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Alkusanat

Pohjois-Suomessa ja erityisesti Lapissa ménnyn siemenen
kehittyminen ei yleenséd ole vield pddttynyt kasvukauden lopussa.
Epdedullisten ilmasto-clojen vaikutuksestg suuri, usein suurin
osa Lapin ménnyn siemensadosta on vajaasti tuleentunutta.
Metséntutkimuslaitoksen Kolarin tutkimusaseman tydohjelmaan
kuuluu 1aaja’tutkimus geneettisen informaation ja ilmaston vuoro-
vaikutuksista marginaalipopulaatioissa. Vajaasti tuleentuneen
siemenen k&yttdarvon tutkiminen katsottiin sopivaksi ldhtckoh-
daksi mé&nnyn siemenen tuleentumista koskevaan selvitykseen Ja
samalla se on alkuosa edelld mainitusta isommasta tutkimuksesta.

Tutkimus on tehty oséksi Helsingin yliopiston kasvitie-
teen laitoksella ja osaksi Metsintutkimuslaitoksen Kolarin tut-
kimusasemalla., Aiheen ovat antaneet professori Ve i j o
Wartiovaara jadosentti Ve fkxko Ko s ki . Ja
heiltd olen saanut ratkaisevésti tukea tyossédni. Maat. metsit.
lisensiaatti Erk ki Numminen on esimiehen&ni suh-
tautunut hyvin myotZmielisesti tyohoni, ja hin on myos tarkas-
tanut k&8sikirjoituksen kieliasun, Vaimoni LuK L e e n a
Ryyné&nen on auttanut suuresti laboratoriotdissd., Y1ll&a-
mainituille ja kaikille muille tyoss& avustaneille esitén parhaim-

mat kiitokseni.

Kolarissa 1973-12-15

Martti Ryyné&nen
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1. Johdanto

Kotimainen médnty (Pinus silvestris L.,) kasvaa Fennoskan-
diassa laajan levinneisyysalueensa pohjoisimmalla rajalla., Poh-
jois-Suomessa karut ilmasto-olot vaikeuttavat suuresti ménnyn
uudistumista, Lapissa médnnyn siemenen tuleentuminen on yleensid
vield kesken kasvukauden pZdttyesséd ja siemen j&d laadullisesti
heikoksi, vajaasti tuleentuneeksi,

Usein -toistuvien huonojen siemenvuosien takia on varsinkin
Skandinavian pohjoisosissa jo varhain kiinnitetty huomiota sie- |
menen laatuun. Siemeniid on luokiteltu niiden kiyttdarvon mukaan
pddasiallisesti rakenteellisten, anatomisten ominaisuuksien avul-
la. Suomen olojen osalta HEIKINHEIMO (1921) ja KUJALA (1927)
luokittelivat siemenet alkion 1. embryon ja siemenvalkuaisen 1.
endospermin keskindisten suhteiden mukaan,
| Ruotsissa kehitettiin siementen rontgenkuvaus 1950-luvun
alussav(SIMAK ja GUSTAFSSON 1953 a ja b). Vuonna 1954 SIMAK ja
GUSTAFSSON parahsivat ja tarkensivat omaa luokitustaan., He luo-
kittelivat siemenet alkion pituuden ja alkio-ontelon pituuden
suhteen perusteella, Tyhjgd siemen kuuluu luokkaan O, luokan I
siemenissd on alkio-ontelo mutta ei alkiota, II-luokassa alkio
on pituudeltaan alle puolet alkio-ontelosta, III-luokassa
1/2 - 3/4 alkio-ontelosta, ja tdydet siemenet kuuluvat luokkaan IV,

Yleisesti voitaneen sanoa, ettd siemenluokkien O0-IV esiin-
tyminen Ja varsinkin vaihtelu on osoitus hiiriintyneestd alkion
kehityksestd, DOGRAn (1967) mukaan varhaisalkioiden kuoleminen
on todennékdisesti tédrkein syy tyhjien siementen muodostumiseen,
Embryologisissa tutkimuksissaan hén‘ei loytédnyt yhtédén tédysin tyh-

-----

Jjéd edes O-luokan siemenistéd, I-luokkaan kuuluvissa siemenissé
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oli kehittynyt endospermi ja alkio-ontelo, mutta rontgenkuvissa
alkiota ei ndkynyt. Todellisuudessa monet (30-50 %) ndistd sie-
menistd sisdlsivdt alkioita, Jjotka olivat varhaisalkiovaihetta
pitemmélle kehittyneit. |

Metsédnuudistus pohjoisella marginaalialueella on suuresti
riippuvainen sopivan mdnnynsiemenen saannista. Sopivana voita-
neen pitdd ndihin oloihin- geneettisesti mahdollisimman hyvin so-
peutunutta materiaalia, jota k&yténnosséd on paikallinen siemen,
Hyvid siemenvuosia on tﬁllé alueella harvoin, noin kymmenen
vuoden véleiﬂ. Metsduudistusta vaikeuttaa vield se, ettd niiden
hyvien vuosien jdlkeen tulisi ilmasto-olojen olla suotuisia myds
taimien kunnolliselle kehittymiselle,

Siemenen kehityksen ja tuleentumisen riippuvuus ilmastos-
ta lienee katsottava fysiologiseksi tapahtumaketjuksi., Fysio-
logian menetelmid on havupuiden siementen tutkimisessa kéytetty
jo muutamien vuosien ajan varsinkin Japanissa, Kanadassa ja
USA:ssa, Taimituotannon fysiologista taustaa selvittdvilld tut-
kimuksilla ja tutkimusmenetelmilld on todennZkdisesti tulevaisuu-
dessa mgrkitysté myos ns. siemenvil jelyssiemenen geneettisten
ominaisuuksien selvittdmisessd,

Téssd tutkimuksessa on pyritty selvittidmi&n mé&nnyn siemen-
ten vajaatuleentuneisuusastetta ja eri kehitysasteella olevien
siementen itdmistd Jja alkioiden kasvua fysioiogisten kasvatusme-

netelmien avulla.

2, Tutkimusainedisto ja menetelnédt
2.1. Siementen luokittelu ja idatys

Vajaasti tuleentuneen materiaalin saamiseksi kerdttiin
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syksylld 1969 siemenid arvioidun minnynsiemenen tuleentumisrajan
molemmin pudlin Kolarista, Kittildstid, Sallasta, Suomussalmelta.
| ja Sodankylédstd, Siemenet raﬁtgenkuvattiin ja luokiteltiin Met-
sé@ntutkimuslaitoksella kidytettdvin luokituksen mukaan (liite 1),
Huonon tuleentumisen takia éiemenfen itévyys oli hyvin alhainen
vaihdellen nollasta (Sodankyld, Vuotso) 27 prosenttiin (Kolari,
Pohjasenvaara), Jatkokokeiéiin kerdttiin siemenid puittain Kola-
- rista, Pohjasenvaarasta, numeroiduista puista.

Kaiistuksen jélkeen'siemenet rontgenkuvattiin Ruotsinkylén
jalostusasemélla. Esikokeissa oli todettu, ettéd kiytettiessd
sekd SIMAK ja GUSTAFSSONin (1954) ettéd Metséntutkimuslaitoksen
luokittelua varsinkin luokan II siemenilléd hajonta oli suuri.
Tastéd syystd tarkennettiin siementen luokittelu tutkimukseen so-
pivaksi jakamalla tdydet siemenet alkion koon mukaan seitseméin
luokkaan liitteen 2 mukaisesti.

Iddtyskokeet tehtiin Helsingin yliopiston kasvitieteen
laitoksella. OSiemenid valaistiin 12 tuntia vuorokaudessa valais-
tuksen ollessa n. 1000 luksia ja l&mpdtilan +20 + 1°c. Tulokset
on esitetty taﬁlukossa 1. Saman erédn siemenid idéatettiin myds '
petrimaljassa ravintoagaralustalla. Alustana oli MS-alusta so-
lukkoviljely&d varten (MURASHIGE ja SKOOG 1962, liite 3). Alku-
perdisestd valmistusohjeesta poikettiin sik&li, ettd huonosti
sdilyvén IAA:n (P-indolyylietikkahappo) tilalla kéytettiin vas-
taavaa synteettistd auksiinié 2,4-D:a (2,4-dikloorifenoksietik-
kahappo). Tulokset ovat taulukossa 2. R

Sopivan kasvuaineyhdistelmén loytimiseksi tutkittiin seké
kuorittujen ettéd kuorimattomien siementen itémistéd erilaisilla
MS-alustoilla. Siemenet steriloitiin 2 min 3,3 %:isella natrium-
hypokloriitilla. Osa kuorittiin aseptisesti ns. laminaari- |

siirrostuskaapissa ja siirrettiin petrimaljoihin, osa siirrostet-
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tiin kuvorimattomina. Kokeiltavina oli kolme alustaa, joista MS 1
sisélsi makro- ja mikroravinteiden ja vitamiinien lis&ksi 0,1 ppm
kinetiinid ja 2 ppm 2,4-D:a. MS 2:ssa oli ndiden asemesta
10 % (V/v) kookosmaitoa ja MS 3:sta kasvuaineet puuttuivat., Tu-
lokset on esitetty taulukossa 3.

Alustoihin k&ytetyistid kemikaaleista pdZosa oli E.Merck
AG Darmstadt -valmisteita. Pyridoksiinin ja tiamiinin oli
valmistanut F. Hoffman - La Roche & Co, Basel, mesoinositolin
ja 2,4-D:n Fluka AG, Buohs'SG. Kinetiinin toimitti Sigma Chem.
Cd.USA. Agafina 0oli Difcon (USA) Bacto-agar, sakkaroosi oli v
BDH:n (Englanti) Analar-valmiste. Kiytettyjen reagenssien puh-
tausaste olivyleensé pro_analysi tai purissimum, 2,4-D oli purum

-astetta.

Kasvualustaa varten tehtiin makroravinteista 10-kertainen
kantaliuos, jota séilytettiin jéédkaapissa +4°C., Mikroravinteiden
kantaliuos oli 100-kertaineﬁ ja sdilytys samoin +4°¢C, Vitamiinit,
glysiini ja mesoinositoli olivat 2000-kertaisena kantaliuoksena, |
jota sdilytettiin jaisdytettynd -18°c. 2,4-D- ja kinetiiniliuok-

set tehtiin uudelleen joka kerran.

2.2. Alkioiden kasvatuskokeet

Siementen vitaliteetti selvitettiin taustatiedoksi yksit-
tdisten alkioiden kasvatuskokeisiin m&&ritt&m&ll& siementen ité-
vyys ja itdmistarmo (taulukko 4).

Kahden puun (73 ja 69) siemenilld tutkittiin eri siemen-
luokkiin kuuluvien alkioiden kasvamista sek#d pelk#dlld agar-alus-
talla, ettd erilaisilla MS-alustoilla, Siemenet kuorittiin ja
steriloitiin 2 min 3,3 %:isella NaOCl:1lla. Vesihuuhtelun (3-4 t)

jdlkeen siemenet halkaistiin preparointimikroskoopin alla
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siirrostuskaapissa., Alkiot preparoitiin esille ja siirrettiin
kasvamaan koeputkiin, yksi alkio kuhunkin, yhteens&d 160 putkea
puuta kohden., Alkioiden kasvaminen on esitetty taulukossa 5.

Lisdmateriaaliksi kerdttiin v. 1971 Kolarista ns. vaippa-
siementd, eréd n:o G3-71-094. Siemeneridn laatutiedot ovat taulu-
kossa 7, itadminen agar-alustalla ja preparoitujen alkioiden kas-
vaminen MS1-alustalla taulukoissa 8 ja 9.

Alkioiden kasvun riippuvuutta endospermistid ja sen laadusta
tutkittiin kasvattamalla embryoité siten, ettd alkion viereen
aivan siihen kiinni asetettiin endospermin kappale. Kokeessa
kdytettiin seké8 siemenen omaa ettd vierasta endospermid. Tulok=-
set kasvatuksista koeputkessa ja erlenmeyerpullossa ovat taulu-

kossa 10.

3 Tulokset jJa niiden tarkastelua

Rontgenkuvaus sopii hyvin siementen luokitteluun ja varsin-
kin tyhjien siementen osuuden selvitté@miseen. Tottunut tulkitsija
pystyy arvioimaan alkion koon suhteessa alkio-onteloon varsin

tarkasti ja nopeasti,

Taulukko 1., Siementen it&@minen siemenluokittain imupaperilla
(2 x S&S n:o 489) petrimaljassa., Siemenen alkuperd Kolari, Pohja-

senvaara., Siemenet kymmenestd puusta yhdistetty siemenluokittain.

Iddtys vrk
Siemen- | Siemeniid 10 21 30
luokka kpl kpl % kpl % kpl %
4 355 228 | 64,2 300 | 84,5 315 | 88,7
3 600 | 261 43,5 469 | 78,2 510 85,0
5 190 56 29,5 115 | 60,5 144 175,8
2+ 112 1 0,9 10 8,9 32 | 28,6
2 73 0 0,0 2 2,7 9 112,3
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Taulukko 2, Siementen itdminen siemenluokittain M&S-~-alustalla

(MURASHIGE & SKOOG 1962) petrimaljassa. Alustaa -maljassa 0,5

cm paksulti. Siemenen alkuperd sama kuin taulukossa 1.

Siemen- | Siemenid Itédminen (21 vrk)

luokka kpl kpl %
4 100 82 82,0
3 100 74 74,0
b 100 ' 52 52,0
2+ , 100. 23 23,0
2 100 6 6,0

Siementen id&dtyskokeissa (taulukot 1 ja 2) todettiin, ettd
luokan 2 siemenii ei kannattanut ottaa mukaan jatkotutkimuksiin.,
Ndisséd siemeniss& on pohjoista materiaalia kdytettdess&d usein
kaksi tai kolme alkiota. Embryogenian pys&hdyttyd ilmastollisten
syiden takia siemenen alkioista yksik#&dn ei p&ise kehittym&an
tdysikokoiseksi, eikéd k&rkialkion dominanssi ehdi vaikuttaa.

Metsé@ntutkimuslaitoksella kdytettdvid siementen luokitte-
luasteikko (liite 1) on ensisijaisesti tarkoitettu tuleentumis-
palvelun kdyttoon., Tatd tutkimusta varten siemenet oli luokitel-
tava tarkemmin, ja uutta jaottelua voitaneen pitdid tarkoituksen-
mukaisena tutkimuskdyttoon. Siemenluokkaan 2+ kuuluvista alki-
oista iti ihanneoloissa noin neljénnes (23-28 %), Ruotsissa
- saatujen tulosten mukaan (MULLER-OLSEN ja SIMAK 1954) t#llaisten
| siementen itdvyys maahan kylvettynd on kuitenkin vain n. 5 %.
Kokeiltaeésa alkioiden kasvatusta keinotekoisilla ravinfoalus-
toilla (taulukko 3) saatiin maksimitulokseksi 2+ -luokan siemenil-
le 4,3 %:n itévyys parhaalla alustalla, Huonommilla alustoilla
siemenet eivit iténeet lainkaan.

Siemenluokkaan 3= kuuluvat siemenet on aikaisemmassa la-

jittelussa otettu luokkaan 3. Uﬁdella lajittelulla saétiin namé
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Ivvielé selvidsti vajaatuleentuneet eroamaan enemméh luockan 3 sieme-
nistéd, Hyvilld alustalla voitiin siemenluokan 3% alkioiden katsoa
itévEn n. 20 % huonommin kuin t&@ysin tuleentuneiden, luokan 4
siementen.

Kokeilluista erilaisista kasvualustoista paras, (MS1)
antodi likimain saman it?mistuloksen kuin kylvettidess&é siemenet
taimitarhalle muovihuoneeseen (SINKO 1969). Ilmeisesti voitaneen
tdsséd tutkimuksessa k8ytetylld menetelmillid laboratorio-oloissa
saadut itdmistulokset rinnéstaa k&yténnon teimitarhatyossid saa-
taviin,. '

Jacobsenin id&atyslaitteessa saadaan kiytinnon tarkoituk-
siin usein liiankin korkeita ita&vyyslukuja. Ep&kohdan korjaami-
seksi on ehdotettu (MﬁLLER—OLSEN ja SIMAK 1954), ettd itdmispro-
sentin (itévyyden)vliséksi olisi otettava huomioon myds siementen
itémistarmo. T&td varten oﬂ suositettu ilmoitettaveksi siementen
itdvyys 10 vrk:n id&tyksen jidlkeen.

Verrattaessa eri luokkiin kuuluvien siementen ité&mistarmoa
ja it&vyyttid huomattiin (taulukko 4), ettid luokkien 4 ja 3 vElil-
14 oli suurempi ero siementen itdmistarmossa kuin itémistulok—
sessa 30 vrk:n jdlkeen. Tdysin tuleentuneet siemenet itivit
nopeimmin, mutta ero itidmistuloksessa 21 vrk:n ja 30 vrk:n
iddtyksen jalkeen oli yll&ttavan pieni. Luokan 3 siemenet 1ti-
vat hitaammin, mutta it@mistulos parani huomattavasti vield viral-
lisen id&tysajan (21 vrk) jélkéen° IddtettéZesséd luokan 3 sieme=-
nigd 30 vuorokautta saatiin Jokseenkin sama tulos kuin luokan 4
siemenillid 21 vuorokauden id&tyksen Jjédlkeen. Siemenluokat 3-

Ja 2+ muodostivat toisen ryhmén Jja niissd t&m& itdmisen viivés-
tyminen oli vieldkin selvempééd.

Itémistapahtuman kulussa nidytti eri puiden v&lilléd olevan

eroja, Puun 74 siemenet itivat hitaimmin ja puun 73 nopeimmin.



00 | 0‘0 | 6 |9‘sL| 62| 00 |0‘0 |LL |ofos | 9fst| YL | ofo | £fVe|efvs | 9¢86
- - 2 ¢l ¢e - - G 12 144 L - LL | 2 L
0o | ¥4L L | LéLe | 62| 00 |6 |ofoC | ¢hv | LELS] VL | ¢V | 6241986 | LEGL
- L G 6l (o]4 - 2 12 LS ot L ¢ ¢z L <G
T e T = [ ¢ 7 A T A 7 B 7 T R M
. P.&MOSHQ@E@HW PQMOSHQmEOﬂm jeijonTuauaTg

¢ S ¢ S ISl |

ngTIONY
.
Tdy

1eWOLRUTIONY

BQTOUTBNASEY UBWTT

BO3TRUWSON00) A/, % O} +

*Dob F 0T+ ‘NIA/U 2L “XT 000 | snjsTETEA

-9Ts O} esselTeN

*q-%fz wdd gz + Brurrgoutry udd L¢Q + ®asnTe- 296} HOOMNS ® AHIHSYUNIN

i

¢ SH
= ¢ Gi

it

I SH

°g el | BssTOYNINB]} UIny eURs BISANTEL UdJULUWSTY

*YIA L2 eqresfirpl

cgaTopansyed wo G¢o esselTew eejysnyyV

sexpiontT/Tds] 0L gruswals ‘piusu

*essTolTeutagad eTTTOLSNTENASEY BTTISTRY

~TJI9 USUTWRLT USJULUWDTS UdTANTANY UTTINNONTULWATS TIo ‘ualngataony el usTwoljeUTIONY ¢ oxpmLne]




Taulukko 4. Siementen itdmistarmo ja itdvyys siemenluokittain

Jacobsenin iddtyslaitteessa., Iddtysalustana 2-kertainen imupa-
peri Munktell”’s Seed Testing Paper Nr. 1701. Valaistus 1 000 1x
12 h/vrk, +20 + 1°c. Materiaali Kolari, Pohjasenvaara, kerdtty
puittain, Id&atys neljénéd toistona, taulukossa.esitetty toistojen
keskiarvot, puu 74 luokka 4:80 kpl, puu 73 luokka 4:280 kpl,
muissa 400 kpl.

Siemenluokat
4 3 3 - 2+
10 21 30 10 21 30 10 21 30 10 21 30

Puu vrk |vrk |vrk |vrk |(vrk |vrk |vrk (vrk (vrk wrk |vrk |[vrk

T4 (80
kpl)

kpl| 48 | 71 | 74 |214 {274 |340 {122 (218 233 |85 [133 [198

% |60,0/88,8(92,5/53,5|68,5|85,0(30,5 |54,5 |58,3 21,3 |33,3 |49,5

73 (280
kpl)

kpl|201 [253 |253 |281 [358 |365 {171 [294 [314 | 71 |161 |264
% (71,8}90,4{90,4|70,3{89,5|91,3|42,8|73,5 (18,5 17,8 40,3 66,0
69
kpl|306 |345 |359 [248 |305 |329 [128 |203 (240 | 73 |141 (193
% |76,5|86,3|89,8|62,0|76,3|82,3|32,0|50,860,0 {18,3 |35,3 48,3
66
kpl|292 |343 |346 [222 |704 [324 [163 |227 |243 | 77 |144 |174
% |73,0|85,8|86,5|55,5|76,0{81,0/40,8|56,8/60,8 |19,3 {36,0 43,5
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Viime mainitun siemenistd ei 21 vrk:n id&Ztyksen jdlkeen yksikdin
siemen ité@nyt. Ité@mistulos 10 vrk:n iddtyksen j&lkeen (itémis-
tarmo) kuvaa mahdollisesti siementen laatua ja kykyid tuottaa
taimia huonoissakin oloissa paremmin kuin varsinainen itidmis-
prosentti (itZvyys 21 vrk:n kuluttua).

Kehityksess&dn eri asteelle pyséhtyneiden alkioiden kasvu-
kykya tutkittiin siirt&m&llé embryot kasvamaan keinoalustoille
koeputkiin. Tulosten mukaan (taulukko 5) léhtividt kdvyissi pisim-
médlle kehittyneet alkiot (luokka 4) kasvamaan vieldkin nopeammin
luokan 3 sieﬁeniin verrattuna kuin mitd id&tystuloksen perusteel-
la olisi ollut odotettavissa. Kymmenen vuorokauden kasvatuksen
jédlkeen kasvu olli pienimmill&dénkin kaksinkertainen véhemmé&n tu-
leentuneisiin verrattuna.

Edelleen voitiin panna merkille, ettd kasvatuksen pdat-
tyessikiidn (42 vrk) luokan 3 siemenet eivit olleet ldhteneet
kasvamaan yhtéd lukuisasti kuin t&ysin tuleentuneet. Koska
materiaali oli kasvatustilojen puutteessa suhteellisen pieni
(320 koeputkea/32 alakoetta), taimien painca ei punnittu.
Silm&m&&rin arvioituna luokkien 4 ja 3_taimet olivat kuitenkin
jokseenkin samankokoisia kasvatuksen pZdttyessid, Siemenluok-
kien 3= ja 2+ taimet olivat selvisti edellisi& hennompia ja
pienempisé. 'Myés taimisaannon osalta nidmid kaksi olivat omana
ryhménédén selvédsti edellisi& huonompia.

Kasvatusalustoista oli kinetiinigd Jja 2,4-D:a sisdltavi
(MS1) jonkin verran parempi kuin ndiden asemesta kookosmaitoa
sisdltényt MS2. ' Mahdollisesti erilaiseen tulokseen vailkuttaa
sé, ettd edellisessi oli Jo mukana mesoinositoli, jota pidetédidn
yhtenég kookosmaidon tarkeimmistZ kasvua edisté&vist& aineosista.
Pelkzlla agar—alustallé kasvoivat puun n:o_73 siemenistd vain

PR

t8ysin tuleentuneet.
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Taulukko 5., Eri siemenluokkiin kuuluvien alkioiden‘kaSVéminen

eri alustoilla, alusta kuten taulukossa 4.

Siemenet kuorittu,

steriloitu 2 min 3,3 % NaOCl, ster. vesihuuhtelu, alkiot prepa-

roitu erilleen., Kasvatus koeputkissa 42 vrk., yksi alkio/putki

10 putkea/luokka ja alusta.

Idatysolot.

Luku ilmaisee kasvamaan

ldhteneet alkiot (> 2-kertainen pituus), suluissa oleva mychem-

min kuolleen. Plussalla (+) merkityt alkiot tummuneet.

4 3 3 2+
1030 | 42 [10] 30 | 42 |10 |30 | 42 {10 | 30 | 42
Puu 73
Alusta MS 4| 41 6 - Zek |5ett | S| 1B 1 |1
MS -1 3]5 |-~ 1|2 - -] 1 -- |-
MS 3| - 1] 1 -1 1 1 -+ 1 -l= |-
Agar - 2|2t - | - + -| -1 + -] = |+
Puu 69
Alusta MS 4 | 8 (8:F | 2| 4 |T:7 -1 3! 3 -1 - |1
MS 31415 -1 1 2 - =11 -1 ]2
MS -1 1] 2 -1 1 1011 1 -1 |1
Agar | - | 1|(1) | =-{(1) | - - 1|1 - - |-
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Kasvatuksen yhteydessad todettiin useissa alkioissa kasvu-
h&irigitd. Jo 10 vuorokauden kuluttua moniin alkioihin oli alka-
nut muodostua vaaleata, kallusmuodostuman kaltaista, erilaistuma-
tonta solumassaa (taulukko 6). Solukkoa muédostui useimmiten.juu-
renkédrkeen, harvemmin sirkkasilmuun, - Tavallisesti‘alkioista,

joissa oli t&td epdnormaalia kasvua, ei tullut normaalia tainta.

Samankaltaista epédnormaalia juuren kasvua on Pinus lambertianalla
todennut SACHER (1956).

Runsaimmillaan kallﬁsmuodostus oli pelk&lla agarilia kasva-
tetuissa alkioissa. Ilmeisesti endospermin puuttuessa myds tédysin
tuleentuneet alkiot vaativat tietynlaisen kasvuaineyhdistelmén
kehittydkseen normaaleiksi taimiksi, Vaikka MS1-alusta on alun-
perin kehitetty kalluksen kasvattamista varten, voidaan sytokinii-
neja Jja auksiineja sopivasti kombinoimalla saada solukoiden eri-
laistumiseen tarvittava hormoniyhdistelms (vrt. myds MURASHIGE &
SK0OG 1962). | |

Mé&nnylld ei aikaisemmin ole kasvatettu vajaasti tuleentu-
neita alkioita., BARTELS k&ytti (195% a ja b) téysih tuleentuneiden
mimyn alkioiden kasvatuksessa WHITEn (1943) alustaa, johon hin
vielsd lisdsi siementen endospermeistd tekemidinsid uutetta normaa-
lien taimien saamiseksi. Muilla médntylajeilla tehdyisSé kasva=-
tuskokeissa on samoin kéytetty yksinomaan tuleentunutta siementd,
ja useimmiten on alustaan lis&itty kookosmaitoa Jjoko autoklavoi-
tuna tai aseptisesti membraanisuodattimen l&dpi (ks. esim., BROVN,
C.L. & GIFFORD 1958, BERLYN & MIKSCHE 1965, HARVEY 1967, BONGA &
FOWLER 1970, BROWN, D.J. ym. 1970).

Kasvatuskokeissa todettiin (taulukko 5), etté varsin monet
alkiot alkoivat kylld kasvaa, mutta tummuivat l&Zhes mustiksi jat-
kettaessa kasvatusta yli kuukauden, Ensin taimien kasvu loppui

ja sitten koko alkio tummui eik# vain juuri, kuten SACHERin
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Taulukko 6, Eri siemenluokkiin kuuluvien alkioiden kallusmuodos-—

tus eri alustoilla, alusta kuten taulukossa 4, materizali ja kas-
? b4
vatus kuten taulukossa 5. ILuku ilmoittaa alkiot, joihin on muo-

dostunut epidsdédnnollistid, erilaistumatonta solukkoa.

4 3 35— 2+

10 | 30| 42| 10| 30(42 |10 |30 |42 [10 |30 |42

Puu 73 -
Alusta MS 1} 4| 6| 4| 8| 3| 3 ) 161 3 411 1
MS2f 4| 41 4 37 T4 -1 S| T2 4] 5
M3l 6| 2| 2| 3| 3/5(3|2|4|5]|5]|5
Agar 6| 6| 6| 6| 916 | 7T 9| 62|53

Puu 69

Alusta MS 1) 4| 1| 1| 4| 414 | 3| 2 3| 6] 2] 1
MS 2 6 6| 5| 4| 614 | 31 6 4| 2] 1] -
IS 3| 8 5 4 6 2| 4 2 2 4 21 8 4
Agar 8| 8| 8| 8| 4 - | 4 4 - 2 i 2 2
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tutkimuksessa vuodelta 1956. SACHERin tystéd kritisoitaessa on
esitetty (esim. BERLYN & MIKSCHE 1965), ettd syyné juurtep kasvun
pyséhtymiseen ja niiden tummumiseen olisi ollut Jjatkuva valaistué
ja autoklavoitu kookosmaito. Kun t&ssid kokeessa valaistus el
ollut Jatkuva eik& kookosmaitoa autoklavoitu, alkiciden kasvun
pys&hiyminen ja niiden tummuminen ei voine Jjohtua n#istid syistd.
Aikaisemmissa kasvatuskokeissa oli todettu luokkien 4 Ja
3 siementen muodostavan yhden, ja luokkien 3- ja 2+ toisen ryhmin,
Ryhmédn sisdllé kasvu oli léhes samankaltaista, mutta ryhmien v&1il-
- 18 olil melko'suuri ero, T&std syystid materiaaliksi Jatkokokeisiin
valittiin sellainen siemeneré, Jossa oli riittiviEsti luokan 3
siementd (taulukot 7, 8 ja 9). Néin pééétiin vertaamaan kaytén-
ndn kannalta mielenkiintoisia t&ysin tuleentﬁneita ja v&hén

vajaasti tuleentuneita alkioita,

Taulvkko 7. lateriaalin G3-71-094 laatu

| Siementen itavyys
Siemenluokan 1000-siemen | (tdydet siemenet)
Luokka | osuus % paino g 10 vrk | 21 vrk
4 4,0 4,870
3 63,6 4,450
5= 9,6 3,932
2+ -+ 5,0 5,832
2 16,1 3,820
11,45 % | 12,40 %
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Taulukko 8. ZIEri luokkien siementen itédminen agar-alustalla

w : . .
(0,8 % "/v) petrimaljassa. Ster. 3,3 % NaOCl 2 min, ster.
vesipesu. Materiaall G3-71-094 XKolari, Pohjasehvaara. 10

siementd/malja, 4 maljaa/siemenluokka.

Siemenluokat

4 3 35— ‘ 2+
Malja| 10 . 21 30 {10 21 20 10 | 21 30 10 21 30
. 1 o7f 75 6| 1) 2l 35| 5| -] 2| 2
2 6 "8 8 4 5 6 2 2 4 - 1 2
5 1 8| 9| ol 4| 7| 70 1] 3] 3] =] 1] 1
e | sl 7| sl 3| 6| 7| 2] 4af 4| -] 1] o
|

Tavlukko 9. ‘Bri luokkien alkioiden kasvaminen M&S =-alustalla

petrimaljassa., Menetelmid ja materiaali kuten taulukossa 8.

10 alkiota/malja, 4 maljaa/siemenluokka. Suluissa olevat ovat

kuolleet.
Siemenliuokat
4 3 3 2+
Malijal 10 | 30| 42| 10| 30 | 42 | 10| 30 | 42 | 10 | 30 | 42
\
1 - 3 6| - 4 VAN N 213 () - 11(1)
pd
2 - 5 51 - 2 21 - 111 - -1 (1)
3 - 3 5| - 4 51 - 101 - 3 11(3)
4 -1 6] 7| =3 5| - 2j2Mm - 1;Q1)
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Endospermin laadun vaikutusta kehitysasteeltaan erilaisten
alkioiden kasvuun tutkittiin asettamalla embryon, valittdmédn
lgheisyyteen endospermin kappale sekd omasta siemenestd ettd
vieraasta siemenestd (taulukko 10)., Pelk&lld agarilla koeputkessa
kasvatettuna kasvoi viidestid intaktista siemenestiZd kolme normaa-
lia tainta sekd luokan 4 ettd luokan 3 siemenistd. Iuokan 3=
siemenistd kahdesta kehittyi normaalin n&kdinen taimi, luokan
2+ siemenistéd yksik&@dn ei itanyt.

Alkiot, Jjoiden vieréen 0li otettu pala saman siemenen
endospermia kuolivat sen jélkeen; kun ne olivat ensin kasvaneet
y1li kaksi kertaa alkuperdisen pituisiksi. Ilmeisesti alkioissa
oli riittévasti varastoravintoa kasvun alkamiseen, mutta se ei
riittanyt taimeksi asti kehittymiseen. Siemenluokén 3- alkioista
vain yksi alkoi kasvaa, mutta sekin kuoli samassa vaiheessa kuin
edelliset., Eniten vajaasti.tuleentuneissa siemeniss& (luokan 2+)
- varastoravinto ei ilmeisesti riittényt ité@misen alkamiseen, Ja
vieressd olleen endosgermin varastoravintoa ei saatu mobilisoi-
duksi ainakaan riittdviassi m&&rin,

Alkioista, Jjoiden viereén oli asetettu pala vierasta,
mutta samean siemenluokkaan kuuluvan siemenen endospermiéd fum—
muivat kaikki kasvunsa aloittaneet. Tummuminen tapahtui samoi-
hin aikoihin tai hieman aikaisemmin kun alkiot olivat pidentyneet
~ kaksinkertaisiksi alkuperdisestéd. Tummuminen oli samanlaista
kaikissa siemenluokissa.. Onko kyseess&d jonkinlainen ihkompa—
tibiliteetti~ tai vasta-ainereaktio tai jokin muu, ei tamé&n
tutkimuksen perusteella voida sanoa. .Ilmio vaatisi tarkempia,
varsinaisia immunologisia tutkimuksia. Vastaavanlaisesta ilmids-
td ei tekijJid ole loytédnyt mainintaa kirjallisuudessa.

Endospermin vaikutusta mé@nnyn alkioiden kasvuun ei ole

aikaisemmin tutkittu. Vajaasti tuleentuneilla, kauan
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varastoiduilla tai vioittuneilla siemenilld tiedetiin erittyvin
kuoren iépi lukuisia erilaisia yhdisteitid, kuten aminohappoja,
proteiineja, nukleiinihappoja, rasvoja, sokereita jne., enemmén
kuin tZysin tuleentuneilla, terveillid siemenillid (PEHAP 1972).
Tamé& saattaa liittyd jollakin tavalla vajaatuleentuneen siemenen
endospermin ravintoaineiden mobilisaatioon Jja siten myds alkioiden
~ kasvuun.

Alkioiden kasvatuskokeiden yhteydessiZ todettiin kaikissa
niiss&d pulloissa, Joissa oli endospermin kappale, kalluksen
muodostusta erdospermin palassa. V&h8isintd tdmd oli tuleentu-
neimmissa siemenissid ja lis&intyi vajaatuleentuneisuuden kasvaessa
(taulukko 10b). Erilaistumattoman solumassan kasvu oli yleensi
voimakkaampaa niissi pulloissa, joissa o0li saman siemenen alkio

ja endésperminkappale. Syytéd tdllaiseen kasvuun ei vield tiedeti.

4, Yhteenveto

Tdssi tutkimuksessa on fysiologiassa kiytettévien kasva=
tusmenetelmien avulla selvitetty eri kehitysasteella olevien,
vajaasti tuleentuneiden minnyn siementen luckittelua, itamistia
ja alkioiden kasvua.

Tutkimuksen perusteella ndytti itdmistarmo kuvaavan sie-
menten laatua ja taimen muodostamiskykyd paremmin kuin pelkkd
siementen itavyys.

Kaytetty siementen luokittelu erotteli selviasti vajaatu-
leentuneet siemenet (siemenluokat 2+ ja 3-) entistZ paremmin
vihemmin vajaasti tuleentuneista (luokka 3).

Kdytetyistd alustoista paras (MS1) erotteli siemenluokat
4 ja 3 omakseen Ja luokat 3- ja 2+ omaksi ryhmiksi,

Normaaliksi taimeksi kehittydkseen vajaasti tuleentuneet
ménnyn siemenet tarvitsivat endospermin tai tietynlaisen kasvu-
ainekombinaation kasvualustassa.

Kéytetty kasvatusmenetelm& nZytti sopivan myds haploidisen
endospermisoiukon kasvattamiseen,
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Jako siemenluokkiin on seuraava:

0] Tyhja siemen, siemenvalkuainen J&&nyt muodostumatta hedelmoi-
tyksen puuttumisen té&hden tai alkuaan kylld muodostunut,
mutta myShemmin hivinnyt sen vuéksi, etté alkio on kuollut
letaalitekijoiden tai hyonteisvaurioiden wvuoksi.

I Alkio=-cntelo tyhjid tal mikropylen piidssi nikyy pieniid var—
haisalkioita, Jotka eivdt ole lihteneet kehittym&Zn., Alkio-
abortti.

II Alkio ldhtenyt kehittym#in, mutta sen kuva ei peitd 50 %

| alkio-ontelon kuva-alasta.

III Alkion kuva peittid enemmin kuin 50 %, mutta vEhemmén kuin
70 % alkio-ontelon kuva-alasta., Keskoset. (T&ydessd, luon-
nollisessa kosteustilassaan olevassa siemenesséd alkio t&yt-
td8 kirjaimellisesti kylld koko alkio-ontelon. Valokuvausta
varten siemen kuitenkin on pakko kuivata perusteellisesti,
minkd jilkeen alkio tdyttdid keskimiidrin 70 % alkio—ontelosta).

IV Alkion pinta-ala peitt&d yli 70 % alkio-ontelon kuva-alasta.

Tuleentunut siemen.
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Siementen rontgenluokittelu
O: tyhjéa siemen, jossa kuitenkin voi olla endospermin jatteita
1: alkio-ontelo on muodostunut endospermiin, mutta on tyhja
2-: alkio on, mutta suurin peitt&dd alle 1/3 alkio-ontelosta
2: suurin alkio peitt&d selvdsti alle puolet alkio-ontelosta
2+: suurin alkio peittdid likimain puolet alkio-ontelosta
3=-: suurin alkio peittd@d yli puolet, mﬁtta alle 2/3 alkio-ontelosta
%3: alkio peittdid likimain 3/4 alkio-ontelosta

4: alkio peittdd yli 3/4 alkio-ontelosta

Lisgksi merkitdédn kaksi alkiota sisdltéviat kirjaimella d ja
kolme alkiota sisadltavat kirjaimella tr. Hyénteisvauriof

merkitddn kirjaimella T ja rikkindiset kirjaimella R.
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A -

& Su¥ O vavint .
& Q0Gin ravintoalusta

e P

e
ravintaet

A . o ﬁ”"ﬁ“““”“G
' - ;
1. Iakroraviunteet 12, I'croravintget
e/l i me/1 Ak
N, ¥O, 1650 | N 41;2 | Hy BO, 6,2 100
70, 1900 18,8 | MnS0,*4 H,0 |22,3 100.
Call,-2 H,0 440, 3,0 2080, -4 H,0 8,6 70
H380, -7 H,0 370 1,5 | 3 0,83 5,0
KH, 20, 170 1,25 | ¥a, 1:0'04.2 E,0| 0,25 1,0
No,~EDTA 57,3 ¥e 0,20 | Cus0,-5 E,0 0,025 c,1
Fe 0,10 0,025 0,4

3, Orea et ravinteet Aslusta sisdltiEE
sakicaroosi 20. g/l N . 60,0 mM
agar 10 i X 20,0 #
Edanmin 1 i Ca 3,01

myo=inosivoli

clysiini
IAA

.\lﬂe tiini

n

nikotiinihappo

pyridoksiini
tiamiini

100 mg/l Mg 1,5."
2,0 S 1,6 0
=30 ¥ P 1,25"

0,04=10 " . c1 5,0 *
,5 gt e Ya - 0,2 "

0
HCL 0,5 * L Fe 0,1 *®
0

.
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