-
jikkeita on tuotettu haploidiajalostusta hyvak-
sikdyttaen ohralla (Kuhlmann & Foroughi-
Wehr 1989, Ho & Jones 1980), vehnalla (Pauk
et al1995, de Buyser ¢z a/. 1987) ja niisilld (Oryga
sativa L) (Croughan et al. 1985).



Kauran kaksoishaploidi-
‘tutkimus

Yieista

Vaikka somaattinen embryogeneesi toimii
kaurallakin kohtuullisen hyvin (Chen e al.
1995, Gana et al. 1995, Bregitser et al. 1989),
kaksoishaploidien tuotto ponsiviljelmissd on
ollut ongelmallista: vain kolme tainta on ra-
portoitu (Rines 1983). Lisdksi kuorettoman
kauran (A. nuda L.) ponsiviljelmistd on julkais-
tu taimituotto alhaisella frekvenssilld (Sun e a/.
1991). Kauran etdisristeytyksia on tutkittu
1990-luvulla ja haploideja/kaksoishaploideja
taimia on onnistuttu tuottamaan toistettavasti
kdyttden maissia polyttdjand. Tosin onnistu-
misprosentit ovat myds etiisristeytysten osalta
olleet alhaisia (Rines & Dahleen 1990).

Suuntaviivoja kauran kaksoihaploidi-
tutkimuksesta MTT:lla

Kauran kaksoishaploiditutkimusta on MTT:n
kasvinjalostuksen tutkimusalalla tehty yhteis-
tyossi Boreal Suomen Kasvinjalostuksen ja
Helsingin yliopiston kasvintuotantotieteen lai-
toksen kanssa. Tavoiteena on ollut tuottaa
uusi ty6kalu kauranjalostukselle ja siten tehos-
taa suomalaisen kauran lajikejalostusta. Kas-
vinjalostuksen tutkimusalalla on perinteitd
ponsiviljelyn kehittimisessi ohralla ja vehnal-
14, joilla kaksoishaploidituotto ponsiviljelyn
kautta toimii hyvin. Lisiksi my6s maailmalla
vihin tutkittu ruis (Secale cereale L.) vaikuttaa
lupaavalta.

Kauratutkimuksissamme on keskitytty eri-
tyisesti heteen ponsien viljelyyn, mutta myos
mikrosporiviljelya on sovellettu. Erilaisten
androgeneesiin vaikutravien tekijéiden osuutta
kauran ponsiviljelyvasteeseen tutkittiin syste-
maattisesti tukeutuen muilla viljakasveilla saa-
tuthin tuloksiin. N4ita tekijéitd ovat mm. geno-
tyyppi, emokasvien kasvatusolosuhteet, kas-

vatusalustan koostumus (ravinteet, énergialih-
de, hormonit) sekd fysikaaliset tekijit.

Kuten muillakin viljalajeilla, genotyyppi
vaikutti kauran ponsiviljelyvasteeseen. Geno-
tyyppeja testattiin 45. Niistd vastetra induk-
tioalustalla tuotti kaikenkaikkiaan 31, joista
puolestaan vain 8 tuotti alkiorakenteita (Ki-
vihatju ez a/. 1996) (Kuva 1). Taimia ei viljellylla
kauralla kuitenkaan ole alkiotuotosta huoli-
matta pystytty regeneroimaan. Kauran lihisu-
kulaislinjalla (Avena sterilis L.) sensijaan pon-
siviljelylld tuotetuista alkioista kyettiin toistet-
tavasti erilaistamaan taimia (Kiviharju et al
1995) (Kuva 2). Kyseisti linjaa kiytettiin my6-
hemmin mallina kuvaamaan mahdollista _4ve-
na-suvun ponsiviljelykdyttaytymistd suhteessa
eri tekijoihin. Koska A. sativa ja A. sterilis ovat
molemmat heksaploideja ja niilld on sama kro-
mosomiluku, ne kykenevit risteytymain kes-
kendin. Regeneroitumisominaisuuden siirtd-
minen risteyttdmalld 4. stertlis x A. sativa -
jalkeldistoon nayttaisi alustavien tulosten mu-
kaan olevan mahdollista.

Yleensd ponsiviljelyssi  alkiotuotto  in-
dusoidaan auksiinin lisnaollessa ja taimien re-
generoituminen saadaan aikaan alentamalla
auksiinipitoisuutta tai poistamalla auksiini ko-
konaan. Kauran ponsiviljelyn hormonaalinen
sadtely poikkeaa muista viljakasveista. Yleensi
hyviksi havaituilla auksiinipitoisuuksilla €i ole
saatu kauralla androgeneesia laukaisevaa vai-
kutusta. Kauran ponsiviljelyssi on my&s jul-
kaistu vahva auksiini-inhibito (Rines 1983).
Tulokset ovat kuitenkin hieman ristiriitaisia,
silld toistaiseksi ainoa taimien erilaistuminen
kauralla on saatu aikaan 2,4-D (24-dikloo-
rifenoksietikkahappo)  -induktiolla  (Rines
1983). Tutkimuksissamme toisen tirkean mor-
fogeneesii siitelevin hormonin, sytokiniinin,
lisdys ruskettaa heteen ponnet nopeasti. Ai-
neistosta tehdyn Pro gradu -tutkielman mukaan
hyvin korkeat auksiinipitoisuudet kuitenkin
edistivit alkioiden indusoitumista ponsiviljel-
mistd (Tauriainen & Kiviharju 1996).

Emokasvien kasvatusolosuhteiden havait-
tiin vaikuttavan ponsiviljelmien alkiontuotto-
kykyyn. Kokeissamme stressiolosuhteet kuten
kuivuus ja alhainen typpilannoitus edistivat al-
kiotuottoa. Kylmikisittelyt versoille ja lim-
pokasittelyt eristetyille ponsille edistivit alkio-
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Kuva 1. Avena sterilis -lajin ponsiviljelyssa tuotettu
alkio

tuottoa niinikddn (parhaimmillaan jopa satoja
alkioita sataa viljeltyd heteen pontta kohti) seka
A. sasivalla ettd A seerilialld (Kiviharju & Pehu
1996).

Waikka alkioita saadaan muodostumaan
viljellyn kauran ponsiviljelmistd, ongelmana on
alkioiden erilaistaminen taimiksi. Vuonna 1996
yli TOOC
siirrettiin erilaistumisalustoille (137 erilaistu-
misalustaa tai -kisittelyd), mutta yksikidn taimi

kauran ponsiviljelyssi tuotettua alkiota

ei erilaistunut. Villikauralla (. sterilis) taimien
totto onnistuu toistettavasti, joskin alhaisella
frekvenssilld. Villikauran wversoista vajaa kol-
i taimista noin

mannes on albiinoja, vihreis
kaksi kolmannesta haploideja ja vksi kolman-
nes spontaanisti kaksoishaploideja.

Kuva 2. Avena sterilis -lajin ponsiviljelyssa
regeneroitu taimi

Yhteenveto

Kauran kaksaishapﬁmdﬂmmm pmnsiwﬂpﬂ]yn
kautta vaatii vield kehittimistd. Alkiorakentei-
den tuotto ponsiviljelmisti valikoiduilla geno-
tyypeilld onnistun toistettavasti jopa suhteelli-
sen hyvilla frekvenssilld. Alkioiden kehittymi-
nen pysihtyy kuitenkin varhaisessa vaiheessa.
Erityisti panostusta tarvitaan alkioiden rege-
neroitumisongelmien ratkaisemiseksi. Malli-
genotyyppind kiyttimimme, helpommin re-
generoituva villilaji 4. sferiliy on tuwonut arvo-
kasta lisitietoa kauran kiyttdytymisestd ponsi-

viljelyssa.
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Onko rukiista kaksoishaploidiksi?

Sirkka Immonen
MTT, Kasvintnotannon tutkimuslaitos, Kasvinjalostuksen tutkimusala, 31600 Jokioinen
e-mail: sirkka.immonen@mtt.fi

Ponsiviljelyd voidaan kiyttid kasvinjalostuksessa ja siihen liittyvissi tutkimuksessa tuottamaan
taysin homotsygootteja, kaksoishaploideja kasveja ja nopeuttamaan seki tismentimiin valintaa.
Ristipolytteisilli kasveilla, kuten rukiilla (Secale cereale L.), kaksoishaploidiaa voitaisiin kayttad
valinnan tehostamiseksi useassa perikkiisessi risteytyssukupolvessa tai jalostettaessa synteettisid ja
hybridilajikkeita. Rukiin ponsiviljelyprojektissa etsittiin aluksi ponsiviljelyvasteeltaan hyvia linjoja
seki kevit- ettd syysruismateriaalista. Kokeissa kaytettavaksi loytyi kaksi suomalaista kevitruislinjaa
Jo 02’ ja ’Hinnili ’, joiden kalluksentuottokyky oli hyvi, ja erityisesti linjalla JJo 02’ oli
poikkeuksellisen hyvi vihreiden kasvien regeneraatiokyky. Eri kokeissa saimme aikaan suurimman
lisiyksen kalluksen tuotannossa ja vihreiden kasvien regeneraatiossa optimoimalla seuraavia
seikkoja: 1) kylmikisittelyn kesto, 2) mikrosporien kehitysvaihe, 3) ilmatila kasvatusmaljalla, 4)
induktioalustan olomuoto ja 5) kasvatusalustojen koostumus. Kun testasimme menetelmii, jossa
em. seikkoja on tulosten pohjalta optimoitu, ja vertasimme tuloksia projektin alussa kdyttimaimme,
muiden julkaisemiin tuloksiin perustuvaan menetelmiin (testimateriaalina 20 syysruislinjaa),
havaitsimme lisiysti seki ponsivasteessa ettd vihreiden kasvien regeneraatiossa. Onnistuimme
nostamaan vihreiden kasvien saantoa yleisesti (2,7 vihredd kasvia/100 pontta vs. 0,6/100) ja
vihreiden kasvien méirii suhteessa albiinojen maaraan (25,1 % vs. 16,3 %). Tulokset mahdollistavat
menetelmin sovelluskokeen oikeassa jalostustilanteessa Iyhytkortisten ruispopulaatioiden luomiseksi.

Avainsanat:. albiino, androgeneesi, Ficoll, gameettinen embryogeneesi, kylmikisittely, mikrospori,
ponsiviljely, regeneraatio, Secale cereale
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Abstract
Is rye suited for doubled haploidy?

Sirkka Immonen
Agricultural Research Centre of Finland, Institute Crop and Soil Science,
Plant Breeding Section, FIN-31600 Jokioinen
e-mail: sirkka.immonen@mtt.fi

Via anther culture completely homozygous doubled haploids can be produced for use in plant
breeding and related research. With cross breeding species, such as rye (Secale cereale 1..), doubled
haploids could be used in several recurrent selection cycles to improve selection efficiency or in
breeding synthetic and hybrid varieties. In the rye anther culture project both winter and spring
rye material was initially tested for identifying lines with good anther culture ability. Two Finnish
spring rye lines, Jo 02’ and "Hinnili ’ were chosen for further experiments. These lines have high
anther response and the line JJo 02’ has exceptionally good green plant regeneration ability. In
various experiments we observed that the following factors affected callus production and green
plant regeneration most: 1) duration of cold pretreatment, 2) microspore developmental stage, 3)
gas space in the culture vessel, 4) medium phase, 5) components of the media. We tested an
optimised method on 20 winter ryes and compared the results with the initial results obtained using
a method based on rye anther culture publications. We have managed to increase green plant yield
in general (2.7 green plants/100 anthers vs. 0.6/100) and the proportion of green plants (25.1 %
vs. 16.3 %). The resaults enable us to test the method in a real breeding situation for developing
rye populations of reduced height.

Key words. albino, androgenesis, anther culture, cold pretreatment, Ficoll, gametic embryogenesis,
microspore, regeneration, Secale cereale
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Johdanto

Suomessa rukiinjalostus (viljelty ruis, Secale
cereale L.) on populaatiojalostusta, jossa pyri-
tidn yhdistimiin korkea sato ja riittdvi talven-
kestivyys lyhyempain korteen kuin nykyisten
lajikkeiden korsi. Korrenpituuteen voidaan
vaikuttaa kiyttimilld jalostuksessa mutantteja
kaapiorukiita, joista yleisimmin kiytetyssa EM
1 mutantissa on dominantti kadpidkasvugeeni
(Korzun et a/. 1996). Dominantin geenin hait-
tapuolena ovat sukupolvesta toiseen segregaa-
tion kautta esille tulevat pitkakortiset resessii-
viset homotsygootit. Kaksoishaploidien kiyt-
t6 saattaisi edistid mm. lyhytkortisuuden tai
muun yksinkertaisesti periytyvin ominaisuu-
den jalostamista, jos valinta voidaan suorittaa
riittdvilla tarkkuudella halutunlaisten risteytys-
populaatioiden muodostamiseksi. Toimivaa
kaksoishaploidimenetelmaa voitaisiin hyédyn-
tid my6s perakkaisilld valintakierroksilla valin-
tatehon parantamiseksi. Rukiin hybridijalostus
on lisaantynyt mm. Keski-Euroopassa ja
Ruotsissa. Tistd johtuen jalostajilla on kiin-
nostusta rukiin kaksoishaploidien kiytt66n
hybridivanhempien  jalostuksessa ~ (Wilde
1996).

Rukiin kaksoishaploidituotantoa on tutkit-
tu viljelemilla ponsia (Wenzel & Thomas
1974, Flehinghaus e 2/ 1991, Daniel 1993,
Flehinghaus-Roux ¢f 4l 1995) ja eristettyji mik-
rosporeja (Thomas ef a/. 1975, Wenzel et al.
1975, Deimling et 2/ 1994) ja tekemilld eta-
risteytyksia (ruis x maissi; Zenkteler & Nitsche
1984, Laurie ef al. 1990). Useimmat tutkimuk-
set, joita on ollut esim. ohraan (Hordeum vulgare
L.) ja vehnadn (Triticum aestivum 1..) verrattuna
vihin, ovat keskittyneet ponsiviljelyyn. Vil-
jeltyd ruista pidetddn vaikeana kasvina ja par-
haat tulokset on saatu linjoilla, joiden peri-
massd on  Secale vavilovii -lajia (Flehinghaus
et al. 1991, Daniel 1993, Flehinghaus-Roux
et al. 1995). Vieraiden lajien kiyttd rukiin po-
pulaatiojalostuksessa saattaa kuitenkin olla on-
gelmallista, jos itsepSlytys ja sen seurauksena
sisdsiitosdepressio lisddntyvit (Friedt er al
1983). Maatalouden tutkimuskeskuksen rukiin
ponsiviljelyprojektin tarkoituksena on luoda
menetelmi, jolla vihreitd kaksoishaploideja

voidaan tuottaa jalostusprojektin kannalta riit-
tivid mairia mahdollisimman monista viljellyn
rukiin genotyypeisti. Tutkimuksen alkuvaihei-
den tuloksia on jo aiemmin julkaistu kong-
ressijulkaisussa (Immonen 1996).

Aineisto ja menetelmat

Kasvimateriaali

Projektin alussa 1994 mdiritettiin erddnlainen
lihtotaso testaamalla 20 syysruislinjaa (Tau-
lukko 1), padasiassa suomalaista jalostajan ai-
neistoa, seki kotimaisia ja muutamia ulkomai-
sia lajikkeita. Samoja linjoja kiytettiin koetu-
losten perusteella optimoidun protokollan tes-
taamiseen 1996. Hyvid ponsiviljelyvastetta
etsittiin my6s kevirukiista. Jalostaja T. Juuu
(Boreal Suomen Kasvinjalostus) antoi kayt-
t6omme sekid syys- ettd kevitruismateriaalia.
Lisaksi kaytimme kokeissa kddpiéruismutant-
teja (Snoopy-linjoja), jotka saimme kansainva-
lisesti vehnin- ja maissintutkimuslaitoksesta
(CIMMYT), Meksikosta. Syysrukiit kasvatet-
tiin 1994 pellolla ja 1996 kasvihuoneessa. Ke-
vatrukiit kasvatettiin kasvihuoneessa. Tahki-
vat versot kerittiin, kun tihka oli juuri tulossa
esiin lehtitupesta. Ponsien mikrosporit olivat
tuolloin yksitumavaiheessa. Versoja siilytettiin
vedessi +4 °C:ssa. Kokeesta riippuen versoja
pidettiin eripituisia aikoja pimedssd paitsi ko-
keissa, joissa testattiin valon vaikutusta (16 h
valoa/vrk). Nypintddn valitin tihkii, joissa
mikrosporit olivat my6hiisessa yksituma- tai
varhaisessa kaksitumavaiheessa (lukuunotta-
matta mikrosporien kehitysvaiheita testaavas-
sa kokeessa). Tihkit pintasteriloitin 20 min
1,6 %:ssa natriumhypokloriitissa, johon ol li-
satty n. 0,5 % Tween 80 -liuosta, ja huuhdeltin
viidesti steriilissi vedessa. Ponnet nypittiin
kasvatusalustalle steriileihin petrimaljoihin (&
3,4 ¢m tai 5,4 cm), jotka suljettiin Parafilmilla.
Pienemmille maljoille nypittin 20 ja suurem-
mille 50 pontta satunnaisesti kierrattamalla
maljoja nypinnin aikana. Kaikkiaan nypittiin
800 pontta jokaista kisittely x ruislinja -yhdis-
telmai kohden. Maljoja inkuboitiin +25 °C:ssa
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Taulukko 1. Syysruislinjojen ponsiviljelyvaste (induktio, vihreiden kasvien ja albiinojen regeneraa-

tio) 1994 ja 1996.

Induktio Vihreitd/100 pontta Vihreitd: albiinoja
Ruislinja 1994! 1996° 1994 1996 1994 1996
Akusti 10,0 34,8 3.1 1,0 25:42 8:72
Amilo 43 53,4 24 12,5 19:1 100:48
Jo 8706 14,2 18,6 2.4 0.5 12:40 4:126
Jo 8610 32 123 1.6 0 6:0 0:18
Jo 7849 11,8 55,0 1.0 0,1 8:48 1:38
Marder 1.4 67,9 0.8 6.8 6:5 51:45
Anna 15,0 28,8 0,6 0,1 5:88 1:45
Jo 9306 9.8 45.6 06 44 5:18 35:81
Jo 8701 8.1 34,3 0,5 0 4:14 0:2
Jo 8708 40 56,6 0.5 5. 4:22 41:61
Jo 8605 6.3 19,0 03 2,6 211 21:64
Voima 13,5 65.5 0 9,0 0:27 72:102
Jo 8353 12,4 38,6 0 0 0:43 0:14
Kartano 8.8 30,4 0 0.4 0:60 3:34
Jo 8614 7.0 24,6 0 0.75 0:26 6:55
Jo 9302 53 29.6 0 1.4 0:13 11:109
Hja 7068 4.1 25,0 0 23 0:12 18:43
Jo 8802 39 229 0 2.3 0:20 18:60
Jo 8612 38 19,8 0 0 0:4 0:45
Jo 9305 38 76.1 0 6.1 0:0 49:200

¥ induktio = kallusta tai alkiorakenteita tuottavia ponsia/100 pontta

induktio = siirrettyjé kalluksia/100 pontta

kymmenen viikkoa, jonka jilkeen alkioraken-
teet ja kallukset siirrettiin regeneratioalustalle
(vauvanruokapurkit tai koeputket) ja inkuboi-
tiin +21 °C:ssa tai +25 “C:ssa (16 h valoa/vrk)
5-6 viikkoa. Havainnot tehtiin kallusta totta-
vien ponsien ja siirrettyjen alkiorakentei-
den/kallusten miiristi seki vihreiden ja albii-
Tuloksia
alustavasti kallusvasteen osalta yleistetyn line-
aarisen mallin (PROC GENMOD; SAS Insti-
tute 1993) ja kasvintuotannon osalta grafiikan

nokasvien maardsta. tarkasteltiin

avulla.

Kasvatusalustat

Alustavassa linjakokeessa 1994 sovellettiin jul-
kaistuista rukiin ponsiviljelykokeista saatuja
tuloksia (Flehinghaus ef @/ 1991). Optimaali-
sen peruskasvualustan l6ytimiseksi verrattiin
seuraavien viljoilla kaytettyjen kasvualustojen
mikro- ja makrosuolakoostumusta: MS (Mu-
rashige & Skoog 1962), N¢ (Chu ef a/l. 1975),
AA (Muller & Grafe 1978, Thompson et al.
1986), OAC-1 (Polsoni 1991), 190-2 (Wang &
Hu 1984) ja W14 (Ouyang e al. 1989). Jatko-

106



kokeisiin valittiin 190-2. Kasvualustoissa kay-
tettiin samaa vitamiinikoostumusta ja rautapi-
toisuutta kuin MS-alustassa sekid 2,4-dikloo-
rifenoksietikkahappoa (2,4-D) 9 UM ja kinetii-
nid 2,3 UM. Energianlihteeni kiytettin mal-
toosia (6-12 % kokeesta riippuen). Kiinteddn
alustaan kiytettiin Phytagelid 3 g/l. Kokeissa
kokeiltiin my6s nestealustaa, johon lisdttiin Fi-
coll 400:aa 100 g/1. Regeneraatioalustana kiy-
tettiin 190-2-alustaa tai MS-alustaa, jossa mik-
ro- ja makrosuolojen pitoisuus oli puolitettu.
Regeneraatioalustaan lisittiin Ot-naftaleenietik-
kahappoa (NAA) 0,27 uM ja N(’-bentsyyliadc-
niinia (BA) 2,2 uM, 3 % sakkaroosia seki 3 g/I
Phytagelid alustan kiinteyttimiseksi. Alustois-
sa pH sdidettin 5,8:aan ennen autoklavointia.
AA-alustan aminohappokomponentit steriloi-
tiin suodattamalla.

Tulokset ja tulosten
tarkastelu

Esikasittelykokeet

Esikisittelyn (+4 °C) vaikutuksesta, jota tes-
tattiin kolmessa kokeessa, on yhteenveto tau-
lukossa 2. Tulokset seki ponsivasteen etta kas-
vien regeneraation suhteen vaihtelivat suuresti
eri linjojen vililld. Kéyttimalla pitkid kylmaka-
sittelyjaksoja (3-4 viikkoa) saatiin joissakin ta-
pauksissa moninkertaistettua ponsivasteen ja
vihreiden kasvien tuotto. Parhaimmat tulokset
saatiin linjoilla ’Jo 02’ (max. 30,6 vihreda kas-
via/100 pontta) ja "Hinnila > (17,3 vihreii kas-
via/100 pontta). Joillakin linjoilla esikasittely
valossa lisdsi vastetta. Tulokset ovat merkitta-
vid, silli aiemmin julkaistuissa tuloksissa on
viljellylld rukiilla saatu n. 0-5 % vihreitd kasveja
riippuen siitd kuinka paljon villiruista on ollut
koemateriaalin perimissd (Flehinghaus e 4/
1991, Daniel 1993, Flehinghaus-Roux e a/
1995). Raportoiduissa kokeissa on kiytetty yh-
den viikon kylmikisittelya. Pitkid esikasittely-
jaksoja olist syytd kokeilla laajemmalla ruisai-
neistolla, jolla on todettu heikko ponsiviljely-
vaste. Kokeissa testattiin my6s mannitolin vai-

kutusta inkuboimalla kasvatuksen alussa pon-
sia kolme vrk. alustalla, jossa oli ainoana hiili-
hydraattilihteend mannitolia 32 g/1. Mannito-
lin on raportoitu lisdavin vihreiden kasvien
regeneraatiota ohran ponsiviljelyssi (Cistué ez
al. 1994). Rukiilla mannitolikisittely kuitenkin
ehkiisi mikrosporien kehittymisen lihes tiy-
dellisesti.

Mikrosporien kehitysvaihe

Kokeessa tarkasteltiin kahta ponsiviljelyvas-
teeltaan erilaista ruislinjaa. Niistd ’Jo 02’ tuot-
taa suhteellisen hyvin regeneroitumiskykyisia
alkiorakenteita. *Hannild ’ tuottaa runsaasti
kallusta ja alkiorakenteita, mutta regeneraatio
on heikkoa verrattuna *Jo 02’ -linjaan. Ponsi-
viljelyvaste ja regeneroituminen eripituisista
ponsista on esitetty kuvassa 1a ja b. Ponsien
pituus korreloi tissd kokeessa mikrosporin ke-
hitysvaiheen kanssa siten, ettd molemmissa
ruislinjoissa mikrosporit olivat jakautumisvai-
heessa 6-6,5 mm:n mittaisissa ponsissa. "Han-
nild’-rukiilla ponsiviljelyvaste kasvoi lineaari-
sesti kaksitumavaiheeseen asti (7-7,5 mm:n
ponnet) ja viheni sen jilkeen. My6s ’Jo 02’-ru-
kiilla paras induktiovaste havaittiin kaksituma-
vaiheessa. Sen sijaan kehittymattémistd mik-
rosporeista syntyneet alkiot regeneroituivat te-
hokkaammin kuin myGhdisemmissi vaiheissa
nypityista ponsista syntyneet. Linjalla ’Jo 02’
vihreitd kasveja syntyi kaikissa kehitysvaiheissa
olevista mikrosporeista kehittyneistd alkioista,
eikd mikrosporin kehitysvaihe ollut kriittinen
tekija. Sen sijaan ponsiviljelykyvyltdin hei-
kommalla ’Hannild™-linjalla saatiin vihreitd
kasveja eniten alkioista, jotka olivat periisin
jakautumis- tai kaksitumavaiheessa olevista
mikrosporeista.

Kasvatusalustakokeet

Kallusta ja alkiorakenteita saatiin kahdessa ko-
keessa kaikista ruislinjoista kaikilla ravinne-
suolakoostumuksilla (Taulukko 3). Alustoilla
AA, Ng ja W14 kalluksen/alkioiden tuotto al-
koi n. kaksi viikkkoa myéhemmin kuin muilla
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Kuva 1a ja b. Mikrosporin kehityswaiheen wvaikutus induktioon ja vihreiden kasvien regeneraati-

oon kevétruislinjoilla a) “Jo 02' ja b} "Hannild'

alustoilla. Tulokset olivat kahdessa kokeessa
samankaltaiset. Alusta 190-2 osoittauri par-
haimmaksi ponsivasteen suhteen, mutta se e
poikennut 1. kokeessa merkitsevist Wl4-
alustasta ja 2. kokeessa Wl4- ja OAC-1-alus-
toista. Niille kolmelle alustalle on yhteisti suh-
teellisen alhainen ammoniumtypen osuus ko-
konaistypestid ja alhainen kokonaistyppipitoi-
suus verrattuna MS- ja Ng-alustaan (190-2
%, 12,9 mM; Wi 23,1 mM, 14,3%;
OAC-1: 0 %, 4.3 mM; MS 34 %, 60 m©; Ng:
200 %, 35 mM). AA-alustassa on pelkistiin
orgaanista typped (21,8 mM). Typen mdiri ja
laatu saattaa olla merkittdvi tekijd rukiin pon-
siviljelyssd. Alusta 190-2 walittiin jatkokokei-
siin, koska se edisti kalluksen,alkioiden kehit-
tymistd aikaisemmin kuin W14. Alustavassa
kokeessa Ficoll edisti alkionkehitystd merkit-
sevistl verrattuna kiintedidn alustaan ja neste-
alustaan, josta Ficoll puuttui. Maltoosipitoi-
suutta testattiin kolmella eri tasolla: 60, 90 ja
120 g/1. Havaittiin, ettd maltoosipitoisuuden

¢
fel)

nostaminen lisdsi kalluksen ja alkiorakenteiden
syntymistd, mutta vihensi vihreiden kasvien
saantoa. Alkioiden regeneroitumiskyky ja wih-
reiden kasvien kokonaisméiri olivat parhaim-

mat alhaisimmalla maltoositasolla. Myohem-
mit tulokset ovat vahvistaneet titd havaintoa.

Maljakoon vaikutus
ponsiviljelyvasteeseen

Erilaisia ponsitiheyksid ja kahta maljakokoa
(5,4 cm ja 3,4 cm) vertailevan kokeen tulok-
sista havaittiin, ettd isommoalta maljalta siirre-
tyisti alkioista saatiin keskimiérin viisinkertai-
nen miiri vihreita kaswveja, vaikka kalluksen ja
alkiorakenteiden tuotto oli samanlaista mo-
lemmilla maljoilla (Taulukko 4). Ponsitiheyk-
sissd el ollut merkitsevid eroja. Maljan ilmatila
ja kaasunvaihto riippuvat maljan koosta. Tu-
lokset viittaavatkin siihen, ettd kaasun vaihdol-
la on vaikutusta ponsiviljelyvasteeseen ja aivan
erityisesti alkioiden regeneroitumiskylkyyn.

Syysruislinjojen ponsiviljelyvaste

Syysruislinjojen  ponsiviljelyvastetta testattiin
uudestaan 1996, Nyt kiytettiin menetelmaid,
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Taulukko 3. Peruskasvatusalustojen waikutus ruislinjojen ponsiviljelyvasteeseen kahdessa kokeessa.

Ruislinja Amilo/Jo 7808 Warko/Jo 9212 Hja 7068° Hja 7009
Kasvualusta P vK* 1 VK 1 VK 1 VK
190-2 253 4,0 14,7 32 49 0,3 10,6 0
Wi4 25,1 2.4 143 438 40 1.3 8,5 0
OAC-1 225 1.9 13,0 1.0 2.0 0 6.0 03
N 20,1 1.8 9.0 1.9 2.8 0 5.2 06
MS 14,7 08 11,0 0.1 19 1.9 4.8 0,1
AA 16.5 2.4 8.0 1.8 3.8 0,5 438 0
! koe 1

2 yoe 2

3

*wihreitd kasveja/100 pontta

Taulukko 4. Maljakoon ja ponsitihneyden waikutus ponsiviljelyvasteeseen kewatruislinjalla 'Jo

induktio = kallusta tai alkiorakenteita tuottawia ponsia/100 pontta

02'.

Malja @, cm Ponsia/mm® Ponsia/malja I’ VK?
34 1 10 22,1 0,8

22 20 20,3 14

33 30 16,0 11

5.4 L1 25 19,5 58

22 50 19,1 7.5

3.3 75 16.2 42

‘1 induktio = kallusta tai alkiorakenteita tucttawia ponsiad100 pontta

2 vihreita kasweja' 100 pontta

jossa eri tekijbitd oli muutettu kokeista saatu-
jen tulosten perusteella riippumatta siitd, oli-
vatko paremmat tulokset kokeissa tilastollises-
ti merkitsevid vai efvit. Yleisesti havaittiin pa-
rannusta vihreiden kaswvien regeneraatiossa:
sekd kasvien kokonaismiirissd, ettd vihreiden
kasvien tuoton suhteessa albiinoiden médriin.
Linjatestauksen pédtulokset verrattuna lihto-
tasoon on esitetty taulukossa 1. Ensimmiises-
sd kokeessa vihreiden kasvien miirit olivat
alhaisempia, vaikka kolmetoista kaswia kah-
destakymmenestd tuwotti yhden tai useampia
vihreitd kasveja. Toisessa kokeessa puolet lin-
joista tuott yli kymmenen kasvia, ja suurin
kasvimadird oli sata wihredd kasvia yhdesti lin-
jasta. Kéytinnon kasvinjalostuskoetta varten
voitaisiin madrittdd sellainen nypittivien pon-
sien taso, jolla jokaisesta risteytyksestd olisi
odotettavissa tiittivd maird kaksoishaploideja

kasweja. Menetelmid ei testattu rinnakkain, ei-
vitkd havaitut parannukset vilttdimittd johdu
vksinomaan menetelmin muutoksista.

Kokeissa saaduista regeneranteista n. 70
%olla havaittiin juurenkirkipreparaatteja tar-
kastelemalla 2x-kromosomitaso. Tosin lihes
kaikkien kasviyksiloiden juurenkarkindytteistd
16ytyi my6s haploideja soluja. Tulavaisuudessa
on syytd varmistaa regeneranttien homotsygo-
tia. Tosin miksoploidia wiittaa sithen, etteivit
kasvit ole periisin restituntiogameeteista, vaan
ne ovat spontaanin kromosomiston kahden-
tumisen kautta syntyneitd kaksoishaploideja.
Koska meilli on kiytossd ponsiviljelyvasteel-
taan poikkeuksellinen ruislinja "o 02°, voimme
jatkossa siirtyd eristettyjen mikrosporien tut-
kimuksiin, miki toivottavast nopeuttaa ja te-
hostaa tyGtimme.
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Vehnan mikrosporiviljely:
vahvuudet ja heikkoudet

Matti Puolimatka', Sisko Laine' & Janos Pauk’
! MTT, Kasvintuotannon tutkimuslattos, Kasvinjalostuksen tutkimusala, 31600 Jokioinen
2 Cereal Research Institute, Wheat Genetics and Breeding Department,
P. O. BOX 391, Sgeged H-6701, Hungary
e-mail: matti puolimatka@mtt.fi

Vehnin (Treticum aestivum L.) mikrosporiviljelykokeissa on kehitetty tekniikka, jonka avulla voidaan
tuottaa vehnistd kaksoishaploideja kasveja lajikkeen jalostuksen apuvilineeksi. Mikrosporit
vapautetaan homogenisaattorilla suoraan vehnin kukinnoista, puhdistetaan mannitolipesujen ja
sentrifugoinnin avulla ja viljelliin nestemiiselld alustalla yhdessd emien kanssa. Viljelyssd syntyy
alkion kaltaisia rakenteita, joista regeneroituvista vihreistd versoista suurin osa kahdentaa
spontaanisti kromosomistonsa ja muodostaa normaalisti siementd. Emien vaikutus menetelmin
onnistumiselle on ratkaiseva: ilman emejd mikrosporit aloittavat jakautumisen, mutta kehitys
pysihtyy eikd alkioita muodostu. Kokeissa, joissa tutkittiin emien yhteisviljelyn keston vaikutusta
alkioiden kehittymiseen, muodostui alkioita sitd enemmin mitd pidempi yhteisviljelyn kesto oli.
Kun emeja lisattiin alustaan viiden vuorokauden kuluttua, saatiin parempi tulos kuin poistettaessa
emit viiden pdivin kuluttua. Nami tulokset osoittavat, ettd emien suotuisa vaikutus ei kohdistu
solunjakautumisten alkamiseen vaan niiden jatkumiseen ja alkioiden kehittymiseen. Menetelmin
heikkouksia ovat toistaiscksi alkioiden alhainen regeneraatioaste ja albiinoiden suuri osuus.
Vahvuuksia puolestaan ovat hyvi toistettavuus, ajansiastd tyossa ja vihreiden versojen korkea
spontaani kromosomiston kahdentumisaste.

Awainsanat. albiino, embryogencesi, emi, haploidi, kaksoishaploidi, regeneraatio, Triticum aestivum,
yhteisviljely
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Abstract

Isolated wheat microspore culture:
advantages and problems

Matti Puolimatkal, Sisko Laine' & Janos Pauk’
! Agricultural Research Centre of Finland, Institute of Crop and Soil Science,
Plant Breeding Section, FIN-31600 Jokioinen
2 Cereal Research Institute, Wheat Genetics and Breeding Department,
P. O. BOX 391, Szeged H-6701, Hungary
e-mail- matti puolimatka@mit.fi

A culture technique to regenerate haploids from directly isolated wheat (Triticum aestivum L.)
microspores was optimized. Microspores at the late uninucleate/early binucleate stage were
isolated with a micro blender from cold pretreated spikelets. The isolates were cleaned by sieving
and centrifuging and cultured in six different liquid media, all including 1.5 mg/12,4-D, 0.5 mg/|
kinetin and 62 g/l maltose. Immature ovaries were dissected from spikes at the same developmental
stage and placed on the cultures. Cultures were kept in the dark at 28 °C. Embryo-like structures
larger than 1 mm in diameter were transferred to 190-2 medium in the light for regeneration.
Plantlets were then transferred to soil and to the greenhouse. Embryogenesis was induced in all
the studied induction media. The best medium in terms of number of embryos was N¢-modified
TR. In general, less than half of the embryos regenerated into plants and most of the regenerants
were albinos. However, most of the green regenerants were spontaneous doubled haploids and
set seed. Ovary co-cultivation was essential for microspore embryogenesis. Without ovaries cells
divided but divisions stopped after two weeks and embryo-like structures did not develop. In
contrast, ovary co-cultivation repeatedly resulted in the formation of embryo-like structures which
regenerated plants. These results indicate that ovaries were not necessary for triggering the cell
divisions but were for maintaining the embryogenic development.

Key words: albino, doubled haploids, embryogenesis, ovary co-cultivation, regeneration, Triticum
aestivum
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Johdanto

Kaksoishaploideilla voidaan itsepdlytteisen
viljan, kuten vehnian (Triticum aestivum L.), ho-
motsygotian saavuttamiseen tarvittavaa aikaa
lyhentdi ja parantaa jalostajan tekemin valin-
nan tehokkuutta (Snape 1989). Vehnilla kak-
soishaploideja lajikkeita on tihin mennessi
tuotettu ponsiviljelymenetelmin avulla (Hu e
al. 1986, de Buyser ez o/ 1987, Pauk ez a/. 1995).
Ponsiviljelyssd heteen ponnet nypitdian koko-
naisina viljelyalustalle, ja ponsien sisdltimistd
mikrosporeista kehittyy haploideja alkioita,
joista edelleen regeneroituu kokonaisia verso-
ja. Mikrosporiviljelyssi mikrosporit vapaute-
taan ponsien sisdltd ja niitd viljellddn sellaise-
naan. Mikrosporien vapauttamiseen kiytetdin
erilaisia menetelmid, joissa mikrosporit eriste-
tiin joko suoraan ilman ponsien esikisittelyi
tai ponsien esikisittelyn jilkeen. Suorassa eris-
tamisessa kukinnot murskataan kokonaisina,
ponsien esikisittelyssd ponnet taas nypitdin
ensin lyhyeksi atkaa esikisittelyliuokseen tai
kasvatusalustalle, ja vasta sen jilkeen mikros-
porit vapautetaan joko vortexoimalla tai esi-
merkiksi lasisauvan avulla. Suoran eristimisen
etu on ajan sddstd verrattuna tySlddseen ponsi-
en nypintiin. Ohralle (FHordenm vulgare 1..) on
kehitetty suoraan eristimiseen perustuva mik-
rosporien viljelymenetelmai, jossa veitsihomo-
genisaattorilla voidaan vapauttaa murskatusta
tihkistd  alkionmuodostukseen  kykenevii
mikrosporeja (Olsen 1991). Sen sijaan vehnil-
le vastaavan menetelmin kehittiminen on ol-
lut vaikeampaa. Datta & Wenzel (1987) ja Tu-
vesson & Ohlund (1993) eristivit mikrosporit
esinypityistd ponsista. Mejza ef a/ (1993) ja
Gustafsson ez al. (1995) kiyttivit mikrosporien
eristimisessi Waring-homogenisaattoria.
Eristettyjen mikrosporien viljely sellaisenaan
ei tuottanut tulosta, mutta Mejza ¢f al. (1993)
havaitsivat, ettd vehnin ja ohran emit viljeltyi-
nd yhdessd mikrosporien kanssa edistivit alki-
onkehitystd.

Osana vehnin bioteknistid tutkimusprojek-
tia olemme tihin mennessi kehittineet veh-
nin ponsiviljelymenetelmin, joka toimii luo-
tettavasti suomalaisella kevit- ja syysvehnilld
(Puolimatka e¢f a/. 1995). Tamin tutkimuksen

tavoitteena on kehittdd suoraan eristimiseen
perustuva mikrosporiviljelymenetelmi vehnin
jalostuksen apuvilineeksi. Suora mikrosporie-
tistys vihentiisi ponsiviljelyyn verrattuna tyota
jalostusmateriaalin tuottamiseksi. Tutkimuk-
sessa on tihin mennessd kehitetty veitsiho-
mogenisaattorin kidytt66n perustuva vehnin
mikrosporiviljelymenetelmai, jota on jo testattu
kevit- ja syysvehnilli. Menetelmi perustuu
emien yhteisviljelyyn ja se toimii toistettavasti.

Aineisto ja menetelmat

Koeaineistona mikrosporiviljelykokeissa kiy-
tettiin Mahti-kevitvehnilajiketta ja Hja 24201-
jalostuslinjaa, joiden ponsiviljelyvaste tiede-
tddn aiempien tulosten perusteella hyvaksi.
Mikrosporien eristys- ja viljelymenetelmi on
selostettu yksityiskohtaisesti aiemmin ( Puoli-
matka ¢/ a/. 1996a). Emokasvit kasvatettiin
kasvihuoneessa, ja tahkit leikattiin mikrospo-
rien ollessa myohiisessd yksitumavaiheessa.
Kiytinnossi tahkir olivat jo osin ulkona niky-
vissd lehtitupesta. Esikisittelynd tdhkit pidet-
tin kylmissa (+4 °C) kaksi viikkoa ennen eris-
tystd. Ennen homogenisointia Waring-homo-
genisaattorilla tihkit otettiin esiin lehtitupesta
ja steriloitiin natriumhypokloriitilla. Kahdek-
sasta tdhkistd tahkyldt nypittin sekoittimen
100 mln siilioén ja homogenisointi tehtiin
kahdesti viiden sekunnin jaksoissa 0,3 M man-
nitolissa. Murskattu aines suodatettiin 100
pm:n nylonsuodattimen lipi. Suodattimelle
jadnyt kasviaines palautettiin sdilioon ja homo-
genisointi ja suodatus uusittiin. Mikrospori-
suspensio sentrifugoitiin 10 mlin putkissa 5
min 55 g. Pohjaan pelletoituneet mikrosporit
resuspentoitiin 0,3 M mannitoliin. Suspensio
siirrettiin varovastt 21 % maltoosiliuoksen
pdalle ja sentrifugoitiin 5 min 55 g. Maltoosi-
mannitoli -interfaasiin jadneet mikrosporit
(Kuva 1a) siirrettiin pipetilld uuteen putkeen ja
pestiin vield kerran 0,3 M mannitolilla ja sent-
rifugoitiin kuten edelld. Mikrosporit resuspen-
toitiin vield kerran 0,3 M mannitoliin ja jaettiin
varsinaista viljelyd varten siten, ettd viljelytihe-
ydeksi tuli noin 8 x 10* mi™. Mikrosporit sent-
rifugoitiin pelletiksi vield kerran, minki jalkeen
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ne resuspentoitiin tutkittuihin nestemdisiin
viljelyalustoihin. Viljelyssd kiytettiin halkaisi-
jaltaan 3 cm:n maljoja. Alustakokeissa testat-
tiin seuraavia alustoja: W14 (Jia ez o/ 1994),
190-2 (Wang & Hu 1984), FHG (Patent
Application 1987), TA (Jia et 4/ 1994), TR
(Tiwari & Rahimbaev 1992) ja Ng (Chu 1978).
Jokainen alusta sisalsi 1,5 mg/l 2,4-dikloo-
rifenoksietikkahappoa (2,4-D), 0,5 mg/I kine-
tiinia ja 62 g/l maltoosia. pH siddettin
5,8:aan. Emien yhteisviljelyssi emit nypittin
pinseteilld samassa kehitysvaiheessa olevista
tihkistai. Emit sijoitettin kasvatusliuoksen
pinnalle, kaksikymmenti emii maljaa kohden
(Kuva 1b). Yhteisviljelyn keston vaikutusta
selvittdvissd kokeissa testattiin kuutta eri kasit-
telyi siten, ettd emit poistettiin tai lisittiin 5, 10
ja 15 vuorokauden kuluttua. Viljelmat sijoitet-
tiin pimedan +28 °C:seen. Mikrosporien kehi-
tysti seurattiin  kiddnteisvalomikroskoopin
avulla (Kuva 1¢). Kun alkiot 4-6 viitkon kulut-
tua saavuttivat noin 2 mm pituuden (Kuva
1d), ne siirrettiin 190-2 regeneraatioalustalle,
joka oli kiinteytetty Phytagelilld (0,3 %). Rege-
neraatiovaihe tapahtut +25 °C:ssa valossa (150
2 . .
pmol m™ s ) (Kuva 1f). Taimien annettiin
juurtua  MS-alustalla (Murashige & Skoog
1962) ilman hormoneja. Juurtuneet versot siir-
rettiin multaan kasvihuoneelle.

Tulokset

Vilittdmaisu eristyksen jilkeen ilman emejd ja
emien kanssa viljellyissd mikrosporeissa el na-
kynyt huomattavia eroja: molemmissa tapauk-
sissa eldvien mikrosporien osuus putosi nope-
asti muutaman ensimmaisen vuorokauden ku-
luessa. Molemmissa viljelmissi tapahtui solun-
jakautumista ja syntyi selvisti muutaman solun
muodostamia rakenteita. Kahden viikon jil-

keen alkoi nikyi emien vaikutus. Ilman emejd

kasvaneissa viljelmissi solunjakautumiset py-
sahtyivit ja rakenteiden kasvu pysihtyi (Kuva
le). Sen sijaan emeji sisdltdneissd viljelmissa
solunjakautuminen jatkui ja alkiomaiset raken-
teet tulivat silmin nihtiviksi noin neljin viikon
kuluttua aloituksesta (Kuvat 1d ja le). Ensim-
miiset alkiot kehittyivdt nopeimmin, ja vain

suurimmat, noin 2 mm:n alkiot siirrettiin rege-
neraatioalustalle. Kuten kuvassa le nikyy,
maljoissa kasvol runsaasti my6s pienempii
embryogeenisti solukkoa, jota ei siirretty rege-
neraatioalustalle. Alustakokeissa alkioita muo-
dostui kaikilla tutkituilla alustoilla, mutta alki-
oiden saannossa oli eroja alustojen vililld
(Kuva 2).

Mitd kauemmin mikrosporeja viljeldin yh-
dessd emien kanssa, sitd enemmin syntyi al-
kioita (Kuvat 3 ja 4). Emien lisdys viiden vuo-
rokauden kuluttua tuotti enemmain alkioita ja
versoja kuin kisittely, jossa emit poistettiin
viiden vuorokauden kuluttua. Emien lisdys 10
vuorokauden kohdalla pudotti alkioiden mai-
rad jo merkittivisti, ja viljelmissa, joissa emit
lisattiin vasta 15 vuorokauden kuluttua, enia
muutama alkio kehittyi.

Alkioiden regeneraatiokyky oli yleisesti
heikko, ja suuri osa versoista oli albinoja (Kuva
2). Kasvihuoneelle multaan siirretyt versot
ndytivit normaaleilta ja niistd n. 80 % muo-
dosti siementd (Kuva 1g).

Tulosten tarkastelu

Kehitetyn ‘vehnidn mikrosporiviljelytekniikan
avulla tuotettiin alkioita ja niistd regeneroitiin
vihreitd kasveja, joista suurin osa oli siementi
tuottavia spontaaneja kaksoishaploideja. Em-
bryogeneesin indusointi suoraan kukinnoista
eristettyjen vehnin mikrosporien viljelyssi on-
nistui usealla erilaisella nestekasvatusalustalla.
Olennaista onnistumiselle oli mikrosporien
myohdisessd  kehitysvaiheessa
(myShiinen yksitumavaihe/aikainen kaksitu-

eristiminen

mavaihe) ja viljely yhdessi epikypsien emien
kanssa.

Timin tutkimuksen tuiokset ovat sopu-
soinnussa aiempien havaintojen kanssa (Mejza
et al. 1993, Gustafsson et a/. 1995), joissa veh-
nian mikrosporien eristys Waring-sekoittajalla
tuotti alkionmuodostukseen kykenevid mik-
rosporeja. Eristys suoraan kukinnoista nopeut-
taa lajikejalostuksessa kiytettivien kaksoishap-
loidien tuottamista verrattuna sellaisiin eristys-
ja kasvatusmenetelmiin, joissa ponnet ensin
nypitain esikasittelyyn (Datta & Wenzel 1987,
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Kuwva 1. a) Maltoosi-mannitoli -interfaasissa olevat mikrosporit ndkyvat vaaleana wydhykkeena. b) Tuoreita
emeja nestemdisen induktioalustan pinnalla. ¢) Jakautumaan lahtevia mikrosporeja mannitolipesujen
ja sentrifugointien jalkeen induktioalustassa heti eristyksen jalkeen. d) Mikrosporeista kehittyvia alkioita.

e) Vasemmalla mikrosporiviljelmé ilman emeja ja oikealla emien kanssa noin 6 vilkon kuluttua vilielyn
aloituksesta. Vasemmalla ei kehittyneitd rakenteita, oikella runsaasti alkioita. Emit poistettu ennen va-

lokuvausta. f) Alkiosta regenercituva taimi 190-2-alustalla. f) Valmiita mikrosporiperé

& wehnid kas-

wihuoneella: vasemmalla steriili tahké, keskelld osittain fertiili ja oikealla taysin fediili tahkéa.

Tuvesson & Ohlund 1993, Touraev etal. 1996).
Waring-sekoittajan kiyttokelpoisuudesta mik-
rosporiviljelyssd on raportoitu myds riisilld
(Cho & Zapata 1988), maissilla (Coumans ef
al 1989) ja ohralla (Olsen 1991).

Mejza et af. (1993) hawvaitsivat, ettd vehnidn
ja ohran emit vaikuttavat positiivisesti suoraan
eristettyihin vehnidn mikrosporeihin. Kohler
& Wenzel (1985) raportoivat emien positii-

visesta vaikutuksesta ohran mikrosporien ke-
hittymiselle ja olettivat waikuttawviksi aineiksi
emeistd perdisin olevat auksiininkaltaiset yh-
disteet. Myohemmin Mordhorst & Lorz
(1993) osoittivat, ettd ohran mikrosporiviljely
onnistuu hyvin myds suoraan ilman tukiso-
lukkoakin. Tuvesson & Ohlund {1993} rapor-
toivat saavuttaneensa vehnilld alkionmuodos-
tuksen eristettyddn lasisauvalla mikrosporit esi-
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Kuva 2. Eri alustojen vaikutus alkioiden ja versojen lukumé&araan mikrosporiviljelyssd Mahti-kevat-
vehnalla (Puclimatka et al. 1996a).
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Kuva 3. Vehnan mikrosporien ja emien yhteisvilielyn keston vaikutus saatujen alkioiden ja versojen
lukumaarasan Mahti-lajikkeella viidessa kokeessa (Puolimatka et al. 1996b). Kontrollina maljat, joissa
ei ole emeja. Emit-kasittelyssa yhteisviljely kestanyt koko viljelméan ajan. Emit-5 = emit poistettu 5
vuorokauden kuluttua.
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Kuva 4. Emien lisdamisen ajankohdan vaikutus alkiciden ja versojen lukumaaraan wehnan mik-
rosporivilielyssa Mahti-lajikkeella viidessé kokeessa (Puolimatka et al. 1996b). Kontrollina maljat,
joissa ei ole emeja. Emit-kasittelyssé yhteisviliely kestanyt koko viljeméan ajan. Emit+5 = emit li-

sétty 5 vuorokauden kuluttua vilielyn aloittamisesta.

viljellyista ponsista. Tdssa tutkimuksessa ilman
emeji viljellyt mikrosporit aloittivat solunja-
kautumisen, mutta solukon kehittyminen py-
sihtyi noin kahden viikon kuluttua. Toisaalta
miti kauemmin mikrosporien ja emien yh-
teisviljely kesti, sitd enemmin muodostui al-
kioita (Puolimatka e @/ 1996b). Kun emeji
lisdttiin viljelmdin wvasta viiden vuorokauden
kuluttua aloituksesta, saatiin wield aikaan al-
kioita, jotka pystyivit regeneroimaan kasveja.
Jos vhteisviljely alkoi wasta 15 wvuorokauden
kuluttua eristyksesti, alkioiden saanto pieneni
merkittdvisti eivitkd ne tuottaneet endd ver-
soja. Tdstd voidaan paitelld, ettd emejd ei tar-
vita viljelyn alussa solunjakautumisen in-
dusointiin vaan jakautumisten jatkumiseen ja
alkiomaisten rakenteiden kehittymiseen (Puo-
limatka ef al 1996a).

Syvta vehnidn suoraan eristetyissd ja ilman
emeja viljellyissi mikrosporeissa tapahtuvien
jakautumisten pysihtymiseen ja toisaalta emi-
en alkionkehitystd edistivdin waikutukseen ei
vield tunneta. Vehnin ponsiviljelyssi, jossa ke-
hittyvit alkiot tulevat vastaavasti nikyviin noin
neljin viitkon viljelyn jalkeen, ponnet ovat mu-
kana koko viljelyn ajan ja ne saattavat vaikuttaa
samalla tavalla kuin emit. Tdmi saattaa selittd
osaltaan Tuvessonin & Ohlundin {1993) edelld
mainitut tulokset. Tamin tutkimuksen mukaan
vhteisviljelyn kesto ja yhteisviljelyn aloitusajan-
kohta vaikuttavat alkioiden mairiin. Vield ei
kuitenkaan voida paitelld, miki aiheutraa emi-
en alkionkehitystd edistivin waikutuksen. Jat-
kotutkimuksissa pyritadn selvittimién, onko
osoitettavissa jokin yhdiste, joka indusoi mik-
rosporeissa alkionkehityksen. Mikili sellainen
16ytyy ja sitd voidaan synteettisesti lisdtd alus-
taan, emien kiytté on mahdollista lopettaa.
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Somaklooninen muuntelu ja
mutageneesi kasvinjalostuksessa

Shri Mohan Jain
Kasvintuotantotieteen laitos, PL. 27, 00014 Helsingin yliopisto
e-mail: jain@ladybird. helsinki.fi

Solukkoviljely tarjoaa jalostajalle paljon mahdollisuuksia apuvilineeni viljeltyjen kasvien
ominaisuuksien parantamisessa. Somakloonisen muuntelun ja indusoitujen mutaatioden avulla on
saatu aikaan uusia genotyyppeji tuottamalla pienia muutoksia alkuperiiseen genomiin. Muuntelun
lihteeni somaklooninen muuntelu muistuttaa indusoitua mutageneesid. [» witro -valinnan avulla
voidaan nopeasti kehittid kasveja, joilla on resistenssid ympiriston abioottisia ja bioottisia
stressitekijoitd vastaan. Valittujen somakloonien geneettinen pysyvyys on kuitenkin testattava
ennenkuin tillainen materiaali otetaan jalostusohjelmaan, silli epigeneettisen muuntelun
seurauksena syntyneet somakloonit palautuvat alkuperiiseen muotoonsa seuraavassa suvullisessa
sukupolvessa. Molekyylimerkit, esim. RFLP-, AFLP-, ja RAPD-merkit, olisivat erinomaisia
vilineiti pysyvin muuntelun erottamiseksi epigeneettisesta muuntelusta. Joillakin kasviryhmilld,
kuten viljoilla, somakloonista muuntelua on vain vihin, joten sen hyddyntiminen
kasvinjalostuksessa on vaikeaa. Ennen kuin geenitekniikka hallitaan luotettavasti kasvinjalostuksen
apuvilineeni, olisi runsaan muuntelun tuottamiseksi suotavaa yhdistaa solukkoviljely ja
mutageneesi, jotta kasvinjalostajalla olisi keinoja lisdtd satoja ja sitd kautta ravinnon tuotantoa.

Avainsanat: gamma-siteilytys, i vitro -valinta, indusoitu mutaatio, koristekasvit, kuivuudenkestavyys,
taudinkestivyys, somaklooni, solukkoviljely
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Abstract

Somaclonal variation and mutagenesis
for crop improvement

Shti Mohan Jain
Department of Plant Production, P. O. BOX 27, FIN-00014 University of Helsinki
e-mail: jarn@ladybird. helsinki fi

Application of plant tissue culture has great potential for plant breeders to improve cultivated
plants. Somaclonal variation (SCV) and induced mutation have resulted in the production of new
genotypes with a limited change in the original genome. As a source of variation, SCV mimics
induced mutations. In #tro selection is a quick approach to produce plants with resistance to
environmental, abiotic and biotic, stresses. However, it is essential to test the genetic stability of
the selected somaclones before they are incorporated in plant breeding programmes. Otherwise,
somaclones which arise as result of epigenetic changes will revert to the normal condition in the
subsequent sexual generations. The use of molecular markers, such as RFLPs, AFLPs,and RAPDs,
would be ideal for identifying genetically stable vs. epigenetic somaclones. In certain crops, eg.
cereals, the frequency of somaclonal variation is comparatively low, making it difficult to exploit
in crop improvement. Therefore, it is desirable to combine tissue culture and mutagenesis for
creating a wide range of variability and ward off pressure on plant breeders to produce more food
before genetic engineering becomes a reliable plant breeding tool.

Key words: drought resistance, disease resistance, gamma rays, genetic fidelity, /n vitro selection,
induced mutants, ornamental plants, somaclones, tissue culture
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Johdanto

Kasvinjalostajilla on suuri globaalinen haaste
lisitd ravinnon tuotantoa alati kasvavan vies-
t6n tarpeisiin olosuhteissa, joissa ympiristostd
johtuvat abioottiset ja bioottiset stressitekijit
yleistyvit ja uhkaavat kasvintuotantoa. Viljel-
tdvid maa-alaa ei endi voi lisitd. Nopea teollis-
tuminen ja viestonkasvu rasittavat luontoa
edistimallad otsonikerroksen hividmisti, hap-
pamia sateita, sddolojen arvaamattomia muu-
toksia, tuholaisongelmia, kasvitauteja, ilmas-
ton limpenemistd ja ultravioletti-B (UV-B) -
siteilyn midrad maapallolla (Jain 1997a, b).
Haitalliset ymparistovaikutukset johtavat kas-
vintuotannon vihittiiseen alenemiseen ja aset-
tavat jatkuvan haasteen kasvinjalostajille ra-
vinnon tuotannon ylldpitimiseksi. Toistaiseksi
tuotantoa on edistetty kiyttimilli perinteisid
kasvinjalostusmenetelmii yhdessi mutagenee-
sin ja kdytannon viljelytekniikan kanssa. Uusia
lihestymistapoja ja menetelmid tarvitaan ta-
kaamaan edistymistd. Biotekniikka yhdistetty-
ni perinteisiin teknologioihin voisi olla keino
paistd kestdvdidn maatalouteen (Jain 1997b).
Tdmai artikkeli keskittyy tarkastelemaan soluk-
koviljelyn keinoin aikaansaadun muuntelun ja
indusoidun mutageneesin kiyttéd kasvinjalos-
tuksessa.

Somaklooninen muuntelu
verrattuna mutageneesiin

Geneettinen muuntelu on oleellista uusien la-
jikkeiden jalostuksessa. Yksi tapa tuottaa uutta
muuntelua on ollut indusoitu mutageneesi,
jonka kiyttSkelpoisuus oli aluksi epavarmaa,
mutta josta tuli varsin tehokas keino kasvinja-
lostuksessa. Kemiallista ja fysikaalista mutage-
neesid kdytettiin yleisesti muuntelun lisiami-
seksi kasveissa. Sittemmin edistys solu- ja mo-
lekyylibiologiassa on tuonut tutkijoiden kayt-
t66n uuden tavan lisitd geneettista muuntelua.

Somaklooninen muuntelu

Useimpia kasveja voidaan lisiti solu- ja soluk-
koviljelmistd, mikd on edistinyt solukkovilje-
lyn kiytt6d geeniteknologiassa ja maatalous-
tutkimuksessa. Solukkoviljelyn atheuttama so-
maklooninen muuntelu ja indusoitu mutage-
neesi voivat tuottaa runsaasti geneettisesti
pysyvii ja hy6dyllistd muuntelua kasvinjalos-
tuksen kayttéon (Hammerschlag & Litz 1992,
Skirvin ez a/. 1993, Maluszynski ef a/. 1995, Jain
1997¢, d, Jain ez al. 1997). Useita termeji, kuten
fenomutantit (Sibi  1976), kalliklooninen
muuntelu (Skirvin & Janick 1976) ja pro-
toklooninen muuntelu (Shepard 1981), harkit-
tiin kuvaamaan solukkoviljelyn tuottamaa
muuntelua, ennen kuin pdadyttiin termiin so-
maklooninen muuntelu (Larkin & Scowcroft
1981). Jain (1996¢, d) havaitsi somakloonisen
muuntelun jaljittelevin indusoitua mutagenee-
sid. Somaklooniseen muunteluun Hittyvit
muutokset ovat pistemutaatioita, DNA-mety-
laatiota, toistuvajaksoisen DNA:n kopioluku-
jen muutoksia, transposoneihin liittyvid muu-
toksia, yhden geenin mutaatioita ja kromoso-
mimuutoksia, joihin vaikuttavat genotyyppi,
viljeltdva kasvinosa, kasvatusalusta ja kasvin
ikd (Jain 1997c, d). Somakloonisella muunte-
lulla on seki ongelmia etta etuja (Taulukko 1).
Se on vaikeasti ennustettavaa ja joko periyty-
vai (geneettistd) tai periytymatonti (epigeneet-
tistd) regeneroiduissa kasveissa (Taulukko 2).
Regeneroitumiskyvyn heikkeneminen tai tay-
dellinen katoaminen on yleinen ilmi6, joka ha-
vaitaan erilaistumattomien solujen viljelyssa.
Nehra e a/. (1990) osoittivat mansikan kallus-
viljelmilld, ettd zn vitro -viljellyista lehdistd syn-
tynyt kallus oli 24 viikon kasvatuksen jilkeen
menettinyt taydellisesti regeneroitumiskykyn-
sd, koska jdrjestaytymittdmin solukon kasvun
aikana oli syntynyt DNA-miiriltian epanor-
maaleja soluja. Infante e a/ (1996) saivat en-
simmiisind diploidilla Fragaria vesca monophylla
-lajilla aikaan pysyvin solususpensioviljelmin
ja kasvien regeneroitumisen viljeltyddn kaksi
vuotta jirjestaytymattémii soluja. Versojen re-
generoituminen oli vaihtelevaa. Rietveld ez 4l
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Taulukko 1. Somakloonisen muuntelun etuja ja haittoja kasvinjalostuksessa.

Ongelmia

Etuja

— kaikki ominaisuudet eivit muuntele
- muutokset ovat usein haitallisia

— kaikki muuntelu ei ole ainutlaatuista

— kenttiikokeita tarvitaan edelleen

hyodyllinen muuntelu on mahdollista
muuntelu on runsasta

osa muuntelusta on ainutlaatuista, eika
ole saavutettavissa perinteisin keinoin
in vitro -valinnan avulla voidaan 16ytid
abioottista ja bioottista stressid kestavid
linjoja

(1991) havaitsivat, etta jotkut somaklooneista,

jotka oli tuotettu perunan mukulakiekoista li-
satyistd populaatioista, paranivat sadon, elin-
voimaisuuden sekd mukuloiden miirin ja
muodon suhteen. Muutokset olivat my6s py-
syvid yli kahden kasvullisen sukupolven ajan,
misti on hyotyd jalostajalle. Stephens et al.
(1991) eivit havainneet suuria eroja soijapa-
vun solukkoviljelystd syntyneissi ja organoge-
neesin kautta regeneroiduissa homotsygoo-
teissa jalkeldistoissa. Tilastollisesti merkitsevid
eroja (p<0,05) verrattuna vanhempaiskasvei-
hin havaittiin aikaisuudessa, lakoontumisessa,
pituudessa, ja siemenvalkuaisen seki -6ljyn pi-
toisuuksissa, mutta ei sicmenen laadussa, pai-
nossa ciki sadossa. Sytokiniinintuottokyky ja
kylmankestdvyys ovat esimerkkejd epigeeni-
sestdi muuntelusta (Hammerschlag 1992).
Gonzalez ¢t al. (1996) arvelivat, ettd ohralla
viljeltivan kasvinosan alkuperi oli viljelmien
kromosomistabiliteetin kannalta kasvatusajan
pidetessa tirkeampi kuin genotyyppi (lajike) ja
kalluksen laatu (morfogeeninen vs. ei-morfo-
geeninen). Somaklooninen muuntelu voidaan
ottaa osaksi kasvinjalostusta, jos muuntelu on
pysyvii ja periytyvad. Bebeli e 2/ (1993) osoit-
tivat rukiilla epakypsien alkioiden /n vitro -vil-
jelmissd syntyneen periytyviid muuntelua, joka
oli yleisempii linjoilla, joiden kromosomeista
puuttui telomeeristd heterokromatiinia.

In vitro -valinta

Solukkoviljelmista regeneroiduissa kasveissa
esiintyy geneettisti muuntelua, joka on seura-
usta /» vitro -mutaatioista solukoissa ja viljel-
lyissi soluissa. Nimi mutaatiot eivat kuiten-
kaan aina tule ilmi, ja vain harvat ilmenevit
fenotyyppisind tai sytogeneettisind muutoksi-
na kallussolukosta regeneroiduissa kasveissa
(Remotti 1997). Somaattisen embryogeneesin
kautta regeneroidut kasvit ovat usein alkupe-
riisen kaltaisia ja muuntelu on vihiista (Jain e
al. 1995). Solukkoviljelyolosuhteilla on merki-
tysti tuman destabilisaatiossa muuntelun ai-
kaansaamiseksi. Muutokset solukkoviljelyolo-
suhteissa voivat vaikuttaa mutaatioiden ylei-
syyteen ja joko vihentid tai lisitd muuntelun
mairda (Remotti 1997). Tuloksena saattaa olla
kasvinjalostajien kaytt66n uutta ja ennennike-
miténta muuntelua, jolla voidaan korjata
useilla viljelykasveilla havaittua geneettisen
pohjan kapeutumista. I vitro -valintaa voidaan
hyodyntad maksimaalisesti lisddmilld valinta-
painetta, kuten kuivuusvaikutusta tai taudinai-
heuttajan vaikutusta laboratorio-olosuhteissa.
Tavoitteena on péisti valitsemaan viljelyllises-
ti halutunlaisia somaklooneja. Tillainen valin-
tamenettely on nopeaa ja helppoa ja sadstii
useita vuosia verrattuna perinteiseen menetel-
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Taulukko 2. Somakloonisen muuntelun ja epigeenisen muuntelun valisia eroja.

Somaklooninen muuntelu

Epigeeninen muuntelu

- siirtyy meioosissa
- ei palaudu

— ei voida ennustaa

— satunnaista

- ei periydy
- palautuu
— ennustettavissa

- yhdensuuntaista, mutageenin miirin

suhteen lineaarista, fysiologista

Taulukko 3. Esimerkkeja viljielyllisesti hyddyllisten somakloonien in vitro -valinnasta.

Lajit®

Ominaisuuksia 1 2 3 5 6 7 8 9
Kukan viri + +
Lehden morfologia + + + +
Kasvin morfologia + + + +
Kukan muoto + + + + +
Kukkien Ikm + +
* 1 = begonia 6 = neilikka

2 = paavalinkukka 7 = krysanteemi

3 = ruusu 8 = joulutihti

4 = rododendron 9 = petunia

5 = gerbera + = muuntelua esiintyy

main. Lisiksi se minimoi ympiriston vaiku-
tukset, ja valintaa voidaan edelleen tehostaa
tarpeista riippuen. Vaikka zn witro -valinta on
nopeaa, on kuitenkin tirkeia testata regene-
roidut kasvit pelto-olosuhteissa geneettisen
pysyvyyden varmistamiseksi. Taulukossa 3 on
lueteltu joitakin /# vitro -valinnan kautta saatuja
somaklooneja, joilla on todettu viljelyllistd ar-
voa.

Mutageneesi
Pelto-, hedelmi- ja koristekasvien jalostukses-

sa on kiytetty gamma-siteilytykselld ja kemial-
lisilla mutageeneilld aikaansaatuja mutantteja,

joissa on havaittu hyodyllisid satoon, kukan
viriin, tautiresistenssiin, aikaisuuteen ym. omi-
naisuuksiin vaikuttavia geneettisia muutoksia
(Micke ez al. 1990, Crino ¢t al. 1994). Kansain-
vilisen Atomienergian Laitoksen vuosirapor-
tissa (IAEA 1995) todettiin, ettd vuoteen 1995
mennessa oli lihes sata mutanttlajiketta hy-
viksytty kauppaan yhteensd 52 maassa. Kor-
keasatoinen, kuoreton ohralajike oli valittu
gamma-siteilytetystd siemenmateriaalista  ja
otettu myyntin Perun Altiplanolla. Alueella,
joka sijaitsee yli 3600 metrid meren pinnan
ylapuolella, kasvintuotantoa rajoitraa lyhyt
kasvukausi. Lajikkeelle on ominaista hyvi so-
peutumniskyky ja se on my6s kuluttajien suosi-
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Taulukko 4. Esimerkkeja viljelyllisesti hyodyllisista indusoiduista mutanteista

Laji Ominaisuus/resistenssi Kirjallisuusviite
tomaatti Fusarium lycopersici Shahin & Spivey 1986,
Evans 1989

peruna Fusarium solani Behnke 1980a
Fusarium oxysporium Behnke 1980b
Phytophthora infestans Behnke 1979

ohra Fusarium ssp. Chawla & Wenzel 1987a

tupakka herbisidiresistenssi Chaleff & Parsons 1978,

) Chaleff 1980

Brassica sp. herbisidiresistenssi Jain & Newton 1988
suolankestivyys Kirti et al. 1991

vehni kylminkestivyys Dorffling et al. 1993
Helminthosporium sativum Chawla & Wenzel 1987b, 1989
suolankestivyys Barakat & Abdel-Latif 1996

viljahirssi kuivuudenkestivyys Nabors 1983

sinimailainen suolankestiivyys Winicov 1991

riisi suolankestivyys Winicov 1996
lysiinipitoisuus Sharpe & Shaeffer 1993

sokeriruoko tyvilaikunkestivyys Ramos Leal et al. 1996

katso myds Remotti 1997

ma. Maluszynski ez a/. (1995) tihdensivir, ettd
vaikka suurin osa indusoiduista mutaatioista
on jalostajan kannalta hyédyttémia tai vahin-
gollisia, indusoidut muraatiot ovat maailman-
laajuisesti vaikuttaneet merkittivasti kasvinja-
lostukseen. Esimerkkejd kauppaan tulleista la-
jikkeista ovat suolankestivi nisi Kiinassa, kor-
keasatoinen  puuvilla  Pakistanissa  ja
kuumuutta kestivd vehnd Intassa (Jain
1997b).

Ahloowalia (1986) totesi, ettd somakloo-
ninen muuntelu oli useilla kasvilajeilla vahiistd
ja luonteeltaan haitallista erityisesti viljoilla,
mikd est menetelmin yleistymistd kasvinja-
lostuksessa. Maddock (1986) totesi vehnalld
vain vihiistd somakloonista muuntelua. Ti-
man vuoksi oli tirkedi lisdtd geneettistd muun-
telua kasvinjalostajien hy6dynnettivaksi yhdis-
taimalli mutageneesi ja solukkoviljely. Jain
(1996¢) siteilytti /n vitro -viljellyisti mansikan
taimista eristettyjd auksiliaarisilmuja gamma-
sateilld ja havaitsi, ettd 5 % kasveista oli kes-
tavia, kun Phytophthora cactorum -taudinaiheut-
tajan raakauutetta kdytetdin valintapaineen li-

sadmiseksi. Samat kasvit kestivit lisiksi 5-6
paivin kuivuuskisittelyd. Vaikutt siltd, ettd
taudinkestivyyden kannalta tirkeilld proteii-
neilla (pathogen-related proteins) on merki-
tysta my6s kuivuudenkestivyydessi. Eddo Ru-
gini (henkilokohtainen tiedonanto) osoitti en-
dogeenisten fenolien lisidntyneen mansikan-
taimissa, jotka oli valittu i vitro Rhbizoectonia fra-
garie -toksiinia kestiviksi, ja samat versot olivat
kestavid myGs Botrytis cinerea -taudinaiheuttajaa
vastaan.

Banerjee & Kalloo (1989) havaitsivat kas-
vitauteja ja tuholaisia kestivin villitomaatin
(Lycopersicon hirsutum f. glabratums) kokonais-
fenolipitoisuuden korkeaksi verrattuna raudi-
naiheuttajille herkkddn viljeltyyn tomaattiin
(Lycopersicon esculentunmi). He ehdottivat fenoli-
pitoisuutta yhdeksi parametriksi viljellylld to-
maatilla valittaessa tautia ja tuholaisia kestivid
linjoja. Gavazzi et o/ (1987) havaitsivat to-
maatilla ja Jain & Newton (1988, 1989) rapsilla
(Brassica napus), ertd somakloonisen muuntelun
ja indusoidun mutageneesin aiheuttamat muu-
tokset periytyivit eri tavoin, miki nikyi eri-
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laisissa segregaatiosuhteissa. Cheng et al. (1990)
kdytuvit mutageeneina gamma-siteilytysti,
natriumatsidia ja etyylimetaanisulfonaattia ja
osoittivat, ettd mutageenien aiheuttamat hait-
tavaikutukset, kuten korren lyheneminen, fer-
tiiliyden heikentyminen ja tahkin Iyhenemi-
nen, eivit olleet huomattavia regeneroiduissa
kasveissa verrattuna kisittelemattémiin kasvei-
hin. Lisiksi mutageneesin jalkeen tuotetuissa
somaklooneissa muuntelu voi olla luonteeltaan
synergististd ja tuottaa siten enemmin valinnan
mahdollisuuksia kasvien ominaisuuksien pa-
rantamiseksi. Huolimatta hy6dyllisistd tulok-
sista tarvitaan lisdd panostusta ## vifro -mu-
tageneesin menetelmén kehittimiseksi, jotta
voidaan luoda yha enemmin hy&dyllista
muuntelua yhdessa somakloonisen muuntelun
kanssa. Taulukossa 4 on esitetty indusoidun
mutaation tuloksena valittuja viljeltyjen kas-
vien mutantteja, joilla on viljelyllisesti tirkeita
ominaisuuksia. Metsépuilla tiedot mutagenee-
sistd ovat vahdisii.

Somaklooninen muuntelu
koristekasveilla

Koristekasvien solukkoviljelyn seurauksena
on havaittu somakloonista muuntelua kasvin
ja lehden morfologian, kukan virin ja muodon
seki lehtien virityksen suhteen (Taulukko 5).
Jain (1993a, b) osoitti pauliinabegonialla (Bego-
nia x elatior), etta regeneranteissa, jotka oli tuo-
tettu lehtilavasta indusoidusta kalluksesta, oli
somakloonista muuntelua useissa ominaisuuk-
sissa, kuten kukan koossa, kasvin korkeudessa,
kasvin morfologiassa ja kukkien lukumaarissa.
Samanlaista muuntelua havaittiin paavalinku-
kan (Saintpanlia ionantha L.) lehtilavasta suo-
raan, ilman kallusvaihetta regeneroiduissa kas-
veissa. Kummallakaan lajilla ei havaittu muun-
telua kukan virissi (Jain 1993a, b). Kukan va-
tin muuntelua on havaittu solukkoviljelmista
regeneroiduissa kasveissa neilikalla Silvy &
Mitteau 1986), krysanteemilla (Khalid e 4/,

1989) ja gerberalla (Buiatti & Gimelli 1993).
Valittuja somaklooneja voitiin seuraavissa su-
kupolvissa mikrolisitd muutosten hividmatta.
Jain (1993a, b) i havainnut pauliinabegonialla
ja paavalinkukalla muuntelua kukkien luku-
midrissi kokeessa, jossa somaklooneja oli
mikrolisitty kaksi sukupolvea. Koristekasveil-
la somakloonista muuntelua voidaan hyédyn-
taa kaupallisesti.

Geneettinen yhdenmukaisuus ja so-
maklooninen muuntelu

Somaklooninen muuntelu ei ole toivottavaa
massalisayksessi eiki pyrittdessd lisdidmdin ge-
neettisesti alkuperiisen kaltaisia puuvartisia ja
koristekasveja (Heinze & Schmidt 1995).
Muuntelusta seuraavat taloudelliset tappiot
voivat olla erittdin suuria, kun kyseessd ovat
metsipuut tai muut puuvartiset kasvit, joiden
kasvu jatkuu vuosia. On erittidin tirkedd siilyt-
tid geneettinen pysyvyys tuotettaessa solukko-
vilielyn avulla lisdysmateriaalia metsitykseen.
Geneettiset muutokset eivit aina ilmene mor-
fologisina tai fysiologisina muutoksina, koska
geenituotteiden rakennemuutokset eivit vilt-
timitrd vaikuta niiden biologiseen aktiviteet-
tiin niin paljon, ettai muutokset nikyisivat
fenotyypissi. ”Hiljaiset mutaatiot” morfologi-
sella ja fysiologisella tasolla ovat tirkeiti, kos-
ka niiden avulla voidaan arvioida i vitro -vilje-
lyn seurauksena syntyneiden genomimuutos-
ten mairai (Sabir e @/ 1992). Isoentsyymit
ovat osoittautuneet kayttokelpoisiksi merkeik-
si arvioitaessa somakloonista muuntelua ome-
nan juurivesojen lehtisolukosta tuotetuissa re-
generanteissa (Martelli ¢f a/. 1992). Shenoy &
Vasil (1992) analysoivat somaattisista alkioista
regeneroituja elefanttiheinid (Pennisetum purpu-
renm K. Schum). He kiyttivit useita isoentsyy-
meji 16ytdimittd muuntelua, miké viittasi rege-
neranttien yhdenmukaisuuteen ja lisési niiden
arvoa kloonauksessa ja geneettisessd transfor-
maatiossa. Somaattisen embryogeneesin kaut-
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Taulukko 5. Esimerkkeja somakloonisesta muuntelusta koristekasveissa

Laji Mutageenikisittely Parantunut ominaisuus

kaura* gamma-siteilytys ruosteenkestivyys

sareptansinappi* gamma-siiteilytys aikaisuus
gamma-siiteilytys kukan viri

Chrysanthemum sp.*

soijapapu*

Gossypium sp.*

gamma-siteilytys

gamma-siiteilytys

aikaisuus, siemenen viri,
taudinkestivyys

puolikiipio kasvutapa

riisi* gamma-siiteilytys aikaisuus, taudinkestidvyys,
laonkestiivyys, suolankestivyys
kylminkestivyys, jyviin laatu

Rosa sp.* gamma-siiteilytys kukan viirt

seesami* gamma-siiteilytys 6ljyn laatu ja saanto, proteiini

lehminpapu* gamma-siteilytys sato, suolan ja happamuuden
kestivyys

-hnii amma-siteilytys kuumuuden kestivyys (Behl

vehnid g a-siteilyty: etal. 1993)

rapsi etyylimetaanisulfonaatti keltainen siemen (Jain &
Newton 1988)

puutarhamansikka gamma-siteilytys taudinkestivyys, kuivuuden

kestivyys (Jain 1997¢)

* Mutation breeding newsletter, 1996, Volume 42

ta regeneroidut kuusen (Picea abies) (Heinze &
Schmidt 1995), mustakuusen (Picea mariana)
(Isabel ef a/. 1993) ja muiden puuvartisten kas-
vien taimet on samoin osoitettu identtisiksi
klooneiksi (Haque e a4/ 1992) kayttdmailld
RAPD- ja RFLP-merkkeja (Merkle ez a/. 1988).
Taylor et al. (1995) havaitsivat embryogeenisis-
td viljelmistd regeneroiduissa sokeriruo’on tai-
missa hyvin vihin RAPD-polymorfismia,
miki viittaa siihen, ettd geneettiset kokonais-
muutokset ovat solukkoviljelyssd vihiisia.
Rani ef o/ (1995) identifioivat somaklooneja
amerikanmustapoppelilla  (Populus  deltoides)
kdyttien RAPD-merkkeji. Kahdestakymme-
nestikolmesta kasvista, jotka oli lisitty yhdestd
ainoasta kloonista, kuusi poikkesi lopuista ku-
ten my6s kentilld kasvatetuista kasveista kol-
mentoista polymorfismin verran, kun kiytet-
tiin viittd aluketta. Tama tulos paljastu yhden
ainoan somaattisen mutaation, joka edelsi so-

lunjakautumista ja johti kuuteen identtiseen
mutanttiin. On olemassa monentyyppisti
DNA-muuntelua, jota ¢i voi osoittaa RAPD-
analyysilld, kuten harvinaisia pistemutaatioita
ja geenien tai kromosomien moninkertaistu-
misia. Jotkut kyseisistd muutoksista;ovat tus-
kin havaittavissa milladn nykyisisti DNA-ana-
lyysimenetelmistd. AFLP (amplified fragment
length polymorphism) -tekniikka parantaa ge-
neettisen muuntelun analysointimahdollisuuk-
sia. Kyseinen menetelmi tuottaa runsaasti ge-
neettisid merkkeja ja saattaa soveltua suhteelli-
sen vihiisten somakloonisten muutosten to-
teamiseen (Thomas ez a/. 1995).
Morfologisina muutoksina ilmenevai so-
makloonista muuntelua havaittiin runsaasti
santelipuun (Santalum album) taimissa, jotka oli
regeneroitu varren palasista indusoidusta em-
bryogeenisesti kalluksesta syntyneistd somaat-
tisista alkioista (Rao e 4/ 1984). Somakloo-
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nisen muuntelun maidrd ilmeisesti lisddntyy in
vitro -viljelyn keston myoti erityisesti, kun so-
lukot ovat kallus- tai suspensiomuodossa (De-
verno 1995). Somaattisia embryogeenisid vil-
jelmid voidaan kryosiilyttad. Talldin geneet-
tisti materiaalia ei tarvitse sailyttdd sddnndl-
lisesti uudistettavissa solukkoviljelmissd. Ge-
neettisen alkuperin pysyvyys solukkoviljelmis-
ta regeneroiduissa kasveissa on erittiin tirkeds,
jotta voidaan siilyttdd arvokkaan kasvimate-
riaalin geneettinen muuttumattomuus.

Johtopaatokset

Somaklooninen muuntelu ja mutageneesi ovat
ideaalisia tapoja tuottaa laajalti geneettista
muuntelua kasvinjalostuksessa hyddynnetti-
viksi. Viljoilla somaklooninen muuntelu on
ilmeisesti vahdisempad kuin muilla kasveilla,
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Veli-Matti Rokka', Leena Pietili* & Eija Pehu’
! MTT, Kasvintuotannon tutkimuslaitos, Kasvinjalostukesen tutkimusala,
31600 Jokioinen
2 Boreal Suomen Kasvinjalostus, 31600 Jokioinen
> Kasvintuotantotieteen laitos, PL. 27, 00014 Helsingin yliopisto
e-matl: veli-matti.rokka@mtt.fi

Perunan (Solanum tuberosum L. ssp. tuberosumi) lajikejalostus on hankalaa johtuen perunan tautien
monimuotoisuudesta ja kasvin polyploidista (2n=4x=48) genomista. Jokioisissa, MTT:n
Kasvinjalostuksen tutkimusalalla, on selvitetty yhteistyéssa Helsingin yliopiston ja Boreal Suomen
Kasvinjalostuksen kanssa erilaisten solukkoviljelymenetelmien soveltamista perunanjalostukseen.
Uusien lajikkeiden tuottoa pyritddn nopeuttamaan ja tehostamaan kiyttimilld jalostuksessa
ponsiviljelmii ja protoplastifuusioita. Ponsiviljelylld on tuotettu dihaploideja (2n=2x=24) perunalinjoja
useista viljellyistd lajikkeistamme. Dihaploideja kasveja on kiytetty protoplastfuusioihin, silld
somaattisessa hybridisaatiossa eri ominaisuuksien yhdistely on tehokkaampaa kuin suvullisin polytyksin.
Lisaksi dihaploideja S. tuberosum -linjoja on kiytetty lajienvilisessd hybridisaatiossa fuusioimalla niitd
S. brevidens -lajin kanssa viruskestivyyden siirtimiseksi viljeltyyn perunaan. Tutkimuksessa on
tuotettu sekd somatohaploideja etti takaisinfuusioituja hybrideji, joita on tutkittu
virtaussytometrian ja kromosomien 7n sitw -hybridisaaton avulla. Tutkimus jatkuu §. acanle -lajin
haploidien tuotolla.

Avainsanat: Solannm tuberosum, solukkoviljely, somaattiset hybridit, taudinkestivyys
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Abstract
Dihaploid production and protoplast fusion of potato

Veli-Matti Rokka', Leena Pietili® & Eija Pehu’
! Agricultural Research Centre of Finland, Institute of Crop and Soil Science,
Plant Breeding Section, FIN-31600 Jokioinen
% Boreal Plant Breeding, FIN-31600 Jokioinen
3 Department of Plant Production, P. O. BOX 27, FIN-00014 University of Helsinki
e-mail: veli-matts.rokka@mtt.fi

Breeding new potato varieties (Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum) is difficult because of
heterogeneous diseases and the polyploid (2n=4x=48) genome of potato. In Jokioinen, at the Plant
Breeding Section of MTT, there has been an ongoing research programme, in co-operation with
the University of Helsinki and Boreal Plant Breeding, on application of tissue culture methods to
potato breeding. The aim is to enhance breeding new varieties using anther culture and protoplast
fusion. Dihaploid (2n=2x=24) potatoes from a number of cultivated varieties have been produced
via anther culture. Dihaploids have been used in protoplast fusion to combine more effectively
different agronomic traits using somatic hybridization instead of sexual combination. Dihaploid
S. tuberosum lines have also been used in interspecific hybridizaton by fusion with S. brevidens, a
wild potato species, to transfer virus resistance characters to cultivated potato. Out of this material
we have produced both somatohaploids and backfused hybrids that have been researched using
flow cytometry and z» situ hybridization on chromosomes. The research work is continuing with
production of haploids from . acante.

Key words: disease resistance, Solanum tuberosum, somatic hybrids, tissue culture
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Johdanto

Peruna (Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum) on
luokiteltu maailman neljinneksi tirkeimmaksi
ravintokasviksi (Hawkes 1994). My6s Suo-
messa peruna on merkittivi, perinteiseen ruo-
kavalioomme kuuluva viljelykasvi. Suomesta
perunaa viedddn hieman ulkomaille, mm.
Nortjaan, Ruotsiin ja Venijille. Viime aikoina
myds siemenperunan tuotanto ja vientimah-
dollisuudet ovat lisadntyneet, koska Pohjois-
Pohjanmaan kolmen kunnan alue (Tyrnivi,
Liminka, Temmes) on ollut vuodesta 1994
vksi EU:n siemenperunatuotannon erityisalu-
eista.

Uusien, entista parempien perunalajikkei-
den jalostus on tarpeellista, silli perunaa vai-
vaavat monet kasvitaudit, jotka heikentivat
sekd satoa etti mukuloiden laatua. Perunala-
jikkeita on jalostettu Suomessa intensiivisesti
vasta 1980-luvun puolivilistd alkaen, kun pe-
runa sai oman jalostajan. Nykyisin perunaa
jalostetaan Boreal Suomen Kasvinjalostukses-
sa, Jokioisissa.

Perinteinen perunanjalostus perustuu su-
vullisiin risteytyksiin. Tetraploideja
(2n=4x=48) lajikkeita tai jalostuslinjoja, joilla
on mielenkiintoista taudinkestivyys- tai laa-
tuominaisuuksia, risteytetain keskendin, mut-
ta lajin polyploidisuus ja suuri kromosomiluku
aiheuttavat ongelmia. Kromosomien segregaa-
tion ja rekombinaatioiden johdosta haluttujen
ominaisuuksien yhdistiminen samaan lajikkee-
seen on vaikeaa. Jalostus vaatii useita poly-
tyksid ja runsaan siemenmateriaalin, josta saa-
dut jilkeliiset testataan kenttikokein, taudin-
kestivyystestein ja laatuanalyysein. Jalostus,
jossa tyoskennellddn suurilla aineistoilla, on
kallista ja vaatii aikaa. Uuden lajikkeen aikaan-
saaminen on 10-15 vuoden ty6én tulos.

Koska perunanjalostus on hidasta, on py-
ritty kehittimain uusia jalostusmenetelmia,
jotka perustuvat mm. bioteknitkan hyviksi-
kiyttoon (Wenzel ef al. 1979). Lajikejalostusta
pyritidn siirtimian tetraploidilta diploidille
(2n=2x=24) tasolle. Dihaplioideja linjoja tuo-
tetaan partenogeneesin (Hougas & Peloquin
1957) tai androgeneesin (Dunwell & Sunder-
land 1973) avulla. Kisitykset partenogenee-

sistd (pseudogamiasta), joka perustuu tetra-
ploidien S. #uberosum -linjojen polytykseen S.
phureja -lajilla, ovat ristiriitaisia. Solanum phureja
-lajista siirtyy yksittdisid kromosomeja tai
DNA-fragmentteja dihaploideihin kasveihin
(Clulow et al. 1991), mikd saattaa vaikeuttaa
niiden kiyttod jalostuksessa tai taudinkestd-
vyysominaisuuksien geneettisessd tutkimuk-
sessa. Ponsiviljely (androgeneesi) vaatii kui-
tenkin enemmin teknisti ty6td. Ponsiviljelmis-
si harvat genotyypit muodostavat alkioita ja
erityisesti tetraploidi S. fuberosum on osoittau-
munut hankalaksi kasviksi (Wenzel 1994).
Dihaploideja perunalinjoja voidaan risteyt-
tad suvullisesti, jolloin jalostus tehostuu di-
haploidien tuottamien diplogameettien (re-
dusoitumattomien gameettien) avulla (Chase
1963). Tehokkaampi menetelma saattaa olla
protoplastifuusio (Power ¢f a/. 1970). Dihap-
loideista perunoista eristetiin protoplasteja,
joita fuusioidaan joko kemiallisesti tai sahkoi-
sen fuusion (elektrofuusion) avulla (lajinsisai-
nen hybridisaatio). Protoplastifuusion etuna
on meioosin segregaation puuttuminen. Monet
tetraploidit lajikkeet ovat myés stenilejd tai lin-
jojen suvullinen risteyttiminen ei onnistu joh-
tuen muusta yhteensopimattomuudesta. Protop-
lastifuusion tuloksena saaduissa somaattisissa hy-
brideissi ilmenevit molempien dihaploidien
vanhempien dominandt ominaisuudet (Wenzel
et al. 1979). My6s muiden ominaisuuksien yh-
distyminen hybrideissd tehostuu.
Somaattista hybridisaatiota kaytetdin myos
eri lajien viliseen hybridisaation. Peruna on
geneettiseltd taustaltaan melko kapea. Vaih-
telua haetaan sen sukulaislajeista, joita ei pys-
tytd suvullisesti risteyttdmadn S. suberosunin
kanssa. Perunan ensimmiinen lajien vilinen
somaattinen hybridi tehdin vuonna 1978, kun
peruna ja tomaatti hybridisoitiin ns. pomaatiksi
(Melchers et a/. 1978). Tuloksena ei syntynyt
lajia, joka tuottaisi perunan mukuloita ja to-
maatin hedelmii. Tillaiset hybridit ovat kui-
tenkin tuottaneet tietoa somaattisten hybridien
sytologiasta (Jacobsen ef al. 1995). Somaatti-
sissa fuusioissa on myés kiytetty sybridisaa-
tiota (sytoplasman siirtoa) (Aviv et a/. 1984)
ja episymmetristi hybridisaatiota, jossa villi-
lajin protoplastit siteilytetddn, jolloin vain osa
genomista slirtyy vastaanottajaprotoplastille
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(Zelcer et al. 1978). Lisikst mikroprotoplasteja
ja niiden kiyttéd perunanjalostuksessa on tut-
kittu (Ramulu e 4/ 1996).

Jokioisissa perunan bioteknisid menetel-
mii on tutkittu vuodesta 1988 alkaen. Yh-
teistyo Helsingin yliopiston ja Boreal Suomen
Kasvinjalostuksen kanssa on ollut tuloksellista.
Niilld menetelmilld tuotettuja perunalajikkeita
saamme kuitenkin odottaa vield vuosia.

Aineisto ja menetelmat

Tetraploidin perunan (S. tuberosum)
ponsiviljely

Tetraploidién, perunoiden ponsiviljelyssd kiy-
tettiin materiaalina sekd kasvihuoneessa etta
kentilld kasvatettujen perunoiden nuppuja.
Menetelmit kasvihuoneolosuhteiden, nuppu-
jen steriloinnin, ponsien eristyksen, kasvatus-
alustojen ja ponsien inkubointiolosuhteiden
suhteen on aiemmin julkaistu (Tiainen 1992,
Rokka et a/. 1996a). Vuosien 1991-94 aikana
testattiin 48 tetraploidin perunan genotyypin
ponsiviljelykyky. Regeneroituneiden versojen
ploidiataso tutkittiin  kromosomianalyysein
(Rokka et al. 1996a) ja virtaussytometrilld
(FacsSort, Becton-Dickinson, USA) (Rokka ef
al. 1995).

S. tuberosum -lajin dihaploidien
protoplastifuusiot

Ensimmiiset kahden eri dihaploidin . tube-
rosum -linjan viliset protoplastifuusiot tehtiin
vuosina 1992-94 Rokan ty6ryhmin menetel-
min mukaan (Rokka ez a/ 1996b). Hybridisyy-
den midiritys regeneroituneista versoista teh-
tiin RAPD-menetelmaill3, jossa vertailtiin van-
hempaishinjojen seki fuusioregeneranttien
DNA-kuvioita. Vuoden 1996 aikana on fuusi-
oitu perunanjalostajan valitsemia dihaploideja.
Tavoitteena on tuottaa aikaisia tirkkelysperu-
nahybrideji.

Lajienviliset protoplastifuusiot,
somatohaploidit, takaisinfuusiot ja
in situ -hybridisaatio

Kaksi eri perunalajia (diploidi S. brevidens ja
dihaploidi . fuberosum) fuusioitin vuonna
1992 (Rokka et al. 1994). Solanum brevidens on
villi perunalaji, jolla on ddrimmadinen kierreleh-
tiviruksen sekd Y- ja A-virusten kestivyys
(Valkonen ef a/. 1992). Somaattiset hybridit
karakterisoitiin RAPD-merkeilld, kromosomi-
analyysein ja viruskestivyystestein (Rokka et a.
1994, Valkonen et a/. 1994). Hybridit olivat
takaisinristeytyksissi (Rokka e a/ 1994) seka
ponsiviljelmissi somatohaploidien tuottami-
seksi (Rokka ef al 1995, Rokka ez a/ 1997).
Ponsiviljelylld tuotetut somatohaploidit testat-
tiin virustestein ja virtaussytometrialla. Kierre-
lehuvirukselle kestdvi somatohaploidi fuusioi-
tiin uudelleen dihaploidin S. fwberosum -linjan
kanssa (takaisinfuusio).

In situ -hybridisaatiota kaytettiin S. brevidens
-lajin kromosomien tutkimuksessa. Ty6 tehtiin
Colorado State Universityssa, Fort Collinsissa,
USA:ssa. Siind kdytettin Solanum brevidens -la-
jista eristettyd toistuvajaksoista DNA:ta, joka
on lajispesifistd ja eroaa S. tuberosum -lajin
DNA:sta (Pehu et a/ 1990). In situ -hybridi-
saatiossa kiytettiin muunnellen Lapitanin ty6-
ryhmin julkaisemaa ohjetta (Lapitan e af.
1989). Kaksi S. brevidens -lajin koetinta (pSB1
ja pSB7) leimattiin biotiini-14-dATP:lla ja di-
goksigeniini-11-dUTP:lla ja hybridisoitin 5.
brevidens -lajin, somaattisten hybridien ja soma-
tohaploidien kasvien somaattisiin metafaasi-
vaiheessa oleviin kromosomeihin. Fluoresens-
sireaktio detektoitiin avidiini-DN:lla (vibrei
reaktio) ja rodamiini-antidigoksigeniinilla (pu-
nainen reaktio) digitaalikuvausta kiyttien
(Brown et al 1995).

Solanum acaule -lajin
solukkoviljelytutkimus

Solanum acanle on segmentaalisesti allotetra-
ploidi perunalaji, jota ei voida risteyttai tetra-
ploidin S. tuberosum -perunan kanssa. Solanum
acante -1ajilla on useita resistenssiominaisuuk-
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sia, mm. hallankestivyys ja kylminkestavyys,
useiden virustautien kestivyys, peruna-anke-
roisten kestivyys (Hawkes 1994) sekd vaalean
rengasmidin kestivyys (Ishimaru et a/. 1994).
Solanum acanle -lajia kiytettiin Jokioisissa pon-
siviljelykokeissa.

Tulokset ja tulosten
tarkastelu

Tetraploidin perunan ponsiviljely ja
dihaploidien tuotto

Perunan ponsiviljelykokeet ovat tuottaneet Jo-
kioisissa noin 1000 regeneranttia. Kokeissa
testatut eri genotyypit voitiin luokitella ponsi-
viljelykyvyltdan hyvin embryogeenisiin, em-
bryogeenisyydeltain keskitasoisiin ja alkioita
tuottamattomiin linjoihin. Hyvin embryogee-
nisia perunalajikkeita olivat Calgary (Alanko-
maat), Kardal (Saksa), Nicola (Saksa), Petra
(Saksa), Pito (Suomi), Satu (Suomi), Torridon
(Britannia), Van Gogh (Alankomaat) ja White
Lady (Unkari). Noin 90 % regeneranteista on
tuotettu naista lajikkeista. Kenttakokeissa on
viime vuosina ollut yli 500 dihaploidia. Aikai-
semmin ei viljellyistd perunalajikkeista ole mis-
sddn tuotettu ponsiviljelylld yhti runsaast di-
haploideja jilkelaisia.

Perunan ponsiviljelyssi saatiin dihaploidi-
en (2x) kasvien lisaksi my6s tetraploideja (4x),
oktoploideja (8x) ja miksoploideja jalkeldisid
(Rokka e al. 1996a). Tietyilld lajikkeilla (esim.
Torridon ja Pito) muodostui lihes yksinomaan
4x-ponsiviljelyjilkeldisid, mutta toisilla lajik-
keilla (esim. White Lady, Calgary ja Satu) lihes
yksinomaan 2x-linjoja. Todennikdisesti syynd
ei ole yksinomaan solukkoviljelyn aiheuttama
kromosomiston polyploidisoituminen, vaan
tietyilli lajikkeilla esiintyva redusoitumattomi-
nen gameettien runsas osuus (Rokka e al
1996a). Saatujen tulosten avulla jalostaja voi
valita ponsiviljelyyn sellaisia linjoja, joiden ris-
teytysvanhempina on kaytetty hyvin andro-
geenisii genotyyppeji. Perunan androgeneesi

ja versojen regeneroituminen ovat todenni-
koisesti toisistaan riippumattomia periytyvid
geneettisid ominaisuuksia (Singsit & Veilleux
1989).

Dihaploidien perunoiilen
protoplastifuusio

Somaattisia hybrideja, jotka oli tuotettu dihap-
loideja kasveja fuusioimalla (2x + 2x), saatiin
kuudesta yhdistelmisti (Rokka ez a/ 1996b).
Useimmat somaattiset hybridit olivat odote-
tust tetraploideja, mutta neljdstd kombinaati-
osta syntyl kasveja, joilla oli heksaploidinen,
oktoploidinen tai miksoploidinen genomi.
Useiden tetraploidien ja  heksaploidien
somaattisten hybridien DNA-pitoisuudet (2C-
arvot) olivat pienempi kuin dihaploidien van-
hempaislinjojen summat tai alkuperiisten tet-
raploidien lajikkeiden DNA-pitoisuudet (Rok-
ka et al 1996b). Timi saattaa johtua pitkin
solukkoviljelyn aiheuttamasta aneuploidiasta
(hypoploidiasta). Somaattiset hybridit ovat ol-
leet kenttikokeissa.

Dihaploidi-dihaploidifuusiointimme  jat-
kuvat aikaisten tirkkelysperunahybridien tuo-
tannolla. Lihitulevaisuudessa hybridien valin-
taan kehitellddn virtaussytometristid sovellutus-
ta. Tillin hybridisoituneet solut voidaan valita
protoplastivaiheessa, jolloin kaikkien fuusiossa
olleiden solujen kasvatus ei ole tarpeen. Me-
netelmii tehostaa myos tuotettavien dihap-
loidien sadontuottokyvyn ja taudinkestavyy-
den tunteminen. Till6in fuusioihin voidaan
valita parempia genotyyppeja.

Solanum brevidens -tutkimukset

Solanum brevidens -lajin ja dihaploidin Pito-lajik-
keen protoplastifuusio tuotti useita satoja
somaattisia hybrideji (Rokka et a/ 1994).
Useimmat hybridit olivat kimeerisid tetra- tai
heksaploidisia aneuploideja (Rokka e a/. 1994,
Rokka et a/. 1995). Hybridit olivat ddrimmaisen
kestivid PVY™- (Rokka ef al 1994) ja PVY©-
viruksille seki kierrelehtivirukselle (Valkonen
et al. 1994), mutta eivit tuottaneet mululoita.
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Kasvien takaisinristeytysohjelma ei onnistu-
nut, mutta hybrideistd tuotettiin ponsiviljelyn
avulla triploideja somatohaploideja kasveja
(Rokka ez al. 1995, Rokka ez a/. 1997). Somato-
haploidit olivat dgdrimmiisen kestdvid kierre-
lehtivirukselle. Kasvit fuusioitiin uudelleen di-
haploidin Van Gogh -lajikkeen kanssa, jotta
mukuloiden tuotto lisadntyisi ja viruskestavyy-
den ilmeneminen S. twberosum -lajin genomissa
selvidisi. Takaisinfuusioidut kasvit olivat edel-
leen kestavia kierrelehtivirukselle, mutta eivit
vhtd kestdvid kuin 5. brevidens ja alkuperiiset
somaattiset hybridit. Niiden mukuloiden tuot-
tokyky oli parantunut.

In sitn -hybridisaatolla todettiin kumman-
kin DNA-kloonin olleen perikkaiisjaksoista
DNA:ta (tandemly repeated DNA), joka hy-
bridisoiti S. brevidens -lajin kaikkien 24 kro-
mosomin telomeeripiihin. Tietyissi ankaruus-
olosuhteissa koettimet eivit hybridisoituneet
S.  tuberosum  -perunan  kromosomeihin.
Somaattisten hybridien ja somatohaploidien
sytologisessa analyysissd todettiin, ettd heksa-
ploidit hybridit, jotka olivat ponsiviljelyssd em-
bryogeenisia, olivat saaneet suurimman osan
genomistaan S. brevidens -lajilta. Noin 80 %
somatohaploidien kromosomeista sisalsi S. bre-
videns -lajin DNA:ta. Tarkka perunan sytolo-
ginen analyysi oli hankalaa johtuen kromo-
somien pienesti koosta ja suuresta lukumai-
ristd sekd kasvisolumateriaalista, jossa solun-
seind ja sytoplasma aiheuttavat taustavirjiy-
tymista. Lisdksi hybridien sisiiset solujen va-
liset kromosomimiirien vaihtelut seki mah-
dolliset translokaatiot aiheuttavat ongelmia in

sitn -hybridisaatiossa. Tarkempi sytologinen
analyysi voisi onnistua genomisella iz sitn -
hybridisaatiolla (GISH:lld) (Jacobsen et al
1995).

Solanum acaule -tutkimukset _

Solanum acanle -1ajilla olemme tuottaneet ponsi-
viljelylla yli 200 haploidia. Aikaisemmin on
samalla lajilla julkaistu ty6 S. phurga -polytyk-
selld tuotetusta kahdesta haploidista (Camadro
et al. 1992). Solanum acanle -lajin haploidit ovat
mielenkiintoisia seki lajin segmentaalisen allo-
polyploidian tutkimiseksi etta lajin taudinkes-
taivyysominaisuuksien periytymisen selvittami-
seksi. Haploideja voidaan kiyttda protoplas-
dfuusiothin S. fuberosum -lajin kanssa. Aiheesta
ollaan luomassa kansainvilisti tutkimusohjel-
maa.

Yhteenveto

Perunan solukkoviljelymenetelmat alkavat olla
jalostuksen kidytettdvissd. Edistyksestd huoli-
matta esim. ponsiviljelyn ongelmia ovat eri
genotyyppien vilinen vaihtelu alkionmuodos-
tuksessa ja versojen regeneraatiossa. Proto-
plastifuusio vaatii eri linjojen kombinoitumis-
kyvyn ja pitkdn kalluskasvatuksen aiheuttaman
somaklonaalisen muuntelun tutkimista. Mene-
telmid voidaan kuitenkin jo kiyttdd perunan
tiettyjen ominaisuuksien yhdistelyssa.
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Uuden geneettisen muuntelun
tuottaminen perunan pakkasen-
kestavyyden tutkimiseksi

Mervi Seppinen & Eija Pehu
Kasvintuotantotieteen laitos, PL. 27, 00014 Helsingin yliopisto
e-mail: mervi.hahtonen@belsinki fi

Viljelyssi olevat perunan (So/anum tuberosum L.) lajikkeet poikkeavat pakkasenkestivyydeltddn hyvin
vihin toisistaan. Laboratoriokokeissa on perunan pakkasenkestavyyttd arvioitu kiyttimalla
joninvuotomenetelmii, joka on ns. episuora mittausmenetelmi ja perustuu solukalvojen
sdilymiseen rikkoutumattomina kylmakisittelyn ajan. Kokeissa mukana olleet perunalajikkeet,
kuten Pito, Hja Tanu ja Hja Timo, eivit eronneet toisistaan pakkasenkestivyytensd suhteen.
Solanum tuberosum ei ole ainoastaan hallanarka, vaan silti puuttuu myés karaistumiskyky. Sen
pakkasenkestivyys on -3 °C. Andeilla kasvavista villiperunoista on léydetty lajeja kuten .
commersonii, jonka pakkasenkestivyys on -4,5 °C. Timin lisiksi S. commersonii kykenee karaistumaan.
Geneettisti muuntelua pakkasenkestivyyden suhteen on aikaansaatu risteyttimalla pakkasherkka
ja pakkasenkestivi laji keskeniin; kahdesta luontaisesti risteytymittémisti lajista (8. commersonii x
S. tuberosum) on tuotettu somaattinen hybridi (Cardi e a/. 1993). Somaattisesta hybridista tuotetun
itsesiitospopulaation pakkasenkestivyytti mitattiin ioninvuototestilli. Populaation havaittiin
segregoivan siten, ettd 50 tutkittavasta kasvista pystyttiin 16ytimain yksilditi, joiden kestivyys oli
lihelld jompaa kumpaa risteytysvanhempaa. Suurin osa kuitenkin edust vanhempien keskiarvoa.
Kasvien karaistumisominaisuudet olivat riippumattomia ei-karaistuneen kasvin pakkasenkestavyydesta.
Tulos antaa lisitodistusta sille, etti kyseiset ominaisuudet ovat eri geeniryhmien kontrolloimia.
Hyviksikayttimilld pakkasherkin ja pakkasenkestivin perunalajin vilista somaattsta hybridid pystyttin
tissi tutkimuksessa tuottamaan populaatio, jota jatkossa voidaan kdyttdd perunan pakkasenkestavyys-
tai karaistumismekanismien tutkimiseen.

Avainsanat: karaistuminen, kylmankestavyys, Solanum tuberosum, somaattiset hybridit
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Abstract

New genetic variability for studying freezing
tolerance of potato

Mervi Seppanen & Eija Pehu
Department of Plant Production, P. O. BOX 27, FIN-00014 University of Helsink:
e-matl: mervi.hahtonen@belsinkd.fi

There is little variation in freezing tolerance between potato (Solanum tuberosum L.) cultivars. In
laboratory experiments the ion leakage test, an indirect method based on the survival of membrane
integrity at low temperature treatments, has been used to evaluate the freezing tolerance of potato.
Tested potato cultivars, e.g. Pito, Hja Timo and Hja Tanu, did not differ in their freezing tolerance.
S. tuberosum is not only frost sensitive but it also lacks the capacity to acclimate. However, wild
potato species are frost tolerant, - 4.5 °Cin S. commersonii versus -3.0 °C in S. tuberosum, and able to
cold acclimate. Genetic variation in freezing tolerance of potato has been identified in interspecific
somatic hybrids of S. commersonii x S. tuberosum (Cardi et al. 1993). The freezing tolerance of the
selfed progenies derived from the somatic hybrid was measured using the ion leakage method. Out
of 50 progenies studied we were able to find individuals with freezing tolerance close to that of
the hybrid parents. The freezing tolerance in most of the progenies was nearer the parental mean.
In our observations the acclimation capacity of the progenies was independent of the measured
freezing tolerance. The result supports the hypothesis that freezing tolerance and acclimation
capacity are separate traits and are possibly controlled by different genes or gene families. In this
study we created a population which segregates according to tolerance to low temperatures and
which could be used in further studies on the mechanisms of freezing tolerance and acclimation
capacity.

Key words: acclimation, frost tolerance, Solannm tuberosum, somatic hybrids
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Johdanto

Suomessa esiintyy perunan (Solanum. tuberosum
L..) kasvukauden aikana halloja, jolloin ySlim-
potila laskee nollan alapuolelle. Viljelyssi ole-
va peruna on pakkasherkki kasvi, jonka lehti-
materiaali kestia laboratorio-olosuhteissa tes-
tattuna n. -2 - -3 °C. Hallan vioitukset aiheut-
tavat keviisin yhteyttivin lehtipinta-alan
menetystd ja syksylld kasvukauden pdittymi-
sen. Perunan pakkasvauriot vihentyisivat
merkittavist mikili jalostuksessa onnistuttai-
siin kehittimiin muutaman asteen enemman
pakkasta kestivid lajikkeita. Tdmi tavoite on
kuitenkin perinteiselld risteytysjalostuksella
vaikea toteuttaa, silli S. twberosum lajikkeiden
joukosta ei juurikaan 16ydy vaihtelua pakka-
senkestavyyden suhteen.

Kasvien pakkasenkestivyys ja karaistumis-
kyky eli kyky lisdtd kylmankestavyyttd ovat mo-
lemmat useiden perintStekijéiden ohjailemia
ominaisuuksia ja siten vaikeita tutkia. Perunan
pakkasenkestivyyteen vaikuttaa  pienehké
joukko toistaiseksi tuntemattomia geeneji.
1990-luvun alussa uskottiin kylmissa indusoi-
tuvien geenien (geenin ilmeneminen on al-
haisista lampotiloista riippuvaa) eristimisen hi-
sddvian kasvien karaistumismekanismien ym-
mirtimistd eikii niiden periytymisen rutkimi-
seen panostettu. Niiden geenien merkitystd
kylminkestivyyden kehittymiselle tutkittiin
vlickspressoimalla niitd siirtogeenisissi kas-
veissa. Lihes poikkeuksetta yhden geenin il-
menemisen lisiiminen ei merkittivasti lisinnyt
siirtogeenisen kasvin kylmankestavyyttd, cika
karaisturﬁistapahtuman tutkiminen kokonai-
suutena oflut mahdollista. Pyrkimyksissd sel-
vittdd kylmissd indusoituvien geenien segre-
gaation yhteytti kylminkestdvyyden kanssa,
on geneettisti muuntelua tuotettu lajien vilisin
ristytyksin. S. cardiophyllum x S. commersonit ta-
kaisinristeytysjilkeldistolld tehdyissd kylman-
kestivyyden periytyvyytti koskevissa tutki-
muksissa on hallankestavyyden ja karaistumi-

sominaisuuden arveltu olevan eri geeniperhei-
den ohjailemaa (Stone et a/. 1993).
Perunan jalostamiselle hallaa paremmin
kestdviksi on tirkeaa sitd ohjailevien geenien
tunnistaminen. Pakkasherkistd 5. tuberosunrista
poiketen kuuluu Solanum-perheeseen useita vil-
liperunoita, joiden kestivyys on viljeltdvai pe-
runaa huomattavasti parempi, ja niiden ka-
raistumisominaisuuksissa  6ytyy
(Taulukko 1). Nimi pakkasenkestivit villipe-
runalajit, kuten S. commersonii, ovat satoisuu-

vaihtelua

deltaan ja mukuloiden laatuominaisuuksiltaan
selvisti §. tuberosunia huonompia, eiki niitd
voida kiyttai sellaisenaan jalostusmateriaalina.
Ne ovat kuitenkin erinomaista tutkimusma-
teriaalia selvitettdessi perunan pakkasenkes-
tivyysmekanismeja eli mitd kasvien rakenteel-
lisia tai elintoimintojen sopeuttamiseen alhai-
siin limpétiloihin liittyvid ominaisuuksia tar-
vitaan kestivyyden parantamiseksi.

Yksi tapa saada selville taustalla olevia pe-
rint6tekijoiti on tutkia perimiltadn mahdol-
lisimman samanlaisia kasveja, jotka kuitenkin
poikkeavat toisistaan halutun ominaisuuden eli
tdssd tapauksessa pakkasenkestivyytensa suh-
teen. Kasvimateriaali pakkasenkestivyyden
mekanismien tutkimiseen aikaansaatiin risteyt-
timilld pakkasherkka (8. suberosim) ja pakka-
senkestivid (5. commersonii) perunalaji keske-
niin ja tuottamalla siitd itsepdlytyksen kautta
jalkeldisté, jonka pakkasenkestivyys vaihteli.
Jilkelaisistd jokainen kasviyksilé on suvullisen
lisaantymisen takia geneetiiseltd taustaltaan ai-
nutlaatuinen ja titen myos pakkasenkestivyy-
delrddn jilkeldiset edustavat erilaisia yhdistel-
mid vanhemmistaan. Meneillidn olevissa tut-
kimuksissa selvitetdin, miten kasviyksilot rea-
goivat pakkaslimpétiloihin, mitd eroja on kas-
vien yhteyttimistehokkuuden siilymisessa ja
kylmyysstressin aikana muodostuvien haital-
listen yhdisteiden detoksifikaatiossa. Nain
piistdin tarkastelemaan, miten pakkasenkes-
tivi kasvi (-5,25 °C) eroaa herkemmiisti kas-
vista (-2,75 °C) niiden ominaisuuksien sekd
alhaisessa limpétilassa siddeltyjen geenien il-
menemisen suhteen.
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Taulukko 1. Perunan (Solanum sp.) pakkasenkestavyys ja karaistuminen (Chen & Li 1 980).

Ryhmi Pakkasenkestivyys- ja Siolanwm sp. Kestiwyys | "C)
karaistumisominaisuus ei karaistu karaistu

1 pakkasenkestiviit ja 5. acaule 6.0 =90
karaistumiskykyiset 8. commersonii —4.5 -11.5

I pakkasenkestiwit ja 8. bodiviense -5 4.5
ei-karaistumiskykyiset S. sanctoe-rosae -5.5 5,5

11 pakkasherkiit ja 5. wplocanse -3.0 —B.0
karaistumiskykyiset 8. polyerichon =3.0 —b,0

v pakkasherkiit ja 5. cardiophyllum -3.0 =30
ei-karaisturmisk ykyiset 5. tuberosum =30 -3,0

W hallanarat 8. rrifidum -3.5 ool but

t

Aineisto ja menetelm

Kasvimateriaalina kiytettiin 5. commersonis (P
243503} x S. twberssum (SPV11) somaattista
hybridia (SH9A) seka siitd tuotettua itsesiitos-
populaatiota (S1) (Kuva 1). Perunat kasvatet-
tiin pakkasenkestivyyden testausta varten kas-
vihuoneessa + 20 °C/+18 “C
16 tunnin piivinpituudessa. Karaistumiskapa-
siteetti mitattiin 7 vuorokautta karaistumisen
jilleen, jona aikana péivinpituus oli 12 h ja
karaistumislimpétila +4/+2 2. .
Kylminkestivyys mitattin 1 cm” kokoi-
sista lehtikiekoista ionivuototestid kiyttamilld.
Pakkasenkestivyyden perusteella seulottiin n.

a (piiv, yo)

i

R
!

sadan itsesiitosjilkeldisen joukosta jatkoon 50
kasvia. Jokaisessa kylmitestissi oli mukana
neljd toistoa, ja kylmitestejd toistettiin kunnes

jilkeldiset oli saatu pakkasenkestivyytensd pe-

rusteella luotettavasti  paremmuusjirjestyk-
seen, tissd tapauksessa 4-5 kertaa. Karaistu-
neiden (KAR) ja karaistumattomien [EI-KAR)
kasvien ionivuototestisti saaduista tuloksista
laskettiin LT50-arvot (Lethal Temperature,
Kuolettava lampétila, jossa 50 %

Wi ionien ko-

konaismiiristi on vuotanut ulos solusta) (Ja-
nacek & Prasil 1991). Kasvien karaistumis-
kapasiteetti laskettiin karaistuneiden kasvien
ja ei-karaistuneiden kasvien LT50-arvojen ero-
mksena (KAR - EI-KAR).

Tulokset kiisiteltiin tilastollisesti kayttimal-
li EXCEL -ohjelman kw:um:wrz‘]la:mtimpxmeduurm.

Tulokset

Itsesiitosjilkeldiston pakkasenkestivyyden ha-
vaittiin segregoivan risteytysvanhempien vilil-
la. Viidestikymmenesti testatusta kasvista 16y-
dettiin yksiloitd, joiden pakkasenkestivyys oli
samaa tasoa kuin 5. commersondd tai 5. tuberossm
ajilla, suurin osa kuitenkin kéyttdyryi hybn-
din, SH9A:n, tapaan (Kuva 2). Pakkasenkesta-

L

vin jilkeliinen kestd -4,9 "C, herkin vaurioitu
-3,0 °C:ssa, kun koko tutkittavan populaation
5,2°C)
ja herkimmiksi S.swberomm (-2,5 ’C). Somaat-
tisen hybridin, SH9A, pakkasenkestivyys oli
4.3 "C, mikd on D40 astetta risteytysvanhem-

kestivimmaksi mitattiin 5. commersons |-

pien keskiarvoa parempi.
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8. commersoni (P1 243503} x5, twberossm (SPV11)

2n=2x=24 2n=2x=24
EBN=1 EBN=2
EI-KAR -5,2 °C EI-KAR -2,5 °C
KAR -7,6 °C KAR -2,6 °C

\.

SH9A

Sn=4x=48

EI-KAR -43 °C

KAR -5,5 °C

@®

51

2n=4x=48

EI-KAR -30 - -49 °C
KAR -33 - -7,5 °C

Kuva 1. Risteytysvanhempien, hybridin ja itsesiitosjalkelaiston ploidiatasot seké pakkasenkestavyys ennen
karaistumista (EI-KAR) ja karaistumisen jalkeen [KAR).

Kasviyksiléiden lukumé&éara
=

0
Ty [Ty] w [Ty ] Ly Ly o™
N ~N o~ o
¢ S RN

Pakkasenkestéavyys (C)

Kuva 2. Perinndllinen vaihtelu itsesiitosjalkelaistén pakkasenkestavyydessd. Pylvaat osoittavat
pakkasenkestavyydeltadn erilaisten kasviyksildiden lukumaaran kussakin lampétilaluokassa.
Risteytysvanhemmat: pakkasenkestava S. commersonii (-5,25 °C) ja viljelty peruna S. tuberosum (-2,0 °C).
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Karaistumattomien kasvien pakkasenkestidvyys

Kuva 3. S1 populaation pakkasenkestavyyden ja karaistumiskapasiteetin korrelaatio.

Karaistumiskapasiteetin laskemista varten
perunat karaistiin +4/+2 ®C:ssa 7 vuorokau-
den ajan. Samojen kasvien pakkasenkestivyys
mdiritetdin ennen karaistumiskasittelyi ja ka-
pasiteetti ilmoitettiin LT50-arvon muutoksena
(KAR - EI-KAR). S. tuberosum ei parantanut
pakkasenkestivyyttidn karaistumiskisittelyssi,
kun taas S. commersonzin kestavyys parani -5,25
“C:sta -7,6 °Ceen eli 2,4 astetra. Jilkeldiston
pakkasenkestavyys lisddntyi vastaavasti 0,2-2,3
astetta. Pakkasenkestivat yksilot eivit karais-
tuneet herkkid paremmin, vaan karaistumis-
kapasiteetin suuruus oli ei-karaistuneiden kas;
vien pakkasenkestivyydesta riippumatonta (R™
= 0,039) (Kuva 3). Kasviyksilon pakkasen-
kestivyyden perusteella ei siis voida ennustaa
karaistumiskykya.

Tulosten tarkastelu

Esteend perunan jalostamisessa pakkasta pa-
remmin kestéiviksi on ollut vaihtelun puuttu-
minen S. tuberosum -lajikkeiden vililli. Toisaal-
ta Solannm-lajeista 16ytyy useita villiperunoita,
joiden pakkasenkestivyys on huomattavasti
parempi kuin S. twberosum -lajilla. Tissd tutki-

muksessa luotiin pakkasenkestivyydeltdin he-
terogeeninen perunapopulaatio, jonka kesti-
vyys segregoi risteytysvanhempien vililld. Hy-
bridin itsesiitosjilkeldistén 50 kasvista pystyt-
tin 16ytimidin pakkasenkestivyydeltddn ris-
teytysvanhempia lihelld olevia yksil6itd. Nama
vksilot ovat arvokasta tutkimusmateriaalia sel-
vitettdessd perunan pakkasenkestivyyteen vai-
kuttavia tekijoita.

S. commersonii x 8. cardiophyllum hybridin ta-
kaisinristeytysjalkeldistolla tehdyissa kokeissa
todettiin sekd perunan pakkasenkestivyyden
ettd karaistumiskyvyn olevan kvantitatiivisia ja
siten usean geenin ohjailemia ominaisuuksia.
On todennikdisti, ettd eri geeniperheet sai-
televit nditd kahta eri ominaisuutta (Stone ef
al. 1993). Stone ef al. (1993) pdityivit teoriaan
kahdesta erillisestd ominaisuudesta havaitse-
malla korrelaation puuttumisen em. ominai-
suuksien vililti. Oman kokeemme S. commer-
somir x 8. tuberoswm somaattisen hybridin it-
sesiitospopulaatiosta mitatut tulokset tukevat
tatd teoriaa. Pakkasenkestivyydeltdin segre-
goiva populaatio (S1) segregoi tiippumatto-
masti my6s karaistumiskykynsi suhteen. Jat-
kossa populaatiota voidaan siten kiyttia sekd
pakkasenkestivyys- ettd karaistumisominai-

suuksien tutkimiseen perunalla.
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Transgeeniset kasvit ja niiden
viljelyn riskien arviointi

Janos Pauk
Cereal Research Institute, Wheat Genetics and Breeding Department,
P. O. BOX 391, H-6701 Szeged, Hungary
e-matl: b10151pan@ella.hu

Tutkimuslaitoksemme genetiikan tutkimusohjelmassa siirrettiin geeneja rapsiin (Brassica napus L.),
disiin (Oryga sativa L) ja vehnian (Triticum aestivim 1..) erilaisin menetelmin. Agrobacterinm-vilitteinen
geeninsiirto onnistui rapsilla hyvin. Siirtogeeniset riisi ja vehna saatiin aikaa pommittamalla
embryogeenistd suspensiota (riisi) ja kehittymattémia alkioita (vehnd) mikroammuksilla.
Kultahiukkaset, joiden pinnalle oli saostettu plasmidi-DNA:ta ammuttiin suurella nopeudelia
kdyttden erityistd partikkelinsiirtomenetelmai (PDS-1000). Geenien siirtyminen ja ilmeneminen
Ro-kasveissa ja niiden jilkeldisissd varmistettiin NPTII-testein, Southern-tekniikalla ja
fluorometrisilli GUS-testeilld. Merkkigeenit periytyivit itsepOlytys- ja risteytysjalkeldisiin.
Kasvihuoneessa testattiin siirtogeenin siirtymistd muihin rapsilajikkeisiin ja rapsin sukulaislajeihin
(mm. Brassica rapa ja Diplotaxus muralis) risteytysten kautta. Kenttikokeissa arvioitiin etdisyyksia,
joilla geenin vield siirtyy merkittavissi miédrin pélytyksen kautta. Kisintehdyissd risteytyksissa
merkkigeeni siirty1 eri rapsilajikkeisiin. Peltokokeissa risteytyminen yhden metrin etdisyydelld
siitepolylihteestd oli suhteellisen yleistd (1 O‘) Antibiootinkestivid rapsiyksiloitd 16yty1 16 ja 32
metrin etdisyydelli siitepélyldhteestd, mutta alhaisella frekvenssilla (107).

Avainsanat: Agrobacterinm, antibiootinkestavyys, herbisidinkestivyys, partikkelipommitus, rapsi,
riisl, vehna
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Abstract

Transgenic crop plants and risk assessment
of their field use

. Janos Pauk
Cereal research Institute, Wheat Genetics and Breeding Department,
P. O. BOX 391, H-6701 Sgeged, Hungary
e-mail- h10151pan(@ella.hu

In our genetics programme, transgenic rapeseed (Brassica napus L.), rice (Oryza sativa L) and wheat
(Triticum aestivam L.) were produced using different methods. In rapeseed the
Agrobacterinm-mediated method was used successfully. For rice and wheat the transgenic plants
were obtained via bombardment of embryogenic suspensions and young embryos, respectively.
The gold microcarriers coated with plasmid DNA (rice: pGSGLUCI, pRT99GUS; wheat:
pAHC20 and 25) were accelerated at high velocity using PDS-1000. The presence and expression
of the introduced genes for transformation in Ro plants and their offspring were confirmed by
NPTII test, Southern analysis and fluorometric GUS assay. The marker genes are inherited in
progeny plants. The introduced marker genes were transferred to the next generation by crossing.
The ability of pollen to transfer the introduced genes to other varieties and related species (e.g.
Brassica rapa and Diplotaxus muralis) by cross-pollination was studied in greenhouse experiments,
and field trials were carried out to estimate the distance for biologically relevant gene dispersal. In
artificial crossing, the introduced marker gene was transferable into other varieties of Brassica napus.
In field trials, at a distance of 1 metre from the source of transgenic plants, the frequency of an
outcrossing event was relatively high (10‘3). Resistant individuals were found 16 and 32 metres
from the transgenic pollen donors, but the frequency of an outcrossing event dropped to 10°. The
biological risk associated with using transgenic crop plants in the field will be discussed.

Key words: Agrobacterium, antibiotics resistance, herbicide resistance, particle bombardment, particle
delivery system, rapeseed, rice, wheat
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Johdanto

Kiytinnollisesti suuntautuneessa tutkimuslai-
toksessa bioteknologin tirkein tehtivi on aut-
taa ja tukea kasvinjalostusta. My6s Szegedin
tutkimuslaitoksessa tehtdvimme on parantaa
ja tehostaa jalostusmenetelmia. Nykyisissi tut-
kimusohjelmissa uudet solu- ja solukkoviljely-
menetelmit yhdistetddn perinteisiin jalostus-
menetelmiin. Tami artikkeli keskittyy uusiin
menetelmiin, joilla jalostustutkimusta ediste-
tddn tulevaisuudessa.

Rapsin, riisin ja vehnan
geeninsiirrot

Agrobakteerivalitteinen
geeninsiirto rapsilla

Agrobakteerivilitteisessid geeninsiirtokokeessa
onnistuttiin  siirttdmddn anubiootinkestavyy-
den aiheuttava neomysiinifosfotransferaasi-
geeni (NPTI) rapsiin (Brassica napus L) (Pauk
et al. 1991, Stefanov ef al. 1994). Transgeenisia,
kanamysiininkestivid rapsiyksil6itd kiytettiin
riskinarvioinnissa, jotta voitaisiin selvittdd tu-
levaisuuden maataloudessa geneettsesti muo-
kattujen lajikkeiden kdytdnnon viljelyyn liitey-

vid seikkoja (Pauk ef a4/ 1995, Pauk ez a/ 1997).

Riisin embryogeenisen suspension
partikkelipommitus

‘Unggi 9, japocina-tyyppinen riisin (Oryga sativa
L) genotyyppi valittiin sen embryogeenisten
ominaisuuksien vuoksi. Epikypsistd alkioista
indusoitua, huolellisesti valittua embryogee-
nistd kallusta kiytettin suspensioviljelmin
aloitukseen. Transformaatiokokeessa mikro-

ammukset, joissa NPTII- ja B-glukuronidaasi-
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(GUS) geenit sisdltivdd  plasmidi-DNA:ta
(pGSGLUCI, pRT99GUS) oli saostettu kul-
tahiukkasten pinnalle, ammuttiin suurella no-
peudella biolististd partikkelipommitusmene-
telmdd (particle delivery system, PDS-1000)
kdyttden solukkoviljelmiin. Pommituksen jil-
keinen valinta NPTII-geenin suhteen tehtin
joka vaiheessa agar-alustalla, johon oli lisdtty
75-100 mg/1 G-418. Yksisirkkaisilla G-418 on
tehokkaampaa kuin kanamysiini. Ainoastaan
NPTII-geenin suhteen positiivisen reaktion
antaneet kallukset kiytettiin regeneraatioko-
keissa. Viisikymmentikahdeksan NPTII-posi-
titvista kasvia kasvatettiin kasvihuoneella ja 15
niistd oli fertiilejd. Siirrettyjen geenien lisndolo
ja ilmeneminen Ro-kasveissa varmistettiin
NPTII-testilld, Southern-tekniikalla ja fluoro-
metriselld GUS-testilld. Merkkigeenit periytyi-
vit Ry- ja Ro-jilkeldiston kasveihin. Merkki-
geenit siirtyivit myds risteytysten kautta.

Nuorten vehninalkioiden
partikkelipommitus

Eri-ikdisia kypsymittémid vehninalkioita ja al-
kioista tuotettuja mikrokalluksia pommitettiin
transgeenisten, herbisidiresistenttien vehnien
(Tritienm aestivum .. tuottamiseksi. Viljelmat,
joihin oli siirretty bar- ja GUS-geenid (pAHC
20 ja pAHC 25), seulottiin viikon ikiisini alus-
talla, johon oli laitettu 1 mg/1 ppt:td (herbisi-
din vaikuttava molekyyli) ja valinta uusittiin
scuraavien 2-3 alaviljelman aikana. Suurin suh-
teellinen maira ppt-resistenttejd kalluksia saa-
tiin 3 viikon ikdisid mikrokalluksia pommitet-
taessa. Ppt-valinnan jilkeen embryogeeninen
kallus saatiin aikaan lisadmilld abskisiinihap-
poa (ABA) kasvatusalustalle. Embryogeeni-
nen kallus siirrettiin alustalle, johon ei ollut
lisitty hormoneja, ja regenerantteja saatiin 27
kpl. Oletetut siirtogeeniset kasvit analysoitiin.
Loytyl 17 kasvia, jotka tuottivat herbisidin -
hoavaa entsyymid (PAT). Nami siirtogeeniset
kasvit istutettiin suojattuun fytotronikammi-
oon kasvamaan. Ne osoittautuivat kasvutaval-
taan normaaleiksi ja fertiileiksi.



Johtopaatelmat
geeninsiirtokokeista

Saamamme tulokset ja muut julkaistut tulokset
osoittavat, etti viljelykasvien geneettiseen
transformaatioon on nykydin runsaasti vaih-
toehtoisia tapoja ja menetelmii. Geeninsiirto
onnistuu teknisesti, mikd on selvisti osoitettu.
Siirtogeenit ilmenevit kasvissa ja periytyvit
normaalisti jalkeldisille. Kuitenkin timi uusi
tilanne asettaa uusia kiytinnollisid kysymyksia
ja ongelmia, mm.: kuinka uutta geneettistd ma-
teriaalia tulee kisitelld jalostuksessa sekid sie-
men- ja elintarvikekaupassa ja miten siti kos-
kevat eettiset kysymykset ratkaistaan.

Riskien arviointi transgeenisella
rapsilla

On tarpeellista arvioida uusiin kasvinjalostus-
menetelmiin liittyvien riskien merkitysta.

Risteytyskoe

Rapsilla tehtiin risteytyksid kasvihuoneella,
jotta voitaisiin selvittdd missa maarin NPTII-
merkkigeenin sisaltavit rapsit risteytyvit mui-
den lajien, kuten rapsille sukua olevien rikka-
kasvien, kanssa. Kokeessa olivat mm. Brassica
rapa ja Diplotaxus muralis, jonka kanssa risteytys
vaati onnistuakseen alkionpelastuksen. In-
kompatibiliteettid ei havaittu pélyttijikasveina
olleiden siirtogeenisten ‘Arabella’ ja ‘Santana’
-rapsien ja tavallisten rapsilajikkeiden vililla.
Polytetyisti kukista (85) 83,5 % tuotti normaa-
lin hedelman. Hybridijilkeldisissd (4220) siir-
retty antibioottiresistenssid ilmentivd merkki-
geeni esiintyi polyttdjistd riippuen suhteessa
3:1 (‘Arabell2’) ja 1:4 (‘Santana’) verrattuna an-
tibiootille herkkien yksiléiden madrdin. Jal-
kimmaisessd tapauksessa (1:4) merkkigeeni ei
siis siirtynyt kovin tehokkaast. Merkkigeenin
siirtymistd rapsista toisiin lajeihin ei voitu
osoittaa.

Kenttakokeet

Kenttikokeiden tarkoituksena oli havainnoida
siirtogeenistd kasvia oikeassa viljely-ymparis-
t6ssd. Yhden hehtaarin suuruisella peltoloh-
kolla kasvatettiin kuusi siirtogeenistd kasvia
normaalin rapsikasvuston keskelld. Siitepoly
levisi luonnonmukaisesti mehildisten vilityk-
selld. Merkkigeenin (NPTII) levidmisti arvioi-
tiin havainnoimalla normaalien rapsien jilke-
ldistéssd geenin aiheuttaman ominaisuuden
yleisyytta. In vitro -versoviljelmit altistettiin ka-
namysiinille (KanR) kahdesti (nestealustalla ja
agar-kiinteytetylld alustalla) ja valittujen yksi-
I6iden resistenssiys varmistettiin NPTII-testa-
uksin. Lahinni eli yhden metrin siteelld siirto-
geenisistd kasveista sijainneelta alueelta 18ytyi
resistentteja kasveja 107 frekvenssilli. Kau-
empana, 16 ja 32 metrin etdisyydelld polynlih-
teestd, siirtogeenisid kasveja 16ytyl huomatta-
vasti vaihemmain, frekvenssilld 10_5. Kokeen
jalkeen peltolohkolta keritty sato poltettiin.

Johtopaatelmat
Geeninsiirtotekniikat

Vieraiden geenien siirto eri viljelykasveihin
onnistuu teknisesti. Siirrettyjen merkkigeenien
kokeellinen testaus on osoittanut niiden siirty-
vin osaksi vastaanottajakasvin genomia ja il-
menevin sielld.

Siirtogeenisten viljelykasvien
riskien arviointi

Siirtogeenisten kasvilajikkeiden kaupallistami-

seen liittyy seuraavia mahdollisia ongelmia:

— siirtogeeniset kasvit muuttuvat itse rikka-
kasveiksi

— siirtogeeni slirtyy muihin, lihelld kasvaviin
viljeltyihin tai villeihin lajeihin risteytymisen
seurauksena

— siirtogeenisilld kasveilla on joitain haittavai-
kutuksia ihmisiin, eliimiin ja/tai muihin
kasveihin
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Kansainviliselld tasolla pyritdan harmoni-
soimaan saidoksid, joilla kontrolloidaan uusin
bioteknisin menetelmin tuotettujen geneetti-
sesti modifioitujen kasvien kiytt6d. Jokaisen
jalostajan on varauduttava ottamaan huomi-
oon seuraavat siddetyt vaatimukset ennen uu-
den, geneettisesti modifoidun kasvilajikkeen
kauppaanlaskemista:

— bioturvallisuuskomitean ehdotukset

— kansallinen ja kansainvilinen riskien
arviointi

— tapauskohtaiset paitokset

— julkinen mielikuva: arvoperusteiset kasityk-
set

— siirtogeenisyyden osoittaminen merkinnéin

Riskien arvioindin liittyvit tutkimuksem-
me samoin kuin muualla tehdyt kokeet tuovat

Kirjallisuus

esille uusia eettisia, jalostuksellisia ja oikeu-
dellisia kysymyksii, joihin on syytd ottaa kantaa
ennenkuin transgeenisida kasvilajikkeita tuo-
daan kauppalliseen levitykseen.
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Siirtogeeninen ohra

Anneli Ritala
VTT Bio- ja elintarviketekniikka, PL 1505, 02044 VIT
e-mail: anneli.ritala@uit.fi

Geeninsiirto on uusi tyoviline ohran (Hordeum vuigare L))  jalostuksessa. Projektimme
tavoitteena on muokata suomalaisen eliittimallasohran entsyymikoostumusta tdydentimalld
siti limpostabiililla endo-B-glukanaasilla, jonka odotetaan parantavan mallasohran
panimokiyttidytymisti. Homeen endo-B-glukanaasia koodaava geeni siirrettiin ohran
solukkoviljelmain. Vierteen suodattuvuus parani ja uutesaanto nousi ohraviljelmilld tehdyissd
miskiyskokeissa. Ensimmiinen siirtogeeninen ohrakasvi saatiin aikaan pommittamalla
antibioottiresistenssii koodaava merkkigeeni epikypsien alkioiden apikaalisen meristeemin
puolelle. Alkiot iditettiin kasveiksi ilman selektiopainetta ja entsyymiaktiivisuus analysoitiin pienista
raimista. Antibioottiresistenssigeeni on periytynyt ja ilmennyt stabiilisti ohralinjassamme kuuden
sukupolven ajan. Siirtogeeniset kasvit ovat ulkoniéltain normaaleja ja niiden agronomiset
ominaisuudet on todettu peltokokeissa vihintddn yhtd hyviksi kuin normaalilla ohralla.
Siirtogeenisen ohran viljelyn riskien arviointi on aloitettu. Jatkotutkimuksissa pommitettiin
endo-B-glukanaasia koodaavan geenin cDNA:ta ohran alkiokilpeen. Samanaikaisest -siirrettiin
herbisidiresistenssii koodaava merkkigeeni. Alkioista kasvatettiin embryogeenistd kallusta
herbisidiselektiolla. Selektiopaine siilytettiin seki viljelmien regenerointi- ettd versojen
juurrutusvaiheissa. Siirretty geeni on periytynyt seuraavaan ohrasukupolveen ja iditetyista
ohranjyvistd on voitu osoittaa $-glukanaasiaktiivisuus. Siirtogeenisen mallasohran monistaminen
kasvihuoneessa ja siirtogeenisen endo-B-glukanaasin karakterisointi on tekeilli. Kesiksi 1997 on
suunnitteilla uudella hyStygeenilli varustetun mallasobran kenttikokeet.

Avainsanat: endo-B-glukanaasi, geenin siirto, Hordenm vilgare, mallastus, partikkelipommitus
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Abstract
Transgenic barley

Anneli Ritala
VTT, Biotechnology and Food Research,
P. O. BOX 1505, FIN-02044 V1T
e-mail: anneli.ritala@utt fi

Gene transfer is a new tool for barley (FHordeum vufgare L.) breeding. The aim of our project is to
alter the enzyme composition of elite Finnish malting barley by complementing it with a heat stabile
endo-B-glucanase. This yeast enzyme is expected to improve the brewing characteristics of malting
barley. The gene coding for yeast endo-B-glucanase was transferred to a barley tissue culture. In
mashing experiment the endo-f-glucanase produced by the transgenic cell line improved the
filterability of the wort and increased the extract yield. The first transgenic barley plant was obtained
by bombarding a marker gene coding for antibiotic resistance into the apical meristem of immature
embryos. The embryos were allowed to germinate without selection pressure and enzyme activity
was analysed from small plantlets. The transferred antibiotic resistance is heritable and has been
shown to be stable in our batley line for six generations. The transgenic plants are normal in
appearance and were found in field tests to be agronomically at least as good as untransformed
barley. Risk assessment for cultivating transgenic barley has been started. In further studies, a gene
coding for endo-B-glucanase was transferred to barley scutellum. At the same time a marker gene
coding for herbicide resistance was transferred. Embryogenic callus was proliferated from the
embryos under herbicide selection. Selection pressure was maintained during both regeneration
and rooting phases. The transferred gene was inherited in the next generation and B-glucanase
activity has been demonstrated in germinated barley grains. Multiplication of the transgenic malting
barley and characterisation of the transgenic endo-f-gluanase is proceeding in the greenhouse.
Field testing of malting barley containing the new beneficial gene is planned for the summer of

1997.

Key words: endo-B-glucanase, genetic engineering, Hordenm vufgare, malting, particle bombardment
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Johdanto

Ohra (Hordeum vulgare L) on Suomen tirkeim-
pid viljakasveja. Jalostustoimin on tuotettu
korketasoisia, erityisesti Suomen viljelyoloihin
soveltuvia ohralajikkeita. Risteytysjalostuksen
rinnalle on nousemassa uusi tyéviline, geenin-
siirto. Talléin puhutaan usein tismijalostuk-
sesta, jolla pyritidn kuvaamaan tasmallista,
tiettyjen ominaisuuksien siirtimistd. Vield ei
kuitenkaan pystytd midridmédin vieraan gee-
nin sijoituspaikkaa kohdegenomissa. Geenin-
siirron etuna on, etti siirrettivan geenin ei
tarvitse olla periisin lihisukuisesta kasvista,
eikd edes kasvikunnasta, vaan se voi olla perii-
sin mist4 tahansa elavistd organismista. Oman
projektimme tavoitteena on muokata suoma-
laisen eliittimallasohran entsyymikoostumusta
tiydentimilld sitd limpéisietivilli endo-B-
glukanaasilla. Homeen limpéisietivin endo-
B-glukanaasin odotetaan parantavan mal-
lasohran panimokiyttiytymistd. Miskiyolo-
suhteissa endo-B-glukanaasi hajottaa liukoiset
B-glukaanit, ja syntyvin vierteen viskositeetti
alenee alentaen samalla siivildinti- ja suodatus-
kustannuksia.

Siirtogeenista endo-B-glukanaasia
tuottava solukkoviljelma

Useat tutkimusryhmit ovat osoittaneet, ettd
siirtogeenisten ohrakasvien tuottaminen on
mahdollista (Jahne ef a/. 1994, Ritala ez a/. 1994,
Wan & Lemaux 1994, Hagio ez a/ 1995, Sal-
menkallio-Marttila e @/ 1995). Prosessi on
kuitenkin edelleen hyvin hidas ja ty6lis. Selvit-
tisksemme kuinka homeen endo-B-glukanaa-
sia koodaava geeni (eg/7) kdytrdytyy ohran ge-
nomissa, siirsimme sen ohran solukkoviljel-
miin (Mannonen 1993). Siirtogeenisen ohra-

vilielmin  tuottaman  endo-B-glukanaasin
(EGI) ominaisuudet olivat lihes alkuperiisen
homeen tuottaman EGL:n kaltaiset. Limpoti-
laoptimi oli laskenut 65 °C:sta 60 °C:een ja
pH-optimi 5,5-6,0:sta 5,0-5,5:een. Huolimatta
muutoksista optimiolosuhteissa siirtogeenisen

solukkoviljelmin tuottama EGI alenst labora-

toriomittakaavan maiskayskokeissa liukoisten
B-glukaanien miidrdd samoin kuin alkuperai-
nen homeen tuottama EGI. Molemmissa ta-
pauksissa lisityt entsyymit paransivat vierteen
suodattuvuutta ja nostivat uutesaantoa.

Siirtogeenisia kasveja ilman
selektiopainetta

Ensimmiinen siirtogeeninen ohrakasvi saatiin
aikaan pommittamalla neomysiinifosfotrans-
feraasia koodaava merkkigeeni (np#l) epikyp-
sien alkioiden apikaalisen meristeemin puolel-
le (Ritala ef a/. 1994). Alkiot iditettiin kasveiksi
ilman selektiopainetta ja entsyymiaktiivisuus
analysoitiin pienistd taimista. Siirtogeenia il-
mentivi To-kasvi osoittautui kimeeriksi, mika
johtui alkion pitkille edenneesti erilaistumi-
sesta jo pommitusvaiheessa. Huomattavaa on,
etti ohra-alkio sisiltdd useita geeninsiirron
kohteeksi sopivia meristeemejd. Apikaalisesta
meristeemisti kehittyy ainoastaan kasvin paa-
tihki ja loput tihkit ovat periisin sivumeris-
teemeisti, joita on yhdeksin tai poikkeusolo-
suhteissa jopa kuusitoista. Lisdksi kunkin me-
risteemin paitihka kehittyy ennen niiden sivu-
versoja (Jacobsen 1966). Niitd ominaisuuksia
voidaan hydédyntad suoraan sovellusgeeneilld
tapahtuvassa transformaatiossa. Kasvien en-
simmiiset tihkit analysoidaan esim. PCR-tek-
niikalla ja etsitddn siirtogeenisii sektoreita. Me-
netelmi asettaa kuitenkin suuret vaatimukset
seulontamenetelmin luotettavuudelle. Tot-
saalta minimoidaan vieraan geenimateriaalin
madrd siirtogeenisessi kasvissa.

Noin 10 % tihkistd oli siirtogeenisid. Nel-
jin tihkin (kasvujirjestyksessi 13., 30., 30.
ja 50) jilkeldistéd analysoitiin tarkemmin.
Southern blot -hybridisaatiolla voitiin osoittaa,
ettd kaikilla niilli ns. emotihkilld ja niiden
jalkelaisilld oli samanlainen integraatiokuvio,
joten kaikki ovat periisin yhdestd ja samasta
voidaankin
olettaa, etti transformaatio on tapahtunut yh-

integraatiotapahtumasta. Naiin

dessi alkion sivumeristeemeista (Ritala 1995).
Siirretty geeni on periytynyt ja ilmennyt sta-
biilisti ohralinjassamme. Siirtogeenisten kas-
vien ulkonidssi ei ollut poikkeavuuksia ja jyvat
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itivit normaalisti (Ritala ez a/ 1995). Siirto-
geenin periytymistd seurattiin kuuden suku-
polven ajan.

Siirtogeenista ohraa peltokokeissa

Yhteisty6ssi Boreal Suomen Kasvinjalostuk-
sen kanssa vietiin siirtogeenisid jyvid peltoko-
keisiin kesind 1994 ja 1996. Siirtogeeniset kas-
vit todettiin ulkonidlidin normaaleiksi. Nii-
den kasvu, kukinta ja tuleentuminen tapahtui-
vat samassa rytmissd kuin normaalilla ohralla.
Lisiksi siirtogeenisen linjan agronomiset omi-
naisuudet olivat vihintddn yhtd hyvit kuin
normaalilla ohralla. Keskimidriinen korren
pituus siirtogeeniselld ohralla oli vuoden 1994
kokeessa 75 1,5 cm ja normaalilla ohralla 73
% 1,0 cm. Saman vuoden tulosten perusteella
Jyvisaanto siirtogeeniselld ohralla oli jopa hie-
man parempi kuin normaalilla ohralla (siirto-
geeninen linja 14 000 £ 1800 kg/ha ja normaa-
li ohra 11 000 * 350 kg/ha). Osittain ero
selittyy siirtogeenisen linjan ldpikdymisti so-
lukkoviljelyvaiheista aikaisemmissa sukupol-
vissa, mikd varmistui vuoden 1996 toistoko-
keessa.
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Geeninsiirrot selektiopainetta
hyviksikayttaen

Trichoderma reesei -homeen endo-B-glukanaasia
koodaavan geenin cDNA:ta pommitettiin oh-
ran alkiokilpeen 0t-amylaasipromoottorin sdi-
telyssd. Samanaikaisesti siirrettiin herbisidire-
sistenssia koodaava merkkigeeni (bar) ja histo-
logisesti  virjatdvissi oleva merkkigeeni
(nidA). Molemmat merkkigeenit olivat konsti-
tutiivisen promoottorin siitelyssi. Alkioista
kasvatettiin embryogeenisti kallusta biala-
phosselektiolla ja kallukset seulottiin GUS-
virjiykselli (Ritala 1995). B-Glukuronidaasia
ilmentavit kallukset siirrostettiin regeneraatio-
alustoille. Selektiopaine siilytettiin seki viljel-
mien regenerointi- ettd versojen juurrutusvai-
heissa. Yksi To-kasvi sisilsi ¢g/7-geenin ja se on
periytynyt seuraavaan ohrasukupolveen. Ida-
tetyistd ohranjyvisti on voitu osoittaa B-gluka-
naasiaktiivisuus. Siirtogeenisen mallasohran
monistaminen kasvihuoneessa ja siirtogeeni-
sen endo-B-glukanaasin karakterisointi on te-
keilld. Kesiksi 1997 on suunnitteilla uudella
hyotygeenilld varustetun mallasohran kentta-
kokeet.

“Siirtogeeninen ohra” -tyiryhmdi, VII: Vel Kauppinen, Ulrika
Kurtén, Leena Mannonen, Anna Maria Nuutila, Ratea
Puupponen-Pimid, Anncli Ritala, Marjatta Salmenkallio-

Marttila
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Ohran epakypsista alkioista
indusoidun polyembryogeneesin
hyodyntaminen geeninsiirrossa

Anna Maria Nuutla
VTT Bio- ja elintarviketekniikka, PL 1505, 02044 VT
e-mail: anna-maria.nuntila@uvtt.fi

Partikkelipommitus on viime vuosina vakiintunut kiytetyimmaksi geeninsiirtomenetelmaksi
ohralla ja muille viljoilla. Tdmidn menetelmin tehokkuus on suuresti riippuvainen l\aytetyn
kohdemateriaalin kyvystd regeneroitua takaisin vihreiiksi kasviksi. Ohralla (Hordenm vulgare L.)
pommituksen kohteena on usein kiytetty epikypsii alkioita tai niisti indusoitua
polyembryogeenistd solumassaa. Ongelmana on kuitenkin ollut albinismi soluviljelmisti
regeneroiduissa kasveissa. Kasvatusalustalla voidaan vaikuttaa paitsi regeneraatiotehokkuuteen
my6s vihreiden kasvien osuuteen regeneroituvista kasveista. Erityisesti kasvatusalustan
typpitasapaino vaikuttaa ohran soluviljelmien regeneraatioon. Optimoimalla kasvatusalustojen
ammonium- ja nitraattipitoisuuksia seki orgaanisen typen midrii onnistuimme parantamaan ohran
(cv. Kymppi) polyembryogeenisten viljelmien regeneraatiotehokkuutta. My6s vihreiden kasvien
osuus regeneroituneista kasveista nousi. Lisaksi regeneraatiota voitiin tehostaa muuttamalla alustan
sisdltimai kuparimairaa.

Avainsanat. albiino, kasvatusalusta, partikkelipommitus, regeneraatio, solukkoviljely
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Abstract

Utilisation of polyembryogenesis induced from
immature barley embryos in gene transfer

Anna Maria Nuutila
VTT, Biotechnology and Food Research,
P. O. BOX 1505, FIN-02044 VTT

e-mail- anna-maria.nuutila@utt.fi

In recent years particle bombardment has become the most frequently used method for gene
transfer to barley (Hordeun vuigare L) and other cereals. The transformation efficiency depends
greatly on the ability of the target plant material to regenerate into green plants. Immature embryos
and polyembryogenic cell mass of barley have often been used as target material for bombardment.
Although acceptable regeneration efficiencies have been achieved, albinism has been a problem.
The choice of culture medium affects regeneration efficiency and the proportion of green plants
obtained. Nitrogen balance of the medium, especially, has an effect on regeneration of barley cell
cultures. We have improved the regereration efficiency of polyembryogenic cultures of barley (cv.
Kymppi) and the proportion of green plants by optimising ammonium and nitrate concentrations
and the amount of organic nitrogen in the media. We were able to further improve regeneration
by modifying the copper content of the medium.

Key words: albino, culture medium, particle bombardment, regeneration, tissue culture
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Taulukko 1. Toistokokeilla ja tahtipisteilld taydennetty 2"-faktorikoe: koodatut arvot.

Ko .
I ~1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 I ~1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 ~1 I 1
8 1 1 1
9 -1,682 0 0
10 1,682 0 0
11 0 -1,682 0
12 0 1,682 0
13 0 0 -1,682
14 0 0 1,682
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0

Johdanto

Partikkelipommitus on viime vuosina vakiin-
tunut  kiytetyimmiksi  geeninsiirtomenetel-
miksi ohralla (Fordeum vulgare L) ja muilla
viljoilla. Partikkelipommituksessa geeninsiir-
tomenetelmin tehokkuus on suuresti riippu-
vainen kaytetyn kohdemateriaalin kyvysti re-
generoitua takaisin vihredksi kasviksi. Ohralla
pommituksen kohteena on usein kiytetty epa-
kypsid alkioita tai niistd indusoitua polyem-
bryogeenisti solumassaa (Ritala ez a/. 1994,
Wan & Lemaux 1995). Ongelmana on kuiten-
kin jossain midrin ollut albinismi, jota esiintyy
ohran soluviljelmista regeneroiduissa kasveis-
sa. Kasvualustalla voidaan vaikuttaa paitsi re-
generaatiotehokkuuteen, my6s vihreiden kas-
vien osuuteen regeneroituvista kasveista. Eri-
tyisesti kasvatusalustan typpitasapaino vaikut-
regeneraatioon.

taa ohran

Yllittavia onkin, etta kirjallisuudesta ei 16ydy

soluviljelmien
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raportteja ohran epikypsisti alkioista indusoi-
dun polyembryogeenisen solumassan kasva-
tusalustojen typpitasapainon parantamisesta.

Aineisto ja menetelmat

Viljelmien lihtomateriaalina kiytettiin ohran
(Kymppi-lajike) epakypsid alkioita. Epakyp-
sast4 alkiosta eristettiin alkiokilpi eli skutellum,
josta polyembryogeneesi indusoitiin. Polyem-
bryogeenisti massaa tuotettiin polyembryoge-
neesialustalla kahden viikon ajan, jonka jil-
keen massa siirrettiin regeneraatioalustalle.

Typpitasapainon vaikutus
Alustojen typpitasapainoa optimoitiin tilastol-

lisen koesuunnittelun avulla. Muuttujina kay-
tettiin ammonium- ja nitraattipitoisuutta seka



Vihreiden kasvien tuotlo
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Kuva 1. Polyembryogeneesialustan optimointi: vih-
reiden kasvien tuotto ammoniummaaran, nitraat-
timaaran ja orgaanisen typen maaran funktiona.

orgaanisen typen mairid alustassa. Koesuun-
nitelmat olivat 2"-faktorikokeita, joita tdyden-
nettiin tihti- ja toistokokeilla (Cohran & Cox
1957) (Taulukko 1). Optimoitaessa polyem-
bryogeneesialustaa regeneraatioalusta pidettiin
vakiona ja optimoitaessa regeneraatioalustaa
polyembryogeneesialusta pidettiin  vakiona.
Saadut tulokset analysoitiin Statgraphics Plus-
ohjelmalla kidyttien regressio- ja varianssiana-
lyysia ja yhtil6r tulkittiin vastepintamenetel-
malld. Optimialueet varmennettiin erillisko-
keilla saatujen mallien pohjalta valituissa pis-
teissa.

Kuparin vaikutus

Kuparin vaikutusta regeneraatioon tutkittiin
lisaamilld kasvualustoihin kuparia (CuSO4) 1 -
10 umol/1. Alkuperiisissi alustoissa kuparipi-
toisuus oli 0,1 umol/l.
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Kuva 2. Regeneraatioalustan optimointi: vihrei-
den kasvien tuotto ammoniummaaran, nitraatti-
maarén ja orgaanisen typen maaran funktiona.

Tulokset ja tulosten
tarkastelu

Typpitasapaino

Typpitasapainoa optimoimalla voitiin paran-
taa Kymppi-ohran polyembryogeenisten vil-
jelmien regeneraatiotchokkuutta. Lisdksi vih-
reiden kasvien osuus regeneroituneista kas-
veista saatiin nousemaan. Kuvassa 1 on vihrei-
den kasvien saatuun
perustuva vastepinta optimoitaessa polyem-
bryogeneesialustaa. Mallin selitysaste oli 95 %

madiralle malliin

***_ Kuvassa 2 on vihreiden kasvien madrille
saatuun malliin perustuva vastepinta optimoi-
taessa regeneraatioalustaa. Mallin selitysaste
oli 85 %**. Optimointikokeiden varmistami-
seksi tehtyjen pistekokeiden tulokset on esitet-
ty kuvassa 3.
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Kuva 3. Optimointikokeiden warmistaminen pistekokeilla: vihreiden ja albinokasvien tuotto.
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Tehtyjen optimointikokeiden perusteella
alustan typpitasapainoa muuttamalla voidaan
vaikuttaa ohran soluviljelmisti regeneroituvien
vihreiden kasvien miiriin. Regeneraatioalus-
tan optimoinnilla saavutettiin varsin huomat-
tava parannus: regeneroituneiden vihreiden
kasvien maird voitiin kaksinkertaistaa.

Kuparin vaikutus

Regeneraatiotehokkuutta  woitiin  tehostaa
huomattavasti myds muuttamalla alustan sisal-
timdd kuparimddrda (Kuva 4). Paras regene-
raatiotehokkuus saavutettiin lisddmalld alus-

taan kuparia 5 tmol/1 kuparisulfaattina.

Kirjallisuus

Johtopaatokset

Optimoimalla kasvatusalustojen ammonium-
ja nitraattipitoisuuksia sekii orgaanisen typen
midrii onnistuimme parantamaan Kymppi-
ohran polyembryogeenisten viljelmien regene-
raatiotehokkuutta. Myos vihreiden kasvien
osuus regeneroituneista kasveista nousi. Lisik-
si regeneraatiota voitiin tehostaa muuttamalla
alustan sisiltimid kuparimdirad. Tuloksia re-
generaatiosta voidaan jatkossa hyodyntda gee-
ninsiirtojen yhteydessi.
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Geeninsiirrot metsapuihin

Hely Higgman
Metla, Punkaharjun tutkimusasema, Finlandiantie 18, 58450 Punkabarju
e-mail- bely. haggman@metla.fi

Geeninsiirtojen historia metsipuilla on lyhyt. Ensimmainen raportti siirtogeenisestd lehtipuusta on
vuodelta 1987. Geenien siirtimiseksi on olemassa lukuisia sekd suoria ettd vektorivilitteisid
menetelmii. Lehtipuita transformoidaan kuitenkin useimmiten agrobakteerin vilitykselld.
Havupuihin, jotka eivit ole agrobakteerien luontaisia isintikasveja, geenit siirretddn yleisimmin ns.
mikroammusmenetelmilld. Siirrettivini geeneind ovat useimmiten olleet joko reportteri- tai
selektoitavat merkkigeenit tai erilaiset kestivyysgeenit. Erityisen kiehtovaa tulevaisuuden kannalta
on geeninsiirtojen mahdollistama tismajalostus metsipuilla, joilla perinteinen jalostus on pitkian
kiertoajan ja sukupolvenvilin vuoksi hidasta.

Avainsanat: agrobakteeri, geenitekniikka, havupuut, lehtipuut, mikroammukset, molekyylijalostus,
riskien hallinta
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Abstract

Gene transfers in forest trees

) Hely Higgman
The Finnish Forest Research Institute, Punkabarju Research Station,
Finlandiantie 18, FIN-58450 Punkabarju
e-mail- bely. haggman@metla fi

Genetransfer has been studies with woody plants since the mid-eighties and the first report of 2
stably transformed deciduous tree was published in 1987. At present there exist several genetic
transformation techniques - both direct ones and vector-mediated ones. Genes have usually been
transferred to deciduous species using Agrobacterium-vectors and to coniferous species using particle
bombardment. The gene constructs used have in most cases been either reporter genes, selectable
marker genes or resistance genes. In the future the application of molecular breeding to forest trees
is especially interesting as they have long regeneration intervals, and progress has been slow via
traditional breeding.

Key words: Agrobacterium, genetic engineering, conifers, deciduous trees, particle bombardment,
molecular breeding, risk assessment

166



Johdanto

Geeneja on siirretty kasveihin  1980-luvun
alusta lihtien, jolloin useat tutkimusryhmit
saivat bakteereista perdisin olevat geenit ilme-
nemiin kasvisoluissa (Fraley ef o/ 1983, Her-
rera-Estrella ef a/. 1983, Bevan 1984). Ensim-
miisissd siirroissa kdytettiin hyviksi agrobak-
teerien luontaista geeninsiirtokykyd ja neomy-
siinifosfotransferaasigeenid, joka saa aikaan
solukoiden kestivyyden kanamysiini-antibioo-
tille. Vield nykydinkin antibiootinkestivyyden
atheuttavat merkkigeenit ovat yleisesti kidytos-
sa. Ensimmaisid kenttdkokeita siirtogeemisilla
kasveilla tehtdin kymmenen wvuotta sitten,
vuonna 1986. Nykyiin siirtogeenisten kasvien
tuottaminen alkaa olla jo rutinia monilla kas-
vilajeilla. Ravintokasvien ohella my6s koriste-
kasviteollisuudessa on alettu hyédyntii kasvi-
en molekyylijalostusta.

Geeninsiirtojen historia metsapuilla

Metsipuiden osalta geeninsiirtojen historia al-
kaa 1980-luvun lopulta, jolloin JoAnne Fillatti
tybryhmineen (1987) siirsi vesakontorjunta-
aine glyfosaatille kestdvyyden antavan geenin
(5-enoli-palorypilehappo-sikimaatti 3-fosfaat-
tisyntaasi) hybridipoppeliin  (Populus alba x
grandidentata). Tamin jilkeen agrobakteerivi-
litteistd geeninsiirtoa on kidytetty myds monille
muille Populus-suvun lajeille (esim. de Block
1990, Brasileiro ef /. 1991, Charest et a/. 1992,
Nilsson e# 4/. 1992, Donahue e# a/. 1994, Kajita
et al. 1994, Tsai et al. 1994, Tuominen et al.
1995). Naissa tutkimuksissa on siirretty yleen-
sid reportterigeeneji, agrobakteerin T-DNA
geenejd ja kestavyysgeenejd. Populns-suku on-
kin malliesimerkki agrobakteerivilitteisesti
geeninsiirrosta lehtipuihin. Siirtogeenisilli Po-
pulus-lajeilla on my6s perustettu kenttikokeita,
mikd on metsdpuita ajatellen vield verrattain
poikkeuksellista. Geeninsiirrot onnistuvat kui-
tenkin nykyisin jo muihinkin lehtipuihin, ja
erityisen paljon ty6td on tehty hedelmapuilla.
Havupuilla geeninsiirtotutkimukset aloi-
tettiin 1980-luvun loppupuolelia, jolloin gee-
ninsiirrossa kaytettivii, mikroammusmenetel-

missi tarvittavia aseita alkoi olla saatavilla. Ha-
vupuuthan eivit ole agrobakteerin luontaisia
isintikasveja, ja niinpi agrobakteerivilitteinen
geeninsiirto onnistuukin havupuihin yleensi
huonosti. Poikkeuksen muodostaa euroopan-
lehtikuusi (Larix decidna), joka on transformoi-
ta Agrobacterium rhigogenes -lajin avulla (Huang
et al. 1991). Tihin mennessi mikroammus-
aseen avulla transformoitujen havupuiden lista
on vield Iyhyt: vatkokuusi (Picea glanca) (Ellis
et al. 1993), mustakuusi (Picea mariana) (Charest
et al. 1996), radiataminty (Pinus radiata) (Walter
1994) ja lehtikuusi (Larix sp.) (Séguin et al.
1996).

Tavoitteena metsapuiden
molekyylijalostus

Geeninsiirtojen avulla on useimmissa tapauk-
sissa haluttu parantaa kasvien herbisidi-, virus-
tai hyonteiskestavyyttd siirtimalld vastaavia
kestavyysgeeneja alttiisiin lajeihin tai lajikkei-
siin. T4mi on ymmirrettivia etenkin pelto-
kasveilla.  Maailmanlaajuisesta  miljardien
USA:n dollareiden arvoisesta pestisidikaupas-
ta huolimatta menetetdin hyonteisten tai tau-
tien takia yhd 12-13 % vuotuisesta sadosta
(Shah et a/. 1995). Geeninsiirtotekniikoita ke-
hitetdan koko ajan my6s muille kasviryhmille
sopiviksi. Esimerkiksi koristekasvien jalostus-
tavoitteina on kestidvyysominaisuuksien pa-
rantamisen ohella yhta lailla kaupalliselta kan-
nalta sopivien virien ja muotojen kehittimi-
nen. Tulevaisuudessa keskityttineen viljely-
kasvien kohdalla yhi enenevissi maarin
laatuominaisuuksien (esimerkiksi hiilihydraat-
ti- ja lipidiominaisuuksien) muuntamiseen.

Metsdpuiden perinteiset jalostustavoitteet
ovat selkeit: hyvd puun kasvu ja laaru sekd
sopeutuneisuus kasvatuspaikalle. Ndmi omi-
naisuudet ovat kuitenkin tihin mennessi ol-
leet vaikeasti geeninsiirtojen kautta saavutet-
tavissa, silli ominaisuudet ovat useiden gee-
nien saitelemid, eikd niitd geeneji edes vilt-
tamittd tunneta. Lisdksi kerralla voidaan siirtad
geeneji vain rajoitettu mairi. Lehtipuihin gee-
neja siirrettdessa onkin tihin asti viljelykasvien
tapaan paljon kaytetty kestivyysgeeneji. Kes-
tdvyysgeenien siirto pitkiikaisiin puihin on kui-
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tenkin eri asia kuin vastaavien geenien siirto
1-2-vuotisiin viljelykasveihin. Metsipuillakin
tulevaisuuden tavoitteena voidaan pitdd laa-
tuominaisuuksien siirtoa, koska karakterisoi-
tujen geenien miird lisddntyy koko ajan.

Merkittaviksi katsottujen ominaisuuksien
siirron lisdksi geeninsiitrot ja siirtogeeniset kas-
vit avaavat uusia mahdollisuuksia lajien ge-
neettisen rakenteen ja sddtelyn tutkimiseksi.
Spesifiset muutokset yksittdisissi geeneissi,
kuten geenien yli- tai alitoiminta, lisddvit tie-
toamme kasvin perimisti ja sen toiminnasta,
ja timi osaltaan auttaa kasvinjalostuksen paa-
midriin pyrittdessi. Toisaalta siirtogeenisen
materiaalin avulla voidaan suunnitella kokeita,
jotka ennakoivat esim. ilmastonmuutoksen ai-
heuttamia seurauksia. Metsipuiden genomien
molekyylirakennetta, niiden geenien toimintaa
ja sddtelyd on toistaiseksi tutkittu vihin, ja
ne ovatkin tulevaisuuden haastava ja mielen-
kiintoinen tutkimuskohde. Oman kiinnosta-
van lisinsa luo puiden pitkd ikd - miten saada
siirtogeenit toimimaan haluttuun aikaan, tie-
tyssa kehitysvaiheessa.

Reportterigeenit ja selektoitavat
merkkigeenit

Toistaiseksi suuressa osassa metsdpuilla ja
etenkin havupuilla tehdyistd geeninsiirroista
on ollut kysymys geeninsiirtotekniikan opti-
moinnista. Niinpd siirrettyt geenit ovat olleet
lahinna reportteri- ja merkkigeenejd. Niiden
geenien avulla voidaan varmistaa geenien siir-
tyminen kasvisoluun ja niiden toiminta sielld.
Useimmat merkkigeenit on alunperin eristetty
bakteereista, koska niiden tehtdvin kannalta
on tirkedd, ettd niitd ei ole luonnostaan kasvi-
soluissa. Agrobakteerivilitteisessid geeninsiir-
rossa taas on oleellista, ettd siirrettdvit geenit
eivit ilmene bakteerissa, jotta mahdollinen ag-
robakteerikontaminaatio voidaan eliminoida.
Tillainen, vain kasvisoluissa ilmenevi report-
terigeeni, on rakennettu sijoittamalla geenin
keskelle introni (Vancanneyt ef a/. 1990).

Reportterigeenit koodaavat tavallisesti entsyy-
miproteiineja, joiden miiri siirtogeenisessa

solussa on helppo miirittad. Naitd geeneja
kdytetddn myOs yleisesti tutkittaessa erilaisten
sddtelyalueiden tehoa ja toimintaa. Tavallisim-
min kiytetty reportterigeeni on B-glukuroni-
daasi eli GUS (#idA)-geeni, joka on alunperin
eristetty Eschericia coli -bakteerista. GUS-gee-
nin iimeneminen solukoissa on helppo havaita
suhteellisen yksinkertaisen histokemiallisen tai
fluorometrisen testin jilkeen. Reportterigeeni-
vaihtoehtoja on kuitenkin nykyisin jo useita.
Esimerkiksi joko hyonteisista tai bakteereista
periisin olevien lusiferaasigeenien ja maneetis-
ta eristetyn GFP (green fluorescent protein)-
geenin toiminnan havainnointi perustuu bio-
luminesenssi-ilmiéon. Geeninsiirtojen histori-
an alkuvaiheessa kiytettiin suhteellisen paljon

E. coli -bakteerista eristettyja B-galaktosidaasi-

‘(LacZ) ja kloramfenikoli asetyylitransferaasi

(CAT) -geeneji. Ne eivit kuitenkaan ole yhta
spesifisi, eikd niiden havainnointi yhtd help-
poa kuin myéhemmin kayttéon otettujen re-
portterigeenien. Muista ainakin toistaiseksi
vieli vihdn kiytetyistd reportterigeeneistd
mainittakoon antosyaanit.

Geeninsiirroissa kiytettdvit selekroitavar
merkkigeenit ovat yleensi joko antibiootti- tai
herbisidinkestavyysgeenejid. Vain ne solukot,
joissa ko. kestdvyysgeeni on, voivat kasvaa vas-
taavaa antibioottia tai herbisidiad sisdldvilld
alustalla.  Yleisimmin kiytetty selektoitava
merkkigeeni on E. coli -bakteerista eristetty
(NPTII),
joka fosforyloimalla inaktivoi selektiossa kay-

neomysiinifosfotransferaasi-geeni

tetyn kanamysiini-antibiootin. My6s muita sa-
malla periaattella toimivia antibiootinkesta-
vyysgeenejd on kiytossd. Niitd ovat mm. hyg-
romysiini-, gentamysiini- ja metotrekssaatti-
geenit. NPTII-geenid ei kuitenkaan voida pitaa
optimaalisena merkkigeenini kaikille kasvila-
jeille ja -solukoille. Esimerkiksi monet yksi-
sirkkaiset kasvit ovat luonnostaan kanamysii-
nia kestavia ja useimmat havupuut taas sietavat
vain verrattain matalia kanamysiinipitoisuuk-
sia. Joillakin lehtipuilla kiytetyt kanamysiini-
pitoisuudet estavit erilaistumista, kun taas toi-
set lehtipuulajit kestavit hyvinkin korkeita pi-
toisuuksia.

selektoitaviksi

Toisena  vathtoehtona

merkkigeeneiksi ovat herbisidinkestivyysgee-
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nit. Tillaisia merkkigeenejd ovat mm. glufo-
sinaatin-, fosfinotrisiinin- ja klorosulfoninkes-
tivyysgeenit. Tallaisten merkkigeenien kiytrod
metsdpuiden siirtogeenisten taimien avoimeen
kiyttGon tihtddvissd mtkimuksissa on kuiten-
kin tarkkaan harkittava mahdollisten ei-toivot-
tavien ymparistovaikutusten takia. Mydskiin
Iyhytikiisilld kasveilla mahdollinen merkkigee-
nin poisto alkuperiisen valinnan jilkeen ei ai-
nakaan nykymenetelmilld sovellu pitkiikaisille
metsipuille.

Mikroammukset ja agrobakteerit
geeninsiirron valineina

Geeninsiirtotapoja on lukuisia. Ensimmiiset
geeninsiirrot kasveihin tehtiin hyddyntimilld
agrobakteerin omaa geeninsiirtomekanismia
haluttujen geenien siirrossa. Vield nykyisinkin
agrobakteerivilitteinen geeninsiirto on kiyte-
tyin menetelmi sekd kaksisirkkaisilla kasveilla
ettd useimmilla lehtipuilla. Monet kaswiryh-
mit, kuten yksisirkkaiset ja havupuut eivit kui-
tenkaan ole luontaisia isintikasveja agrobak-
teerille, mikd rajoittaa agrobakteerien kiyttod
geeninsiirtovektoreina ndilli lajeilla, ja on joh-
tanut erilaisten geeninsiirromenetelmien ke-
hittimiseen. Téllaisia menetelmid ovat esimer-
kiksi  elektroporaatio, polyetyleeniglykolin
kiytto, sonikaatio, mikroinjektio, makroinjek-
tio, liposomien kiytto, muunnellut kasviviruk-
set ja erilaiset geeninsiirtoaseet (partikkeli-
pommitus eli mikroammusmenetelma). Talla
hetkelli metsapuille parhaiten soweltuvat me-
netelmit ovat lehtipuilla joko agrobakteerivi-
litteinen geeninsiirto tai mikroammusmenetel-
mi ja havupuilla mikroammusmenetelmd.
Agrobakteerivilitteisessa
kiytetddn joko Agrobacterinm twmefaciens tai .
rbizagenes -lajien kantoja. Agrobakteerien aihe-

geeninsirrossa

uttamien kasvitautien oireet johtuvat Ti- tai
Ri-plasmidissa sijaitsevan T-DNA:n hormo-
nigeeneistd. Siirtyessddn isdntikasviin nima
joko luovat uusia kasvihormonien biosyntee-
sireittejd tai herkistavit solut kasvin omille hor-
moneille, jolloin solunjakautumisen tuloksena
infektiokohtaan muodostuu joko dkimi tai -
heikarvaisia juuria. Tdllaisia villityyppisid agro-

bakteerikantoja on kéytetty useissa tutkimuk-
sissa, joissa on haluttu 16ytdd en lajeille par-
haiten soveltuvia geeninsiirtowvektoreita. Esi-
merkiksi A. fwmefaciens -kanta A281 soveltuu
hyvin useille havupuulajeille (Clapham et af.
1990, Aronen & Higgman 1995). Myoskin
toistaiseksi ainoan agrobakteerivilitteiselld me-
netelmilld transformoidun havupuun, euroo-
panlehtikuusen, geeninsiirtoon (Huang e af
1991) kaytettiin villityypin 1. rhdézogenes -kantaa.
Hypokotyylien inokulointikohtiin muodostui
adventiivisilmuja, joista regeneroitui siirtogee-
nisid taimia.

Varsinaiset geeninsiirtokokeet tehdidn ta-
vallisimmin sellaisilla agrobakteerikannoilla,
joissa poistettujen T-DINA:n geenien tilalle on
laitettu haluttuja geeneji eli kyseessi ovat til-
l6in integroituvat vektorit. Siirretrivit geenit
voidaan myds laittaa agrobakteeriin erillisessd
miniplasmidissa, jolloin on kyseessd autono-
minen eli binaarivektori. Molemmissa vekto-
rityypeissi T-DNA:mn siirto  agrobakteerista
kasvisoluun tapahtuu Ti-plasmidin virulenssi-
eli sr-geenien ohjaamana. [¥rgeenit alkavat
toimia esimerkiksi fenolien ja sokerien wai-
kutuksesta, joita erittyy haavoittuneesta kas-

ian keinotekoisesti.

visolukosta tai joita li
I"ir-geenien toiminta alkaa, kun bakteerien so-
lukelmussa oleva wirA-proteiini tunnistaa sig-
naalimolekyvylit ja fosforyloi solulimassa olevan
virG-proteiinin, joka sen jilkeen kiinnitryy air-
geenien sditelyalueelle aktivoiden ne (Zam-
bryski 1992). Agrobakteerivektoreita on kay-
tetty siirrettiessd geenejd lehtipuihin, etenkin
Popudus-suvun lajeihin (esim. de Block 1990,
Brasileiro ef @l 1991, Nilsson et @l 1992, Con-
talonieri ef al 1994, Leple et ! 1995) ja myos
moniin hedelmipuihin (esim. Scorza e af
1990, Pena et ol 1995, de Bondt et al 1996).
Kuvassa 1 testataan willityyppisten agrobak-
teerikantojen infektiotehoa rauduskoivulla.
Geeninsiirtoon kiytettivid aseita on ole-
massa monia erilaisia. Useimmissa niistd hyo-
dynnetiin ns. mikroammusmenetelmai, jossa
sitrrettivd DNA saostetaan joko kulta- tai
wolframihiukkasten pinnalle, ja nimi ammu-
taan kasvisolukkoon. Hiukkasten kithdyttami-
sessd kiytetidn useimmiten joko sihkovara-
uksen tai kaasunpaineen purkausta. Waikka
mikroammusmenetelmi on suhteellisen yksin-
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sa agrobakteerin wvalityksella.

kertainen ja nopea, niin menetelmid on kui-
tenkin optimoitava seka fysikaalisten ettd bio-
logisten tekijdiden suhteen kulloinkin kohtee-
na olevan lajin ja solukon mukaan. Optimoi-
tavia fysikaalisia tekij
paine, kultahiukkasten koko, DINA:mn miédrd
ja kohteena olevan kasvimateriaalin ja siirret-
tavin DNA:n vilinen etiisyys. Optimoitavista
biologisista tekijoistd mainittakoon esim. so-
lukkotyyppi ja kehitysvaihe. Mikroammusme-
netelmdi on kiytetty etenkin havupuiden
transformaatiossa (esim. Stomp et af. 1991, El-
lis e @f 1993, Charest &f ol 1993, Bommineni
ef al 1994). My6s Suomessa havupuilla on
saatu lupaavia tuloksia seki kuusella (Newton
et al 1992, Robertson ef a! 1992, Yibrah et
al. 1994, Clapham ef & 1995) ertd minnylld
{Aronen ef @l 1994, Aronen ef ol 1995, Aronen

itd owvat mm. kaasun-

1996). Kuvassa 2 ammutaan reportterigeeneji
minnyn sirkkalehtiin.

Edellytyksena toimiva

solukkoviljelymenetelma
Geeninsiirtojen  onnistuminen  edellyttda
yleensd tehokasta ja toimivaa solukkoviljely-
menetelmdd tutkittavalle lajille. Metsédpuilla
timd nikyy myos selvistl. Esimerkiksi manty-
lajeista on transformoitu ainoastaan radiata-
manty (Walter ef @l 1994), joka on erinomai-
nen esimerkki kloonatun materiaalin tuotosta
solukkoviljelyn  avulla kiytinnon  wiljelyyn.
Siirtogeenisid taimia on myés saatu aikaan val-
kokuusella ja mustakuusella (Ellis et af 1993,
Charest ef a!. 1996), joilla somaattinen embryo-
geneesi toimil. Hyvi solukkowviljeltivyys ei kui-

tenkaan automaattisesti ennakoi menestysti
myos geeninsiirtojen saralla. Esimerkkejd la-
jeista, joilla solukkowviljelymenetelmit toimi-
vat, ja joilla on myds paljon tehty geeninsiirto-
rutkimusta onnistumatta toistaiseksi tuotta-
maan slirtogeenisid taimia, owvat kuusi (Picea
abies) ja loblollymanty (Pins taeda).

Vain harvoissa tapauksissa solukkoviljely-
vathetta ei tarvita. Tillainen tilanne on mm.
agrobakteerivilitteisen geeninsiirron ns. ko-
inokulaatiomenetelmadd kiytettiessd. Tissd
menetelmissd siirtogeenisid versoja saadaan
muodostumaan, kun Agrebacteriom temefacens
kannalla 82.139 ja halutulla insinoroidylld ag-
robakteerikannalla  inokuloidaan  yhtdaikaa
kohdesolukkoa [Brasileiro ef ! 1991). Ko-ino-
kulaation tuloksena muodostuu dkimid, joista
syntyy joko ei-siirtogeenisid, siirtogeenisid tai
kimeerejd versoja. Tamin menetelmin on kui-
tenkin todettu sowveltuvan wvain muutamalle
lehtipuulajille. Myoskin kéyttimilld transfor-
moituja mikrosporeja tal siitepolyhiukkasia
kontrolloiduissa risteytyksissd voidaan wviltrad
solukkoviljelyvaihe. Tallaiset transformaatio-
menetelmat ovat wield kehitteilld, mutta ne ovat
varsin mielenkiintoisia wathtoehtoja etenkin
havupuille, joilla solukkoviljely on yleensi vai-
keaa.
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Kuva 2. Geeneja siirretaén havupuihin tavallisesti mikroammusmenetelmalla.

Siirrettyjen geenien toiminta
kasvisoluissa

Jo geeninsiirtojen historian alkuvaiheessa ha-
vaittiin, ettd toimiakseen kaswvissa siirrettivissa

geenikonstruktissa tulee olla sditelyalueet.
Transkription aloittamiseksi RN A-polymeraa-
sin kiinnittymista varten tarvitaan promoteri,
joka sijaitsee ennen geenid ja geenin perain
lisitian ns. terminaattori. Prokaryoottien pro-
moterit eivit kuitenkaan vilttimartd toimi kas-
visoluissa. Vuosien varrella on tehty runsaasti
tutkimuksia siitd miten eri promoterit toimivat
eri lajeilla ja eri solukoissa. Parhaita tetenkin
pitkaikaisilla metsapuilla olisivat solukko- tai
kehitysvaihespesifiset promoterit, mutta tillai-
sia on toistaiseksi karakterisoitu vain muuta-
ma. Yleisimmin metsdpuiden geeninsiirroissa
kiytettavat promoterit voidaan jakaa konstitu-
tiivisiin eli jatkuvatoimisiin (esim. 35-5, joka
on eristetty kukkakaalinmosaiikkiviruksesta) ja
indusoituviin (esim. abskissihapolla indusoitu-
va promoteri).

Koska geenitoimintaan vaikuttavat myos
DN:chan sitoutuvat proteiinit, on joihinkin

geenikonstrukteihin lisitty sekvenssejd, jotka
tehostavat translaatiota. Tallaisia konstrukteja
on kiytetty myts metsipuita transformoita-
essa [esim. Charest ef @l 1993, Aronen 1996).
Joissakin tapauksissa nimi ovat lisinneet mer-
kittivisti myos siirtogeenien ilmenemista.
Yhi edelleenkin geeninsiirroille on tyypil-
listi, ettd siirrettyjen geenien ilmeneminen
vaihtelee siirtogeenisissi solukoissa kasveissa,
jotka ovat perdisin erillisistd transformaatio-
tapahtumista. Kiytettiinpd mitd geeninsiirto-
menetelmii tahansa el tedetd, mikd madria
vieraiden geenien insertiokohdan kromoso-
meihin. Joissakin tutkimuksissa on havaittu,
etta geeninsiitrot onnistuvat parhaiten meris-
temaattisesti aktiivisiin solukoihin, joissa siis
myos transkriptio on vilkasta. Geenien on ar-
veltu siirtyvin tallaisiin kohtin. Ilmeisest gee-
neja siirtyy kuitenkin my6s kromosomialueille,
joiden transkriptiokyvyissd on eroa. Viime ai-
koina onkin kiinnitetty huomiota ns. MAR-
{matrix attachment regions) ja SAR -(scaffold
attachment regions) DINA-sekvensseihin. Nii-
den on havaittu lisddvin siirtogeenien ilme-

nemisti ja vihentavin transformanttien vilista
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vaihtelua sekd kasveilla ettd eldimilld. Naid
sekvenssejd on kuitenkin toistaiseksi kiyretty
tutkimuksessa wvasta wvihin, eiki metsdpuilla
lainkaan. Niilli sekvensseilld lienee huomat-
tavaa merkitystd transformaatiomenetelmii
edelleen kehitettiessi.

Geenitekniikan riskit ja
niiden hallinta

Vaikka geeninsiirtojen historia kaswveilla on
jokseenkin Iyhyt, on nykyisin useimmille tér-
keille ravintokasveille, kuten wviljoille, jo ole-
massa toimiva geeninsiirtomenetelmi. Samoin
slirtogeenisten puulajien lista pitenee koko
ajan. Siirtogeenisten kasvien midrin lisddnty-
essd ovatkin niiden mahdolliset ympdristo- tai
terveysvaikutukset olleet sekid suuren yleistn
ettd tiedeyhteison huolenaiheena. Tastd syystd
useimmissa maissa on luotu ohjeisto koskien
siirtogeenisten kasvien sekd suljettua ertd
avointa kiyttod ja riskianalyyseji.

Myo6s Suomessa geenitekniikkalaki tuli voi-
maan kesikuussa 1995. Laki ja asetus poh-
jautuvat EU-direktiiveihin. Tiloista, joissa gee-
nitekniikkaty6td tehdiin, seki suljerusta kiy-
tostd on tehtdvd ilmoitus Sosiaali- ja Terveys-
ministerioén  Geeniteknitkan  lautakunnalle.
Awoimesta kiytostd, kuten kenttikokeista, il-
moitetaan myds EU-komissiolle. Niihin 1l-
moituksiin sisdltyvit myos riskianalyysit. Ylei-
sesti ottaen mitdan geenitekniikkatyoti el voida

Kirjallisuus

aloittaa ennen Geenitekniikan lautakunnan hy-
viksymista.

Metsapuiden geeninsiirroissa on useimmi-
ten ollut kyse menetelmin kehittimisestd ko.
lajille tai solukolle. Kenttikokeet siirtogeeni-
silli puilla ovat vield jokseenkin harvinaisia,
mutta niiden mdird tulee jatkossa lisadnty-
miin. Avoimessa kiytdssd olevien siirtogee-
nisten metsdpuiden atheuttamat mahdolliset
riskit ympiristolle woivat johtua siirretystd gee-
nistd, lajin (polytystapa, risteytyminen jne.) ja
slirtogeenisen puun ominaisuuksista tai vuo-
rovaikutuksesta siirtogeenisen puun ja ympi-
riston vililli. Ennen avointa kiyttdd on kai-
kissa tapauksissa tehtivi riskianalyysi. Lain ja
asetuksen mukaan avoimessa kiytossd ns. hy-
viksyttavan riskiluokan tulee olla joko “pieni”
tai “lihes nolla™.

Geeninsiirrot metsdpuihin avaavat aivan
uusia mahdollisuuksia metsipuiden perintei-
sen jalostuksen rinnalle. Molekyylijalostuksen
avulla on mahdollista pédsti pitkin kiertoajan
omaavilla metsdpuilla nopeammin toivottuun
pidmidrain kuin perinteisen jalostuksen wva-
linnan, nisteytyksen ja takaisinristeytyksen me-
netelmin. Samoin siirtogeenisten puiden avulla
saadaan tietoa puiden genomista ja perinndl-
lisestd sddtelystd. On kuitenkin tirkedd, ettd
geenitekniikkatutkimusta tehddin metsdpui-
den erityisominaisuuder huomioon ottaen ja
mahdolliset riskit halliten. Geenitekniikkatut-
kimuksen tulee olla sopusoinnussa yhteiskun-
nan arvojen ja eettisten kisitysten kanssa, joita
osaltaan kuvaa laki- ja asetustekstien sisalto.
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ongelmia. Mikrolisdystd kdytetddn jo mm. terveen taimimateriaalin tuottamiseksi useista
puutarha- ja koristekasvilajeista. Embryogeneesid kisiteltiin sekd perustutkimuksen ettd
kiytannon sovellutusten kannalta. Somaattinen embryogeneesi on usein valittu tapa regene-
roida kasveja solukkoviljelmisti ja sitd sovelletaan mm. keinosiementekniikassa. Gameel-
tista embryogeneesii tutkitaan useilla viljakasveilla, ja Suomessa sitéd sovelletaan jo ohran
ja vehnin jalostuksessa. Kolmannessa aihepiirissi kasiteltiin kasvinjalostuksen niakokul-
masta mm. somakloonista muuntelua, somaattisia hybrideji ja solukkoviljelya geeninsiir-
roissa. Niitd tekniikoita voidaan kiyttaa kasvinjalostuksen apuna kasvien geneettisen
pohjan laajentamiseksi ja haluttujen ominaisuuksien siirtimiseksi. Ne vaativat kuitenkin
vield kehittimistd vakiintuakseen laajaan kdyttdon.

Avainsanat androgeneesi, embryogeneesi, geeninsiirto, in vitro, Kallus,
mikrolisdys, regeneraatio, somaklooni
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