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Tissd raportissa kuvataan vehnidn ponsi-
ja mikrosporiviljelymenetelmit, jotka so-
veltuvat suomalaisen vehninjalostuksen
apuvilineiksi. Menetelmien avulla voidaan
tuottaa kaksoishaploideja kasveja, jotka
nopeuttavat ja tehostavat lajikkeen jalos-
tusta. Ponsiviljelymenetelmidssd heteen
ponnet eristetadn emokasvien tahkistd ra-
vintoalustalle, jolloin ponsien sisidlcdimit
mikrosporit kehittyvit ensin alkion kal-
taisiksi rakenteiksi ja edelleen kokonaisiksi
versoiksi. Mikrosporiviljelymenetelmissi
mikrosporit vapautetaan veitsihomogeni-

saattorin avulla ponnen sisdltd ja niitd vil-
jelldan sellaisenaan ravintoalustalla. Mik-
rosporit kehittyvit ponsiviljelyn tapaan al-
kionkaltaisiksi rakenteiksi. Molempien
menetelmien toimivuus on testattu syys-
ja kevitvehnin jalostusaineistoissa, ja nii-
den avulla pystytddn tuottamaan parin
vuoden sisilld risteytyksestd riittivisti ai-
neistoa testattavaksi kentilli muutaman
nelidmetrin koeruudulla. Raportissa kuva-
taan menetelmit yksityiskohtaisesti ja tar-
kastellaan niiden toimivuuteen vaikuttavia
tekijoitd,
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“Anther and isolated microspore culture
procedures were optimized for producing
doubled haploids from Finnish spring and
winter wheat materials. The anther culture
procedure involved dissecting the cold pre-
treated anthers with microspores at the late
uninucleate stage on a liquid W14 induc-

tion medium, incubating the cultures in the -

dark at 32°C for the first three days and
then at 28 °C, transferring the microspore-
derived embryo-like structures into-the
light on a 190-2 regeneration medium,
transplanting the plantlets into soil after
sufficient root systems have developed and
doubling the chromosomes with colchicine

if necessary. The isolated microspore cul-
ture procedure involved isolating the mic-
rospores with blending, cleaning the iso-
lates with centrifugation, co-culturing the
isolated microspores with wheat ovaries in
TR-mpl medium and regenerating green
plantlets as in the anther culture. Both
procedures were tested on spring and win-
ter wheat breeding materials. The results
show that it is possible to obtain homozy-
gous seed material for field plot tests within
2 years of crossing. This report describes the
procedures and discusses some of the fac-
tors affecting the anther and isolated mi-
crospore culture response.



Alkusanat

Vehni (Triticum aestivam 1.) on yksi maa-
ilman kolmesta tirkeimmistd viljasta ja
tarkein leipdvilja. Viisivauotisen (1993-
1997) tutkimusprojektin In vitro -kaksois-
haploidimenetelmién soveltaminen talven-
kestdvin massasyysvehnin (Tviticum aesti-
vum L.) jalostukseen tavoitteena oli kehittdd
vehnin jalostusta nopeuttava ja tehostava
solukkoviljelymenetelmi. Projektia aloi-
tettaessa syysvehnin satopotentiaalia pi-
dettiin suurempana kuin kevitvehnin ja
ajatuksena oli nopeasti jalostaa my0s re-
hukéytto6n soveltuva vehnd, tdstd nimitys
massasyysvehnd. Ongelmaksi sadon no-
peassa lisddmisessd jalostuksen avulla koet-
tiin tuolloin syysvehnin jalostuksen hitaus.
Siksi jalostusta nopeuttavan menetelmin
kehittdmistd pidettiin hyvini ja tutkimisen
arvoisena tavoitteena. Tutkimuksen tavoi-
te laajeni matkan varrellaja siihen tuli kaksi
lisdystd. Teknisistd syistd siirryimme varsin
pian tutkimuksen alettua kidyttimdin
koeaineistona kevitvehnidd, joten samalla
syntyi menetelmid myds kevitvehnille.
Toiseksi, alunperin tavoitteena oli kehittdd
vain yksi menetelmi, ponsiviljely, mutta
sen lisiksi syntyi mikrosporiviljelymenetel-
mi. Vehnin ponsiviljely oli jo paljon ennen
tdmin tutkimuksen alkua vallannut maa-
ilmaa, kun taas mikrosporiviljely on ollut
harvinaisempaa, vaikeampaa ja siten myos
tutkimuksellisesti kiinnostavampaa. Vaik-
ka kuvaamiemme menetelmien kiytinnon
soveltajia lienee jalostajien lisiksi vihin,
toivomme tdmin julkaisun voivan toimia

jonkinlaisena oppaana myds niille, jotka
tahtoen tai tahtomattaan joutuvat tutki-
joina, viranomaisina tai muussa ominaisuu-
dessa tekemisiin kasvien solukkoviljelyn tai
solukkoviljelytutkijoiden karssa. Olemme
pyrkineet vilttdmidn vieraskielisten sano-
jen kdyttodd niin pitkille kuin mahdollista,
ja ainakin yrittdneet selittdd sellaiset ter-
mit, joita emme kokonaan ole onnistuneet
vilttimadn. Olemme julkaisseet osia tissid
raportissa esitetyistd tuloksista aiemmin
(Puolimatka et al. 1995, Puolimatka et
al. 1996, Puolimatka et al. 1997).

Kiitimme maa- ja metsitalousminis-
teriOtd, Raision yhtymin tutkimussddtiotd,
Kansainvilisen Henkilovaihdoksen Kes-
kusta ja OMFB:td (National Committee
for Technological Development, Budapest,
Unkari) timin tutkimuksen rahoittami-
sesta. Laborantti Sisko Laine saa tekijoiden
varauksettomat kiitokset erinomaisella
ammattitaidolla tehdystd tutkimustydstd
ja oma-aloitteisuudesta ja kekselidisyydestd
tutkimusongelmien  ratkaisuyrityksissa.
Projektiin ovat lisiksi osallistuneet jalostaja
Leena Homm6 (1993-1994), jalostaja Ta-
pio Juuti (Boreal; 1994-), professori Seppo
Pulli (1993-1995), laborantti Leena Ram-
stedt (1995-1997),  opiskelija Hanna-
Maija Anttila (1993), opiskelija Kari Kyld-
Nikkild (1995) ja opiskelija Katri Talvioja
(1997). Kiitimme my0s toimittaja Riitta
Saloa (MTT) julkaisun toimittamisesta ja
erityisen kirsivillisestd suhtautumisesta
kirjoittajiin.

Jokioisilla maaliskuussa 1998
"Matti Puolimatka
Janos Pauk
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1 Johdanto

Elim3 maapallolla perustuu auringon sé-
teilyenergiaan, joka sitoutuu kemialliseksi
energiaksi kasveissa kehittyneen yhteytté-
mismekanismin ansiosta. Kasvit toimivat
siten maapallon priméirisen energian vas-
taanottajina ja vilittdjind muille eliville ja
niitd voidaan kiistatta pitid maapallolla
olevan elimin perustana. Osan kasveista
ihminen on ottanut “hoitoonsa” tuottaak-

seen itselleen ja kotieldimilleen ravintoa.§.

Niiden kasvilajien evoluution kulkuun ih-
minen on osallistunut viljelytekniikan ja
kasvinjalostuksen kautta: viljelytekniikka
on muuttanut kasvuympiristdd ja kasvin-
jalostus on valinnut uusiin olosuliteisiin pa-
remmin sopeutuvia genotyyppejd. Kasvin-
jalostus on pystynyt tehostamaan paitsi
kasvien sopeutumis- ja energiansitomisky-
kyi niin my6s niiden tapaa ohjata ener-
gialataus sellaisiin osiin, joita thminen voi
kayttdd hyodyksi.

Kasvinjalostusta ithminen on harjoitta-
nut yhtd kauan kuin viljelydkin eli noin
10 000 vuotta. Kasvinjalostus perustuu ge-
neettisen monimuotoisuuden ja muunte-
lun olemassaoloon sekd geenien ja vallit-
sevien ympiristoolosuhteiden yhteistoi-
minnan ymmairtdmiseen. Ilman geneettis-
td muuntelua (ts. jos ominaisuuden muun-
telu on yksinomaan seurausta ympiriston
muuntelusta) ei jalostuksella voida saavut-
taa edistystd tutkittavan ominaisuuden pa-
rantamisessa. Jalostusmenetelmit ovat his-
torian aikana kehittyneet huimasti valin-
tajalostuksesta aina nykyaikaisiin geenitek-
nologisiin menetelmiin. Uusimpia kasvin-
jalostuksen rutkimusmenetelmid on soluk-
koviljely. Se on mullistanut kasvitutkimus-
ta erityisesti siten, ettd endd ei tarvita sie-
menid tai sivuversoja kasvien lisddmiseen
vaan jokainen yksittdinen solu mistd ta-
hansa kasvinosasta voi ainakin periaattees-
sa toimia uuden kasviyksilén lihtomate-
riaalina.

1.1 Kasvin elinkierto

Kasvin elinkierto jakautuu sporofyyttiseen
ja gametofyyttiseen vaiheeseen (Kuva 1).
Sporofyyttivaihe alkaa tsygootista, joka
syntyy hedelméityksessd koiraspuolisen sii-
tepblyn ja naaraspuolisen munasolun yh-
distyessi, ja jolla on kaksinkertainen eli
diploidi kromosomiluku. Sporofyyttivaihe
piittyy ja gametofyyttivaihe alkaa, kun
sukusolut kdyvit lipi meioosin, jossa kro-
mosomiluku puolittuu. Sporofyytin ja ga-
metofyytin tdrkein ero onkin kromosomi-
luvussa: sporofyytilld on diploidi ja game-
tofyytilld yksinkertainen eli haploidi kro-
mosomiluku. Gametofyyttivaihe etenee
meioosin jilkeen siten, ettd sukusolut ke-
hittyvit meioosin jdlkeisistd esiasteista
kypsiksi sukusoluiksi, jotka ovat valmiita
suorittamaan seuraavan hedelméityksen.

1.2 Haploidi, kaksoishaploidi
ja niiden merkitys jalostuksessa

Haploidi on sporofyytti, jolla on game-
tofyytin yksinkertainen kromosomiluku.
Haploideja syntyy luonnossa mutaatioiden
kautta alhaisella frekvenssilld, mutta niitd
voidaan tuottaa my6s keinotekoisesti pon-
si- ja mikrosporiviljelylld (Clapham 1971),
munasolun viljelylla (San-Noeum 1976),
lajien vilisin etdisristeytyksin (Kasha &
Kao 1970), tai hyddyntdmilld haploidiaa
aiheuttavaa hap-geenid (Hagberg & Hag-
berg 1981). Kun haploidin kromosomisto
kahdennetaan, syntyy kaksoishaploidi.

Kromosomiston kahdentaminen voi ta-
pahtua joko spontaanisti tai kemiallisesti
esimerkiksi kolkisiinin avulla. Kolkisiini
hiiritsee tuman jakautuessa tumasukkulan
muodostumista, jolloin mitoosissa kahden-
tuneet ja toisistaan erkaantuneet vas-
tinkromatiinit jddvdt samaan tumaan.
Kaksoishaploidi on kromosomiston kah-
dentamisen seurauksena homotsygootti
(eli se sisdltad identtiset alleelit jokaisesta
geenistd), lisddntymiskykyinen, siementd
tuottava ja kykenevi toteuttamaan kasvin
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Kuva 1. Kasvin sukupolvivuorottelu ja ponsi- ja mikrosporiviljelyn ajoittuminen. Ponsi- ja mikrosporiviljelyssa
mikrospori kehittyy gametofyytin sijasta haploidiksi sporofyytiksi. Kahdentamalla haploidin kromosomiston
syntyy homotsygootti kaksoishaploidi, joka on fertiili (Hu 1996).

normaalia sporofyytti/gametofyytti -suku-
polvivuorottelua.

Kaksoishaploidien avulla saavutetaan
homotsygotia ensimmdisessd risteytyksen
jalkeisessd sukupolvessa, kun sithen nor-
maalin sukupolvikasvatuksen kautta kuluu
5—6 itsepdlytyssukupolvea. Tamdn ansios-
ta kaksoishaploidit nopeuttavat jalostus-
aineiston tuottamista itsepolytteisilld lajeil-
la useita vuosia. Kaksoishaploidit lisddvit
my®s valinnan tehokkuutta, silld kaksois-
haploideissa geneettinen muuntelu domi-
nanssimuuntelun puuttuessa muodostuu
pelkdstddn geenien additiivisesta vaikutuk-
sesta eli kaikkien geenien yhteisvaikutuk-
sesta ja epistasiasta eli eripaikkaisten gee-
nilokusten  yhdysvaikutuksesta (Snape
1989). Valinta tehostuu, koska valittu yk-
silo ei rekombinoi valinnan jilkeisissd it-
sepOlytyssukupolvissa.

1.3 Mikrosporin kehitysvaiheet

Seuraavassa on esitetty mikrosporien nor-
maali gametofyyttinen kehitys kypsaksi sii-

tepOlyksi ja mikrosporien sporofyyttinen
kehitys solukkoviljelyolosuhteissa.

1.3.1 Mikrosporin normaali kehitys

Mikrospori on siitepolyhiukkasen esiaste,
joka ajallisesti liittyy kasvin elinkierrossa
gametofyyttivaiheen alkuun heti meioosin
jalkeen. Mikrosporin kehittyminen eli mik-
rosporogeneesi saa alkunsa mikrosporien
emosoluista (engl. MMC = microspore
mother cell tai PMC = pollen mother cell).
Ne ovat periisin nuoren ponnen ns. SPo-
rogeenisestd diploidista solukosta, joka si-
jaitsee muutamaa solukerrosta ponnen
péillysketon eli epidermin alapuolella (Shi-
vanna et al. 1997).

Meioosissa emosolun vastinkromosomit er-
kanevat toisistaan, minki jilkeen tapahtuu
vield toinen mitoottinen jakautuminen,
jossa kromosomien vastinkromatiinit erka-
nevat toisistaan. Lopputuloksena syntyy
ns. tetradi, jossa on ensi vaiheessa kalloo-
siseindn  vilitykselld toisiinsa liittyneind
neljd haploidia solua. Kehityksen edistyessd
tetradi hajoaa, mikrosporit erkanevat toi-



sistaan ja aloittavat oman kehityksensi sii-
tepdlyksi.

Yksitumaisen mikrosporin haploidi tuma
kulkeutuu mikrosporin sisilld toiseen lai-
taan, jossa se jakautuu mitoottisesti. Ja-
kautuminen on epidsymmetrinen, ja siind
syntyy kaksi tumaa, pienempi generatii-
vinen ja suurempi vegetatiivinen tuma. Ge-
neratiivinen tuma jakautuu uudestaan, jol-
loin syntyy kaksi generatiivista tumaa.
Hedelmoityksessi  vegetatiivinen tuma
kasvattaa siiteputken emin luotilta alkio-
rakkoon, jolloin generatiiviset tumat pii-
sevit tekemiin ns. kaksoishedelmoityk-
sen. Toinen generatiivinen tuma yhtyy
naaraspuolisen munasoluun, jolloin muo-
dostuu diploidi tsygootti. Toinen genera-
titvinen tuma yhtyy alkiorakossa olevaan
diploidiseen  keskustumaan  aloittaen
triploidisen vararavintosolukon eli end-
ospermin kehittymisen. Kaksisirkkaisilla
lajeilla generatiivinen tuma jakautuu vasta
polytyksen yheeydessd, kun taas yksisirk-
kaisilla lajeilla generatiivinen tuma jakau-
tuu ponnen sisilli jo ennen polytysti.

1.3.2 Mikrosporin kehitys
solukkoviljelyssa

Kasvisolut ovat totipotentteja eli kaikki-
voipaisia. Tdmi tarkoittaa sitd, ettd jokai-
nen kasvisolu sisdltdd sen geneettisen tie-
don, joka tarvitaan kokonaisen uuden kas-
vin kasvamiseen. Yksi totipotenssin hyo-
dyntdmismahdollisuuksista on mikrosporien
kehityksen muuntaminen gametofyyttisesti
sporofyyttiseen kehitykseen. Mikrosporit eri-
laistuvat solukkoviljelyolosuhteissa siiteps-
lyn sijasta haploidiksi kasviksi joko erilais-
tumattoman haavasolukon eli kalluksen tai
normaalia alkiota muistuttavan rakenteen
kautta. Tapahtumaa kutsutaan androge-
neesiksi tai gameettiseksi embryogeneesik-
si. Mikrosporit voivat kehittyd alkioraken-
teiksi kahta reittid, joita kutsutaan reitiksi
A ja reitiksi B (Reynolds 1997) (Kuva 2).
A- ja B-reitin keskeisin ero on mikrosporin
tuman ensimmadisessd jakautumisessa. Rei-

tissi A tumanjakautuminen on epdsym-
metrinen kuten normaalissakin mikrospo-
rin kehityksessi. Reitti A jaetaan kahteen
alareittiin Al ja A2. Niiden keskeisin ero
on siind, lihteekd alkiorakenne kehitty-
miidn vegetatilvisesta vai generatiivisesta
solusta. Reitissd Al vegetatiivinen tuma
alkaa jakautua ja muodostaa alkioraken-
teen generatiivisen tuman surkastuessa.
Reitissi A2 generatiivinen tuma alkaa ja-
kautua vegetatiivisen tuman surkastuessa.
Reitissd B ensimmaiinen jakautuminen on
symmetrinen, jolloin syntyy kaksi symmet-
ristd solua, jotka yhdessd voivat toimia al-
kionkaltaisen rakenteen lihtosoluina.

Mikrosporien solukkoviljelykasvun on-
nistumiseen vaikuttavat useat tekijit, ku-
ten emokasvin genotyyppi, emokasvin kas-
vatusolosuhteet, mikrosporin kehitysaste,
viljelyalustan koostumus ja solukkovilje-
lyolosuhteet (limpétila, valo) (Dunwell
1996, Hu 1996). Vaikka niiden tekijoiden
merkitys havaitaan toistuvasti, hyvin vi-
hin itse asiassa ymmirretddn kunkin te-
kijan vaikutusmekanismia. Yleisesti olete-
taan, ettd jonkinlainen stressitekijd, kuten
matala tai korkea limpétila tarvitaan lau-
kaisemaan mikrosporien embryogeneesin
(Touraev et al. 1997).

1.4 Tutkimuksen tavoite

Tutkimuksen perimmadinen tavoite oli suo-
malaisen kasvintuotannon kilpailukyvyn
parantaminen hy6dyntimilld syysvehnin
satopotentiaalia ja lisidmalld sitd nopeasti
kasvinjalostuksen avulla. Tutkimusprojek-
tin suoranaisena tavoitteena oli kehittda
solukkoviljelyyn perustuva kaksoishaploi-
dien tuottomenetelmi, joka nopeuttaisi ja-
lostusaineiston tuottamista syysvehnilld.
Tavoitteeseen pédsemiseksi tutkittavaksi
menetelmiksi valittiin ensin ponsiviljely-
menetelmd, jolla oli tuotettu aiemmin veh-
ndlajikkeita Kiinassa ja Ranskassa (Hu et
al. 1986, DeBuyser et al. 1987). Projektin
aikana tutkimuksen kohteeksi otettiin
my6s mikrosporiviljelymenetelmi, jossa



Mikrospori

Kuva 2. Mikrosporin ensimmaiset tumanjakautumiset ja kehitysreitit in vitro -olosuhteissa.
Reitissé A ensimméinen jakautuminen on epadsymmetrinen, minka jélkeen joko vege-
tatiivinen tuma (reitti A1) tai generatiivinen tuma (reitti A2) kehittyy edelleen erilais-
tumattomaksi kallukseksi tai alkiomaiseksi rakenteeksi. Reitissé B ensimmé&inen tuman-
jakautuminen on symmetrinen, ja molemmat syntyvat tumat jatkavat jakautumista. (Rey-

nolds 1997)

kohdesolu on sama, mutta viljelymenetel-
mi poikkeava. Ponsi- ja mikrosporivilje-
lymenetelmien kehittdmiseksi tehtiin run-
saasti erilaisia kokeita, joissa pyrittiin sel-
vittimiin mikrosporien solukkoviljelyvas-
teen kannalta kriittiset tekijdt.

2 Aineistot

Tutkimuksen alkuperiiseni tavoitteena oli
kehittdd menetelmi syysvehnin jalostuk-
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seen, joten tutkimuksen alkaessa kiytettiin
aineistona vain syysvehndd. Varsin pian
kuitenkin huomattiin, ettd erityisesti suo-
malaisten syysvehnien vernalisaatio (kyl-
mikaraisu, joka tarvitaan ennen kuin téh-
kid muodostuu) oli erittidin hankala toteut-
taa kylmid- ja kasvihuoneolosuhteissa. Vii-
ledssi (4 °C) limpotilassa suomalaisia
syysvehnid piti kasvattaa useita kuukausia,
miké teki kokeiden suunnittelun ja toteut-
tamisen vaikeaksi, osin jopa mahdotto-
maksi. Siksi' menetelmdn kehittdmisessd
siirryttiin aineiston osalta varsin nopeasti



kevitvehniin tiedostaen samalla sen, ettd
kevitvehnd on geneettisesti erilainen kuin
syysvehnd, ja ettd genotyyppi saattaa vai-
kuttaa ratkaisevasti solukkoviljelyn onnis-
tumiseen. Kevitvehnilld oli huomattavasti
helpompi suunnitella kokeita, silld kas-
vurytmi tunnettiin tarkkaan, joten kokei-
den aikataulut pystyttiin suunnittelemaan
jarkevisti. Tutkittavat syysvehnidt saatiin
projektin alussa jalostaja Leena Hommoltd
(MTT) ja kevitvehnit jalostaja Tapio Juu-
tilta (Boreal Suomen Kasvinjalostus). Syys-
vehnidgenotyypit valittiin siten, ettd mu-
kaan otettiin satoisuuden ja talvenkesti-
vyyden suhteen potentiaalista ainesta. Ke-
viatvehnigenotyypeiksi  valittiin ~ my®0s
jalostuksen kannalta kiinnostavaa aineistoa
kuten uusimpia lajikkeita (esim. ‘Mahti’)
ja parhaita jalostuslinjoja (Hja 24201).
Ponsiviljelymenetelmin kehittdmisessi pe-
rustana kiytettiin Dr. Janos Paukin tut-
kimaa menetelmii (Pauk et al. 1991, Pauk
etal. 1995), jota muutettiin oleellisesti vain
kasvatusalustan suhteen. Mikrosporivilje-
lymenetelmin kehittimisessd valittiin pe-
rusmenetelmiksi  veitsihomogenisaattori
tai ns. “tehosekoitin”-menetelmd, jolla voi-
daan eristdd kerralla suuri médrd mikros-
poreja (Mejza et al. 1993, Gustafson et
al. 1995). Mikrosporiviljelytutkimuksissa
kéytettiin pddasiassa kahta genotyyppid,
‘Mahti’ ja Hja 24201, joiden oli havaittu

toimivan hyvin ponsiviljelymenetelmassa.

3 Ponsiviljelymenetelma

Pounsiviljelyssd vehndn ponnet eristetddn
kukinnoista ja asetetaan ns. induktioalus-
talle. Ponsien sisiltimit mikrosporit kiy-
vit lipi kohdassa 1.3.2 kuvatun kehityksen
ja siirtyvit gametofyyttisestd kehityksestd
sporofyyttiseen kehitykseen. Ponsiviljely-
menetelmd koostuu yhdeksestéd vaiheesta,
jotka aikajdrjestyksessi ovat emokasvien
kasvatus, tahkien kerddminen ja kylmi-
esikésittely, ponsien eristys aseptiselle in-
duktioalustalle, induktiomaljojen limpd-
kisittely 3 vuorokautta + 32 °C viljelyn
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alussa, sen jilkeen siirto induktioon + 28
°C, kehittyvien alkiorakenteiden siirto eri-
laistumisalustalle, versojen erilaistuminen
ja siirto juurtumisalustalle, versojen siirto
multaan ja totutus kasvihuoneelle, kolki-
siinikésittely ja tuleentuminen (Taulukko
1). Seuraavassa on selitetty yksityiskohtai-
sesti menetelmiin liittyvien kasvatusalus-
tojen koostumus ja valmistus sekd itse pon-
sien viljelyn vaiheet.

3.1 Induktio-, erilaistumis- ja
juurtumisalustojen koostumus
ja valmistus

Taulukossa 2 on esitetty ponsiviljelyme-
netelmissd kiytetryjen induktio-, erilais-
tumis- ja juurtumisalustojen koostumuk-
set. Induktioalustana kiytettiin nestemdis-
td Wi4-alustaa (Ouyang et al. 1988, Jia
et al. 1994), erilaistumisessa kiintedd
190-2 -alustaa (Wang & Hu 1984) ja juur-
tumisessa kiintedd MS-0 -alustaa (Murashi-
ge & Skoog 1962). Kaikki alustat steri-
loitiin autoklavoimalla 20 min. Jidhtymi-
sen jilkeen induktio- ja erilaistumisalustat
annosteltiin petrimaljoille pumppuannos-
telijalla. Kokeissa kiytettiin yleisimmin
halkaisijaltaan 6 cm maljoja, joihin alustaa
meni noin 7 ml. Juurtumisalusta valettiin
Magentan 11 cm korkeisiin autoklavoita-
viin kasvatusrasioihin.



Taulukko 2. Vehnén ponsiviljelymenetelmassa kaytettavien induktioalustan W14 (Ouyang
et al. 1988, Jia et al. 1994), erilaistumisalustan 190-2 (Wang & Hu 1984) ja juur-
tumisalustan MS-0 (Murashige & Skoog 1962) koostumukset.

Induktioalusta
Wis 190-2, MS-0
mg/l

KNO3 2 000 1000 1900
NH4NO3 1650
(NH4)2804 200
MgSO04-7H20 200 200 370
CaClz:2H20 140 440
KH2PO4 300 170
Ca(NO3)2-4H20 100
KCl1 40
K2S04 700
NH4H2PO4 380
MnS0O4-4H20 8 8 22,3
ZnS04-7TH20 3 3 8,6
H3BOs3 3 3 6,2
KI 0,5 0,5 0,83
CuSO4-:5H20 0,025 0,025
CoCl2-6H20 0,025 0,025
NazMo04-2H20 0,005 0,25
FeSO4-TH20 27,8 278 27,8
Naz EDTA 2H20 37,3 373 373
Glysiini 2,0 2,0
Myo-inositoli 100 100
Pyridoksiini-HCI 0,5 0,5 0,5
Nikotiinihappo 0,5 0,5 0,5
Tiamiini-HCI 2,0 1,0 0,1
24-D 2,0
KIN 0,5 0,5
NAA 0,5
Sakkaroosi 100 000 30 000 30000
Phytagel 3000 3000
pH 6,0 58 58

3.2 Emokasvien kasvatus

Emokasvit, joista ponnet ja mikrosporit
eristettiin, kasvatettiin kasvihuoneessa tai
pellolla. Kasvihuoneessa limpotila oli pdi-
villi 19 °C ja yolli 18 °C ja valojakso
18 tuntia valoa ja 6 tuntia pimeii. Kastelu
ja lannoitus tapahtuivat automaattisesti
altakastelupoydilla. Lannoitteena kiytet-
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tiin Kekkildn 5 Super-X -lannoitetta (typ-
pei 11 %, fosforia 4 %, kaliumia 25 %).
Emokasvit kylvettiin halkaisijaltaan 12 cm
purkkeihin, kaksi siementd purkkiin. Kol-
men ensimmiisen viikon aikana niitd kas-
teltiin kastelukannulla, ja niille annettiin
lannoitus kasteluveden joukossa. Kun ver-
sot olivat riittdvin suuria, siirryttiin alta-
kasteluun.



3.3 Tihkien kerdys, mikrosporin
kehitysvaiheen mairitys ja
kylmaesikasittely

Mikrosporin kehitysvaiheista myohiista
yksitumavajhetta  pidetddn  parhaana
andro-geneesin  onnistumisen kannalta
(Dunwell 1996). Kiytinndssd vehnin tih-
ki on silloin lehtitupen sisilld nikymit-
témissd toiseksi ylimmin lehden kohdalla.
Versot katkaistiin 3. ja 4. ylimpien lehtien
vilistd, lehdet leikattiin lippulehted lu-
kuunottamatta irti, ja versot laitettiin vertd
sisdltdviin 100 ml erlenmeyerpulloihin,
noin 20-25 versoa pulloon. Versot sidottiin
tiukasti pakastepussiin ja ne vietiin pullossa
kylmiesikésittelyyn +4 °C:een pimeddn
tai himmeddn valoon vihintiin kahdeksi
viikoksi.

3.4 Tahkien sterilointi ja
ponsien eristys

Kylmiesikisittelyn jilkeen tihkit otettiin
esiin lehtitupen sisiltd ja pintasteriloitiin
20 % natriumhypokloriitilla 20 minuuttia.
Ponnet nypittiin pinseteilld kokonaisina in-
duktiomaljoille kasvatusalustan pinnalle.
Tutkimuksessa kiytettiin piiasiassa Fal-
conin nystyroilld varustettuja petrimaljoja.
Ponsia nypittiin yleensi.100 kappaletta 6
cm:n maljalle. Kun pettimaljalle oli nypitty
haluttu midri ponsia, malja suljettiin kan-
nella ja kansi kiinnitettiin parafilmilld.

3.5 Induktiovaihe

Limpokasittelyn jilkeen maljat siirrettiin
pimedin 28 °C:een. Ensimmiiset alkiora-
kenteet tulivat silmin n#htdviksi noin kol-
men viikon kuluttua. Induktiovaihe lope-
tettiin yleensd noin kahdeksan viikkoa aloi-
tuksen jilkeen.

o

3.6 Erilaistumisvaihe -
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Noin neljan-viiden viikon kuluttua ensim-
miiset alkiorakenteet saavuttivat 2 mm:n
koon. Alkiorakenteet siirrettiin pinsettien
avulla induktiomaljalta erilaistumisalustal-
le valoon ja 28 °C:een. Yhdelle 6 cm:n
maljalle laitettiin noin 10-12 alkiota. Ke-
hittyvit versot alkoivat vihertdd jo parin
piivin kuluttua. Versojen annettiin kehit-
tyd erilaistumisalustalla noin 2-3 cm mit-
taisiksi. Aikaa tihin kului n. 3 viikkoa.
Erilaistumisalustalla versoihin ei yleensi
kehittynyt juuria.

3.7 Juurtumisvaihe

Vihreit versot siirrettiin Magenta-rasioihin
juurtumisalustalle, noin viisi versoa rasiaa
kohden. Juurtumisvaihessa versot pidettiin
28 °C:ssa valossa.

3.8 Siirrostus multaan

Versot, joihin oli kehittynyt hyvi juuristo,
stirrettiin multaan pieniin verkkopurkkei-
hin. Verkkopurkeissa juuristot piisevit
kehittymédn normaalisti, ja ne ovat kiy-
tannéllisid, koska kasvit voidaan siirtdd
suoraan isompiin purkkeihin ilman ettd
verkkopurkkia tarvitsee poistaa. Ennen
siirtoa juurista pestiin huolellisesti pois kas-
vatusalustan jadnteet. Siirrostuksen onnis-
tumiseksi oli vilttdmitdnti peittdd versot
ensimmadisten vuorokausien ajaksi muovil-
la ja huolehtia riittdvistd kosteudesta, jotta
kasvit tottuivat huoneilman kosteuteen.
Juurtumisrasiassa versot eivit totu sddn-
nostelemiin ilmarakojensa toimintaa, kos-
ka rasiassa vallitsee suuri ilmankosteus. En-
simmiisten vuorokausien aikana muovia
raotettiin hetkittdin ja kasvit totutettiin
vihitellen huoneilmaan. Samalla kasveja



sumutettiin vedelld lijallisen kuivumisen
vilttimiseksi. Noin viikon kuluttua versot
yleensd olivat toipuneet siirrostuksesta ja
muovipeite voitiin poistaa kokonaan ja su-
mutus lopettaa.

3.9 Kolkisiinikasittely

Kromosomiston  kaksinkertaistamiseksi
versot kisiteltiin kolkisiinilla. T4td varten
noin pari viikkkoa kasvihuoneella kasvaneet
ja selvisti vahvistuneet versot otettiin pois
purkeista, niiden juuret pestiin hyvin ja
leikattiin noin 1 cm:n pituisiksi. Jokaisen
verson sivuversot revittiin irti toisistaan.
Sivuversojen ifrottamisella saavutetaan
kaksi etua: kolkisiiniliuos piddsee helpom-
min jakautuvaan meristeemisolukkoon, ja
yhdesti alkuperiisestd versosta saadaan
monistettua useita versoja ja ndin mah-
dollisesti lisittyd siemensaantoa. Ennen
kolkisiinikésittelyd versoja kuivatettiin vii-
si-kuusi tuntia imupaperin piilld. Sen jal-
keen ne laitettiin kolkisiiniliuosta (0,05 %
kolkisiinia ja 2 % dimethylsulfoksidia,
DMSO) sisiltdvidn pieneen pulloon niin
ettd versojen kasvupisteet olivat kokonaan
linoksen peittdmid. Kolkisiinikésitrely kes-
ti viisi tuntia. Sen jilkeen versot pestiin
huolellisesti ja istutettiin multaan verkko-
purkkeihin. Versot peitettiin jilleen huo-
lellisesti muovilla ja niitd sumutettiin muu-
taman vuorokauden ajan kunnes ne osoit-
tivat selvid vahvistumisen merkkejd.

3.10 Kaksoishaploidien
tuleennuttaminen

Kolkisiinikisittelyn jilkeen versot olivat
valmiita lopullista kasvatusta varten. Mi-
kili kisittely oli onnistunut, versoihin ke-
hittyi fertiilejd sivuversoja, jotka muodos-
tivat siementd. Yleensd ensimmiiset ke-
hittyvit versot olivat steriilejd ja vasta si-
vuversoihin muodostui siemenid.

4 Mikrosporiviljely-
menetelma

Mikrosporiviljely eroaa ponsiviljelystd si-
ten, ettd mikrosporit vapautetaan ponsien
sisdltd ennen viljelyn aloittamista. Tdssd
tutkimuksessa keskityttiin menetelméin,
jossa eristys tehtiin Waring-veitsihomoge-
nisaattorilla (Pescitelli et al. 1990). Me-
netelmin erityinen etu ponsiviljelyyn ver-
rattuna on mahdollisuus seurata haploidin,
yksisoluisen mikrosporin kehitystd sporo-
fyytiksi vilictdmasti viljelyn aloittamisesta
lihtien, kun ponsiviljelyssi mikrosporin
ensimmiiset kehitysvaiheet tapahtuvat
ponsien sisilli. Mikrosporiviljelymenetel-
mii voidaan soveltaa kaksoishaploidien
tuotannon lisdksi my®ds esimerkiksi 7z viz-
ro-selektiossa, gameettisen embryogenee-
sin tutkimisessa ja geeninsiirrossa. Mikros-
poriviljelyn vaiheet ovat péddpiirteissdén sa-
mat kuin ponsiviljelyssi. Poikkeavaa on
erilainen induktioalusta, mikrosporien eris-
tysmenetelmi, ja emien yhteisviljelyn kiyt-
t6 induktiovaiheessa. Mikrosporiviljelyme-
netelmin vaiheet on esitetty taulukossa 3.
Seuraavassa on yksityiskohtaisesti kuvattu
eri vaiheiden suorittaminen.

Taulukko 3. Vehnan mikrosporiviljelymenetelméan
vaiheet.
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Taulukko 4. Vehnan mikrosporiviljelymenetelméan
induktioalustan TR-mp1 (Puolimatka et al. 1996)
koostumus.

Induktioalusta TR-mpl

mg/ml
KNO3 2830
(NH4)2S04 463
MgS04-7H20 185
CaCl2-H20 166
KH>PO4 400
MnS0O4-4H,0 44
ZnSO04 -TH20 1,5
H3BO3 1,6
KI 0,8
FeS04-7TH20 27,8
Naz EDTA 2H20 37,3
Glysiini 2,0
Myo-inositoli 1000
Pyridoksiini-HCI 0,5
Nikotiinihappo 0,5
Tiamiini 1,0
Glutamiini 200
2,4-D 1,5
Kinetiini 0.5
Maltoosi 62 000
pH 5.8

4.1 Induktio-, erilaistumis- ja
juurtumisalustojen koostumus
ja valmistus

Mikrosporiviljelyn induktioalustana kiy-
tettiin nestemdistd TR-mp1 -alustaa (tau-
lukko 4) (Puolimatka et al. 1996). Induk-
tioalusta steriloitiin suodattamalla. Erilais-
tumiseen ja juurtumiseen kédytettiin samoja
alustoja kuin ponsiviljelyssi (taulukko 2).

4.2 Emokasvien kasvatus

Mikrosporiviljelyssi emokasvit kasvatet-
tiin samoin kuin ponsiviljeyssi (kohta 3.1).
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4.3 Mikrosporin kehitysvaiheen
maaritys, tahkien kerdys ja
kylmaesikasittely

Mikrosporiviljelyssé paras kehitysvaihe
tdhkien kerddmiselle oli my6hiinen yksi-
tumavaihe/aikainen kaksitumavaihe eli siis
my6hemmin kuin ponsiviljelyssi. Kiytin-
nossi tihki oli jo osin ulkona lehtitupesta,
kun verso leikattiin. Versojen leikkaus ja
kylmiesikdsittely tehtiin samoin kuin pon-
siviljelyssd (kohta 3.2).

4.4 Tahkien sterilointi, mikro-
sporien eristys ja viljely

Téhkér pintasteriloitiin kuten ponsivilje-
lyssd (kohta 3.3). Jokaista eristystd varten
kdytettiin 1215 tidhkid, kymmenen tih-
kéd mikrosporien eristykseen ja loput emi-
en yhteisviljelyZ varten. Eristystid varten
tihkistd leikattiin irti tidhkylit, jotka siir-
rettiin  Waring-homogenisaattorin 150
ml:n sidilidon. Siilidon lisittiin 50 ml 0,3
M steriilid mannitoliliuosta ja sekoitettiin
kahdesti viisi sekuntia. Suspensio suoda-
tettiin 100 um nylonverkon ldpi. Suodat-
timen pédlle jddnyt kiinted aines siirrettiin
takaisin sdilioon ja sekoitus ja suodatus tois-
tettiin kuten edelld. Suodatettu suspensio
siirrettiin 50 ml:n sentrifugiputkiin ja sent-
rifugoitiin viisi minuuttia 550 rpm. Mik-
rosporit pelletoituivat putken pohjalle. Su-
pernatantti poistettiin ja pelletti liuotettiin
uudelleen 2-3 ml:aan 0,3 M mannitoli-
liuosta. Mikrosporisuspensio siirrettiin va-
rovasti koeputkeen, jonka pohjalle oli lai-
tettu 20 % maltoosiliuosta. Néytteit sent-
rifugoitiin uudelleen viisi minuuttia 550
rpm. Hyvikuntoiset mikrosporit jaivit
maltoosin ja mannitolin vilivyshykkeeseen
(Kuva 3a), josta ne siirrettiin pipetilld uu-
teen putkeen. Mikrosporit pestiin vield ker-
ran 0,3 M mannitolilla ennen viljelyi. Vii-
meisen sentrifugoinnin jidlkeen mikrospo-
ripelletti liuotettiin induktioalustaan ja
siirrettiin viljelymaljalle (Kuva 3c). Mik-



Kuva 3. Vehnan mikrosporiviljelyn vaiheet. Mikrosporit eristetdan veitsihomogenisaattorilla, puhdistetaan
sentrifugoimalla (kuvassa a mikrosporit nakyvat vaaleana vyohykkeena maltoosi-mannitoli —interfaasissa)
ja viliellaan nestemaisessa induktioalustassa. Mikrosporiviljelmaan siirrostetaan tuoreita emejé (b), jolloin
elinkykyiset mikrosporit (c) kehittyvat alkionkaltaisiksi rakenteiksi (d). llman emien yhteisviljelya alkio-
rakenteita ei kehity (kuva e; vasemmalla n. 6 viikon ikdinen viljelma iiman emeja, oikealla samanikainen
vilielma emien kanssa; emit poistettu ennen kuvausta). Alkiorakenteet siirretadn erilaistumisalustalle,
jossa ne kehittyvat versoiksi (f). Kehittyvat versot voivat olla steriileja (kuvassa g tdhkd vasemmalla,
ei siemenid), osittain fertiileja (tdhka keskelld, joitakin siemenid) tai kokonaan fertiilejd (tédhka oikealla,
normaali maard siemenid). (Kuvat: Matti Puolimatka) (Puolimatka et al. 1997)
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rosporiviljelyssd yleisimmin kdytetty mal-
jakoko oli 3 cm. ‘

4.5 Emien yhteisviljely

Mikrosporiviljelyn keskeinen vaihe on emi-
en yhteisviljely. Steriloiduista tdhkistd ny-
pittiin pinsettien avulla epdkypsid emejd
mikrosporiviljelmin pinnalle noin 20 kpl
/3 cm malja (Kuva 3b). Emit lisittiin vi-
littomisti viljelyn alussa. Emien lisiyksen
jalkeen maljat suljettiin parafilmilld ja siir-
rettiin induktiovaiheeseen.

4.6 Induktiovaihe

Mikrosporiviljelyssd inkubaatio tapahtui
28 °C:ssa ja pimedssi. Vasteen antavat
mikrosporit erottuivat mikroskoopilla jo
muutamassa piivissi. Silmindhtiviksi al-
kiorakenteet kehittyivit noin kolmen vii-
kon kuluessa (Kuva 3d).

4.7 Erilaistumis- ja juurtumisvai-
heet, siirto multaan, kolkisiini-
kasittely ja kaksoishaploidien
tuleennuttaminen

Alkiorakenteiden vaiheet erilaistumisesta
tuleentumiseen saakka olivat samanlaiset
kuin ponsiviljelyssi (kohdat 3.6-3.10)
(Kuvat 3f ja 3g). Kolkisiinikisittelyd ei
mikrosporiviljelysti saaduille versoille teh-
ty, mutta se voidaan tarvittaessa toteuttaa
samoin kuin ponsiviljelyssi.
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5 Arvioita ja havaintoja
ponsi- ja mikrosporivil-
jelymenetelmien
kaytosta

Edelld kuvatulla ponsiviljelymenetelmalld
tuotettiin vuoden 1995 kokeissa kasvihuo-
neessa kasvatetulla Mahti-kevitvehnilld
keskimiirin 71,8 alkiorakennetta sataa
pontta kohden. Parhaimmillaan yhdeltid
maljalta saatiin 176 alkiorakennetta. Ver-
soja erilaistui keskimiirin 35,5 kappaletta
sataa pontta kohden eli 49,4 % alkiora-
kenteista tuotti verson. Vihreiti versoja eri-
laistui keskimiirin 30,6 (86 % versoista)
ja albiinoja versoja 4,9 (14 %) sataa pontta
kohden. Vuonna 1994 viljeltiin pellolla
kasvaneesta 18 erilaisesta syysvehnin F3
-sukupolven risteytysjilkeldistéstd yhteen-
sd 18 000 pontta, joista saatiin 3080 al-
kiorakennetta ja 698 vihredd versoa. Vuon-
na 1995 kasvihuoneessa kasvatettu Mah-
ti-kevitvehni tuotti mikrosporiviljelyssi
keskimairin 65,3 alkiorakennetta ja 24,3
versoa sataa pontta kohden,-eli 37 % al-
kiorakenteista tuotti versoja. Vihreitd ver-
soja muodostui 8,3 (34 % kaikista ver-
soista) ja albiinoja 16 kappaletta sataa
pontta kohden. Seuraavassa on joitakin me-
netelmien kiyttddn liittyvid havaintoja ja
arvioita.

5.1 Mikrosporin kehitysvaihe ja
emokasvien kasvatusolosuhteet

Kasvihuoneessa kasvaneista vehnisti aloi-
tetut viljelmdt tuottivat yleensi enemmin
alkiorakenteita kuin pellolla kasvaneista



aloitetut viljelmat. Erityinen ponsi- ja mik-
rosporiviljelyyn liittyvé piirre ndyttdd ole-
van se, ettd keviilld ja syksylld kasvihuo-
neella kasvaneista emokasveista saatiin
yleensi parempi tulos kuin talvella tai ke-
salld kasvaneista emokasveista. Ilmeisesti
kyseessi on luonnonvalon mairidn ja laa-
tuun seki kasvulimpétilaan liittyvd ilmio.
Keviilld ja syksylld kasvihuoneisiin tulee
vield riittdvisti luonnonvaloa ja limpétila
on mahdollista pitdd optimaalisena. Tal-
vella kasvihuoneella ongelmana saattaa olla
alhainen luonnon valon mairi ja lyhyt pdi-
vi, kun taas kesilli ongelmana saattaa olla
liian korkea kasvatuslimpétila.

5.2. Kylméesikasittely ja
tahkien sterilointi

Molemmilla viljelymenetelmilld kokeiltiin
viljelyd myos ilman kylmaesikdsittelyd.
Kylmiesikisittely tuotti toistettavasti pa-
remman vasteen kuin suora eristys, joten
kylmiesikisittelyd kéytettiin sddnnollisesti
ennen ponsien tai mikrosporien eristystd.
Jos versoja pidettiin kylmissé yli neljd viik-
koa, ne alkoivat rinsistyd ja niihin ilmestyi
herkidsti hometta, joka lisisi viljelmin saas-
tumisriskid. Kokeissa ei havaittu eroja 2
ja 4 viikon kylmikisittelyjen vililld soluk-
koviljelyvasteessa, mikd helpottaa mene-
telmin kidyttdd suurissa aineistoissa.

Peltoaineistolla havaittiin  kasvihuo-
neaineistoa enemmin viljelmien saastumis-
ta erityisesti mikrosporiviljelyssd. Tama
saattaa johtua saastumista aiheuttavien pa-
togeenien suuremmasta madrastd pellolla
kuin kasvihuoneella. Mikrosporiviljely
saattaa olla ponsiviljelyd herkempi siksi,
ettd tihkit ehtivit ulos lehtitupesta ennen
kerdystd. Suurempi saastumisien midrd
saattaa johtua my®0s siitd, ettd patogeenit
ovat edenneet solun sisille, jolloin taval-
linen pintasterilointi ei niihin tehoa. Ste-
riloinnin tehon parantamiseksi sterilointi-
aikaa voi pidentdd ja sterilointiliuosta vi-
kevoittdad samalla kuitenkin muistaen, ettd
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nimi toimenpiteet saattavat heikentdd
mikrosporien menestymistd solukkovilje-
lyssd.

5.3 Ponsien nypinta ja
mikrosporien eristaminen

Yleensi suomalaisen vehnin tahkidstd saa-
daan nypityksi noin 50-60 pontta. Tdhkdn
keskiosassa sijaitsevat vanhimmat mikros-
porit ja tihkdn yli- ja alaosissa on nuo-
rempia mikrosporeja. Ponnen pituutta voi
pitii melko hyvind mikrosporien kehitys-
vaiheen mittarina, joskin kasvatusolosuh-
teet saattavat aiheuttaa poikkeuksellisen
kehitysrytmin, jolloin ponnen morfologian
ja mikrosporin kehitysvaiheen yhteys voi
poiketa normaalista.

5.4 Induktioalustat ja -olosuhteet

Raportissa kuvatut alustat osoittautuivat
toimiviksi, mutta on olemassa lukuisa mai-
rid muitakin alustoja, jotka voivat tuottaa
saman tai paremmankin tuloksen. Kuva-
tussa ponsiviljelymenetelmissi kaksi teki-
jad, hiilihydraatti ja sterilointitapa, poik-
keavat yleisesti kdytdssd olevista menetel-
mistd. Tulosten perusteella sakkaroosi toi-
mii alustassa paremmin kuin maltoosi, jota
yleisesti pidetddn vehnilld suotuisampana
hiilihydraattina (Orshinsky et al. 1990,
Zhou et al. 1991). Lisdksi kdytetyssd me-
netelmissi W14 -alusta autoklavoidaan,
kun yleensi alusta steriloidaan suodatta-
malla (mm. Orshinsky et al. 1990). Hii-
lihydraatilla ja sterilointitavalla lienee yh-
teyttd, silld maltoosi reagoi sakkaroosia
herkemmin korkeisiin limpétiloihin. Ku-
vatussa ponsiviljelymenetelmidssd ei kiy-
tetd Ficollia, joka lisid nestemiisen alustan
viskositeetti, ja jolla on raportoitu olevan
hyvii vaikutuksia ponsiviljelyvasteeseen
(Zhou et al. 1991). Tissd tutkimuksessa
Ficollin kiyttd ei kuitenkaan parantanut
menetelmin tehokkuutta.



5.5 Emien yhteisviljely

Mikrosporiviljelyssi embryogeneesi ei al-
kanut ilman emien yhteisviljelyd (Kuva 3e).
Emien positiivisesta vaikutuksesta on ra-
portoitu aiemmin vehnilld (Datta & Wen-
zel 1987, Mejza et al. 1993) ja ohralla
(Kohler & Wenzel 1985). Emien yhteis-
viljelyn on todettu parantavan solukkovil-
jelyn onnistumista muutoin heikon vasteen
antavissa genotyypeissi (Touraev et al.
1996, Hu & Kasha 1997) ja mahdollis-
tavan usean erilaisen induktioalustan kiy-
ton (Puolimatka et al. 1996, Hu & Kasha
1997). Emien yhteisviljelyn positiivisen
vaikutuksen syitd ei vield tiedetd. Yksi jat-
kotutkimuksen aihe tulee olemaan juuri
emien yhteisviljelymekanismin selvittdmi-
nen.

5.6 Erilaistuminen, spontaani
kromosomiston kahdentuminen
ja albinismi

Ponsi- ja erityisesti mikrosporiviljelyn kes-
keinen ongelma on alkiorakenteiden alhai-
nen itdmisaste, silld vain noin puolet al-
kiorakenteista tuotti versoja. Menetelmi-
en tehokkuus kaksoishaploidien tuottajina
paranisi olennaisesti,- jos useampia alkio-
rakenteita saataisiin erilaistumaan versoik-
SL.

Havaintojemme mukaan ponsiviljelys-
sd noin 10 % ja mikrosporiviljelyssd noin
70 % versoista oli spontaaneja kaksoishap-
loideja (Puolimatka et al. 1996). Kiytin-
nossi nami kasviyksilot voidaan tunnistaa
siitd, ettd ne yleensd erilaistuvat ensim-
miisind, kasvavat nopeammin kuin hap-
loidit, verkkopurkeissa niistd tulee niky-
viin vahvoja juurenkiirkid ja ne tuottavat
yleensid vain muutamia (3-5) sivuversoja.
Haploidit kasvit ovat kooltaan pienempii
kuin diploidit, ne muodostavat runsaasti
siemenid tuottamattomia sivuversoja ja
hentoa hiusmaista juuristoa. Molemmissa
menetelmissd havaittiin kasveja, jotka il-
man kolkisiinikésittelyd kasvattivat ensin
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runsaasti steriilejd, haploideille tyypillisid
hentoja sivuversoja, minkd jdlkeen saattoi
kehittyd yksi siementi tuottava verso.
Tdamid osoittaisi, ettd alkuperiinen alkio-
rakenne saattoi olla kimeerinen ts. siind
oli sekd haploideja ettd diploideja solukoita.

Mikrosporiviljelyssd  syntyi albiinoja
huomattavasti enemmin kuin ponsivilje-
lyssd. Albinismi ndyttdisi olevan vahvasti
genotyypin médrddmé ominaisuus, mutta
olemme havainneet, ettd myos kasvatuso-
losuhteet vaikuttavat albiinojen versojen
madrddn.

6 Yhteenveto

Suomalaisen syys- ja kevitvehnin jalostuk-
seen on optimoitu ja kehitetty ponsi- ja
mikrosporiviljelymenetelmit, jotka kuva-
taan tissd julkaisussa. Molemmat mene-
telmit perustuvat mikrosporien eli koi-
raspuolisten sukusolujen totipotenttiseen
kykyyn muuntautua gametofyytin kehi-
tyksestd sporofyytin kehittymiseen. Pon-
siviljelyssd heteen ponnet eristetddn ravin-
toalustalle. Mikrosporiviljelyssd mikrospo-
rit vapautetaan ponsien sisiltd ja niitd vil-
jellidn  sellaisenaan  ravintoalustalla.
Menetelmit lyhentivit jalostusaineston
tuottamiseen kuluvaa aikaa, silli niiden
avulla voidaan tuottaa perimiltddn yhte-
niisid kaksoishaploideja kasveja yhdessi
sukupolvessa. Ponsiviljelymenetelmii on
sovellettu pellolla kasvaviin syys- ja ke-
vitvehndn jalostusaineistoihin vuodesta
1994 lihtien. Mikrosporiviljelymenetel-
mii on sovellettu vuodesta 1995 alkaen.
Ponsiviljelymenetelmi on tuottanut alkio-
rakenteita ja kaksoishaploideja versoja siind
miidrin, ettd sitd voidaan pitdd toistetta-
vuudeltaan potentiaalisena jalostusaineis-
ton tuottomenetelmini. Menetelmilld
voidaan tuottaa kahdessa vuodessa ristey-
tyksestd riittdvisti siementd kentilld ta-
pahtuvaa koeruututestausta varten. Mik-
rosporiviljelymenetelmid on vield kehitet-
tdvd menetelmin tehon parantamiseksi.
Jalostusaineiston tuottamisen lisdksi ponsi-



ja mikrosporiviljelymenetelmii voidaan so-
veltaa esimerkiksi 7z vitro -selektiossa, gee-
ninsiirrossa ja kasvin embryogeneesin tut-
kimisessa. Jalostustutkimus voi hyédyntdi
kaksoishaplodeja geenikarttatutkimukses-
sa. Keskeisid tulevien tutkimusten tavoit-
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