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Lukijalle

Erdiden arvioiden mukaan Yhdysvalloissa on reaalinen elintason nousu ollut pyséh-
dyksissd 1970-luvun alusta alkaen. Yhdeksi syyksi on ndhty teollinen kilpailu,
jonka voittajiksi ovat tulleet Japani, Taiwan, Eteld-Korea ja osin muutkin Kaakkois-
Aasian maat. Huomiota on kiinnitetty siihen, ettd vaikka innovatiivisuus on Yhdys-
valloissa edelleen maailman huippuluokkaa, kuten voidaan padtellda mm. eri
tieteenalojen Nobel-palkinnoista, ideoiden jalostaminen talouseldmin kéytt6on ei
ole onnistunut samalla tavalla kuin kilpailijamaissa.

Jotkut arvioijat ovat kiinnittineet huomiota siihen, ettd Yhdysvalloissa eletédén yksi-
tyisen elinkeinoeldmén markkinataloudessa, jossa sijoittajat seuraavat yhtioitd nel-
jannesvuosiraporttien pohjalta. On epdilty, ettd heikon liikkeenjohdon yrityksissé
maksimoidaan liian paljon neljannesvuosivoittoja ja samalla johdon bonuksia sen
sijaan ettd maltettaisiin panostaa pitkdaikaisiin kehityshankkeisiin. On esitetty
esimerkkejéd erityisesti auto- ja kulutuselektroniikkateollisuudesta, ettd neljannes
vuosivoittopohjainen ajattelu voi nopeasti murentaa yrityspohjaa.

Entisen papin saarnan tavoin edelld esitetty vertaus sovelletaan maalliseen arkeen,
tdssd tapauksessa metséntutkimukseen. Tutkimuksessa on visusti varottava, ettei
sindnsé oikeutettu pyrkimys saada aikaan nopeasti hyodynnettdvid tuloksia vaikuta
kielteisesti halukkuuteen panostaa pitkédjanteiseen tutkimukseen, jossa tulokset ovat
kauempana kuin neljannesvuosiraportin passsi.

Olen halunnut itse tulla tdmén tilaisuuden avaajaksi voidakseni lausua sekd oman
talon tutkijoille ettd yleisesti tiedeyhteisolle Metséntutkimuslaitoksen tavoitteen ole
van tasapainoinen tilanne, jossa tilaa annetaan sekd nopeasti sovellettavalle ettd pi-
demmén ajan panostusta vaativalle tutkimukselle.

Tasapainoinen metsédntutkimuksen perusteiden ja sovellusten tutkiminen on tirkeds
sikdli, ettd pelkkd panostus sovelluksiin tulee nopeasti tiensd pédhén, ellei vahvasta
pohjasta huolehdita. Siksi myds rahoituksellisesti vaikeina aikoina kuten nykyisin
aiotaan yllépitdd myos perusteiden osaamista. On myds ilmeistd, ettei nykyaikana
voida kysy4 tieteen eturintamassa muuten kuin olemalla itse mukana kérjen tuntu-
massa: kaikki oppikirjatietous on jo syntyessidin vanhentunutta, ja jotta voisi saada
alan huippujen osaamisen kdyttoonsd, merkittdvin keino on vaihtokauppa, jossa
vaihdettavana on erilainen tekninen osaaminen, viimeisimmit 16ydét ja koko ajat-



telutapa. Vain ne padsevit vaihtokaupan markkinoille, joilla on jotakin annettavaa.
Siksi Metsédntutkimuslaitos aikoo panostaa myds jatkossa omaan perusteiden
osaamiseensa ja perusteiden tutkimiseen.

Niilld sanoilla toivotan kaikille kokouksen osanottajille kiintoisaa kokemusten
vaihtoa ja antoisaa yhdessédoloa.

Matti Kéarkkdinen

"Puuvartisten kasvien bioteknologia” -kokous pidettiin Punkaharjulla 17-18.8.1995.
Kokouksen jarjestdjdt (Metlan tutkimushankkeen "Metsdpuiden jalostus bioteknii-
kan keinoin" henkilosto) haluavat kiittdd kokouksen osanottajia tieteellisesti kiin-
nostavista ja innostavista esityksistd ja keskusteluista. Lisdksi ldmpimit kiitok-
semme Kkaikille kokouksen jérjestelyihin osallistuneille, ja sen onnistumiseen
myoétivaikuttaneille tahoille.



Oksa, E. (toim.) 1995

Metséintutkimus uusissa puissa:
monistusta ja molekyyleja
Metséntutkimuslaitoksen tiedonantoja 574

Ruskettuminen tammen meristeemilisiyksen ongelmana

Anja Hohtola

Oulun yliopisto, biologian laitos

Johdanto

Tammi on yksi tdrkeimmistd puulajeista Keski-Euroopassa. Tammimetsikoiden uu-
distaminen ei kuitenkaan ole ongelmatonta. Siementen tuottoa rajoittaa epdsaénnol-
linen hedelmdityminen ja haittana on liséksi siementen heikko sdilyvyys (esim.
Meier-Dinkel 1987). Myds tammen vegetatiivinen lisdiminen on hankalaa. On
havaittu, ettd jo 3-5 vuotiaasta emopuusta otetut pistokkaat saattavat jadada juuret-
tomiksi (San-Jose ym. 1990). Monet tutkimusryhmit ovat pyrkineet kehittdméain
tammelle soveltuvan solukkoviljelymenetelmén (Chalupa 1984, Vieitez ym. 1985,
Favre ja Juncker 1987, Marks ja Simpson 1993, Téth ym. 1994). Rutiininomaiseen
lisdykseen soveltuvaa menetelmdi ei kuitenkaan ole monen vuoden ty6n jilkeen
vield 1oydetty. Tammi muistuttaa tdssd suhteessa méntyd ja on luokiteltu soluk-
koviljelyssi “uppiniskaisesti” kdyttdytyvéksi lajiksi.

Tami nyt esiteltdvd mikrolisdykseen liittyva tutkimustyo sai alkunsa havainnosta,
ettd tammen (Quercus robur, Q. petraea) esiinpreparoidut meristeemit ja niitd
ympér6iva solukko samoin kuin siemenalkio ruskettuu ja mustuu hyvin nopeasti.
Usein aloituskappale oli jo hyvdd vauhtia tummumassa matkalla mikroskoopin alta
koeputkeen. Ruskettuminen solukkoviljelmissd on yleinen ongelma ja sitd on
havaittu tapahtuvan sekd lisdys-, pitenemis- ettd juurrutusvaihessa (Scalbert ym.
1988). Yleensd syyni pidetdén soluissa olevien fenolisten yhdisteiden hapettumista.
Tassd tydssd, kuten myds muiden tutkijoiden toisséd, havaittiin selva yhteys voimak-
kaan ruskettumisen ja heikon regeneraatiokyvyn vélilld (Sha ym. 1985).

Tutkimus on tehty yhteistyssd unkarilaisen Falco Facombinatin kanssa. Tdméi
puunjalosteollisuutta harjoittava suurehko liikelaitos vastaa Suomessa esim. Enso-
Gutzeitia: silld on oma puuntuotanto ja -jalostus. Falco Facombinatilla on omat
metsdalueensa, siemenviljelykset, taimiviljelmdt sekd mikrolisdyslaboratorio.
Tuotannossa on huonekaluja, parkettia, paneleja, taloelementteji jne, jotka valmis-
tetaan pddasiassa tammesta. Mikrolisdyslaboratoriossa kéytettiin ldhtomateriaalina



ldhes pelkéstddn tdysikasvuisen tammen silmuja eli tarkoituksena on ollut saada
liséttyd tunnettuja “eliittiyksiloitd”.

Kokeet ruskettumisen ehkiisemiseksi

Viljelmien aloitukseen kéytettiin tammen silmuja, jotka olivat periisin joko Suo-
mesta (Loppi, Turku, Oulu) tai Unkarista (Szombathely). Emopuiden ikd vaihteli
5-90 vuoteen, osa oli vartteita. Jonkin verran viljelmid aloitettiin myds unkarilaista
alkuperdd olevista siemenalkioista.

Ruskettumisongelmaa pyrittiin estdmaéén tai lieventdmaéén erilaisilla esikésittelyilla.
Silmujen steriloinnin jédlkeen kirkimeristeemit preparoitiin esiin mikroskoopin alla
ja leikattiin irti silmusta siten, ettd mukaan tuli noin millimetrin pituinen pala ala-
puolella olevaa solukkoa. Palaset siirrettiin sen jélkeen steriiliin tislattuun veteen,
johon oli lisdtty joko liukoista PVP:ta (polyvinyylipyrrolidoni, PVP 90) (5 g/l),
askorbiinihappoa (100 mg/l), sitruunahappoa (100 mg/l) tai kysteiinid (10 mg/l).
Kasvimateriaalin annettiin olla liuoksessa 30-60 min, jonka jilkeen se siirrettiin
kasvatusalustoille pieniin koeputkiin.

Kasvualustana kokeiltiin eri tutkijoiden kehittdmid alustareseptejd (Murashige ja
Skoog 1962, Schenk ja Hildebrandt 1972, Lloyd ja McCown 1980) yhdistettyni
erilaisiin hormonikombinaatioihin ja -konsentraatioihin. Parhaimman tuloksen antoi
WPM-alusta (Lloyd ja McCown 1980). Aloitusalustassa paras yhdistelmd kasvun
sadteitd oli BAP 1 mg/l, NAA 0.01 mg/l ja adeniinisulfaatti 20 mg/l. Runsain
versojenmuodostus saatiin kinetiinilld (2 mg/l) ja NAA:lla (0.02 mg/l). Juuria
kehittyi hormonittomalla 1/2 MS-alustalla (Murashige ja Skoog 1962).

Tulokset

Kontrolleihin verrattuna ruskettumista saatiin ehkaistya kaikilla kdytetyilld esikisit-
telyaineilla (Taulukko 1). Askorbiinihappo antoi parhaan ja pitkdaikaisimman
tuloksen. Sitruunahappokaisittely oli yhtd tehokas siirrdnndisen mustumisen
ehkdisijand, mutta vaikutus oli lyhytaikaisempi. Kysteiini ja PVP ehkéisivét rusket-
tumista huonommin ja vaikutus hévisi nopeasti. Yleensd ndin kisitellyt siirrdnndiset
kasvoivat huonosti. PVP:n onkin havaittu ehkiisevin tehokkaasti ruskettumista,
mutta samalla my6s kasvua (Hilderbrandt ja Harney 1989).



Taulukko 1. Meristeemien elinkyky (%) 3, 4, 8 ja 10 viikon kuluttua viljelyn aloittamisesta.
Mita suurempi luku sitd suurempi osa materiaalista pysyi vihrednd ja kasvoi jonkin ver-
ran. Q.r.= Quercus robur, Q.p.= Q. petraea, 25-v, 80-v jne = emopuun ikd, HUN = Un-
kari, FIN = Suomi, a.a. = askorbiinihappo, c.a. = sitruunahappo, cys = kysteiini, PVP =
polyvinyylipyrrolidoni. n = 25.

Laji/iké

alkuperi kisittely 3 viikkoa 4 viikkoa 8 viikkoa 10 viikkoa
Silmut

Q.r., kontrollit 70 0

80-v, HUN PVP 80 0

80-v, HUN c.a. 80 20 0

80-v, HUN cys 70 45 10 0
25-v, HUN a.a. 70 55 50 50
80-v, HUN a.a. 75 60 55 50
75-v, FIN a.a. 95 80 65 60
Q.p., kontrollit - 10 0

25-v, FIN cys 80 50 25 0
25-v, FIN PVP 80 70 35 0
25-v, FIN c.a. 100 90 80 30
25-v, FIN a.a. 100 100 95 75
25-v, HUN a.a. 100 100 90 85
Alkiot

Q.r., control - 50 40 30 30
o.r. cys 65 45 45 45
o.r. PVP 65 55 45 45
or. c.a. 75 75 75 75
o.r. a.a. 75 75 70 70
o.p a.a. 80 80 80 80

Siemenalkioihin eivét esikésittelyt vaikuttaneet yhtd paljon, koska ruskettuminen
oli niilld pienempi ongelma ja alkiot kasvoivat muutenkin paremmin kuin silmuista
aloitetut viljelmédt. Koska koko alkio laitettiin kasvatusalustalle, sitd myds tarvitsi
leikata ja haavoittaa vdhemman kuin silmua. Suurin hy6ty esikésittelyistéd alkioille
saatiin saastumisen alentumisen myota.

Jo kasvamassa olevien ruskettuvien taimien uudelleen huuhtelu jollakin ruskettu-
mista ehkéisevilld aineella oli haitallista kasvun kannalta. Tulos viittaisi siihen, ettd
haavoittuneen solukon ruskettumismekanismi on erilainen kuin kokonaisen verson
(Toth ym. 1994).



10

PVP:n on todettu absorboivan fenoleja muodostamalla vetysidoksia ehkéisten siten
fenolien hapettumisen. Askorbiinihappo, sitruunahappo ja kysteiini ovat pelkistavia
aineita (Loomis ja Battaile 1966). Ruskettumisen vahentymiseen vaikuttaa myés al-
hainen pH. Polyfenolioksidaasin toiminta on maksimaalisinta pH 6.5:ssa (Kurkdjian
ja Guern 1989). Té4ssi tyossi kdytetyn askorbiinihappoliuoksen pH oli 2.9, sitruuna-
happoliuoksen 2.5, kysteiiniliuoksen 3.1 ja PVP:n 4.7.

Esikésittelyaineet nédyttivét siis ehkdisevan my6s viljelmien saastumista. Esikésitte-
leméttomistd meristeemeistd saastui 40%, kisitellyistd 15%. Siemenalkioista saastui
ilman kasittelyd 90%, kisitellyistd 50%. Askorbiinihappo, sitruunahappo ja
kysteiini alensivat saastumista n. 30%, PVP n. 10%. My6s muut tutkijat ovat
havainneet pH:n (pH 2.0-2.2) alentamisen ehkiisevin bakteerien kasvua (Gibbons
ja Westby 1988).

Uusia versoja saatiin kaikenikdisestd materiaalista, mutta vain alkioista saadut ver-
sot pystyttiin juurruttamaan ja siirtiméin turpeeseen (Kuva 1). T#ysikasvuisista
puista perdisin olevat aloituskappaleet tuottivat maksimissaan 5 versoa, alkiot 10-20
versoa noin 15 viikossa.

g

\

Kuva 1. Juurtunut mikrolisdtty tammen taimi. Aloitusmateriaalina kdytetty siemenalkiota.
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Fenolit

Fenolipitoisuus yleensd nousee kasveissa haavoittumisen tai infektioiden seurauk-
sena. Fenolien hapettuminen on joko ei-entsymaattista tai entsymaattista. Katalysoi-
via entsyymejd ovat fenolioksidaasit tai peroksidaasit. Polyfenolioksidaasipitoisuus
nousee nopeasti hapettavissa olosuhteissa, kuten haavoittamisen yhteydessd. On
my0s havaittu, ettd voimakas ruskettuminen on selvésti yhteydesséd fenolien méaa-
rdén (Amiot ym. 1992).

My6s tdmén tyon yhteydessé tehtiin jonkin verran kokonaisfenoliméérityksid, jotta
voitaisiin selvittd4 fenoleiden ja huonon regeneraatiokyvyn vilinen mahdollinen yh-
teys. Médritykset tehtiin oksankappaleista, joissa oli mukana myos silmu. Koko-
naisfenolit uutettiin kuivatusta ja jauhetusta materiaalista 50% metanolilla +80
°C:ssa. Méiritys tehtiin Folin-Denis-testilld kéyttden tanniinihappoa referenssind
(Burns 1963).

Eri alkuperien viliset kokonaisfenolipitoisuudet vaihtelivat 2-8.3% kuivapainosta.
Vertailuna mainittakoon, ettd tammen (Quercus robur) kuoresta, syddnpuusta ja
lehdistd on loydetty 3.5-8.7% pitoisuuksia (Scalbert ym. 1988) ja terhoista on
maédritetty 0.5-6% pitoisuuksia (Basden ja Dalvi 1987).

Mitddn selkedd yhteyttd mikrolisdyksen onnistumisen ja alhaisemman fenoli-
pitoisuuden vililld ei kuitenkaan havaittu. Esim. alkuperi, jonka fenolipitoisuus oli
5%, saatiin hyvin lisddntymaén, solukkoviljelmissd, mutta juurrutus ei onnistunut.
Toisaalta 7%:n fenolipitoisuuden omaava emoyksil6 lisdéntyi huonosti viljelmissa,
mutta oli helppo juurruttaa turpeessa.

Tutkimuksessa saatiin ratkaisevasti lievennettyd ruskettumisongelmaa, mutta tam-
men massalisdykseen ei paisty. Talld hetkelld tammi ei kuulu unkarilaisen labora-
torion lajivalikoimaan. Kaupallisessa yrityksessd ei ole mahdollisuutta uhrata tyota
ilmeisen kannattamattomaan tutkimukseen. Tammitutkimuksen aikana saatiin tuo-
tettua 10 kpl ulkona talvehtinutta Q. robur-tainta. T4td nykya Falco Fakombinatissa
mikrolisitddn ja markkinoidaan mm. tuhkapensasta (10 000 kpl/v), alppiruusua (10
000 kpl/v) ja pensasmustikkaa (25 000 kpl/v).
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Solukkoviljely ja tiysi-ikiiiset puut

Téysikasvuisen puun ruutininomaiseen lisdémiseen soveltuva menetelmd on siis
edelleen tammen, kuten myds useimpien muiden puulajien kohdalla kehittdmatta.
Viimeaikaisimmista tdysi-ikdisten puiden lisdykseen liittyvistd solukkoviljely-
julkaisuista voisi mainita muutamia. Jaittildispunapuun (Sequioa sempervirens)
90-vuotiaan puun mikropistokkaita on saatu juurrutettua 2 vuoden in vitro-
kasvatuksen jdlkeen. Kasvatuksen aikana mikropistokkaat siirrettiin tuoreelle
alustalle (1/2 MS + aktiivihiili) 2 kk:n vélein. Tutkimuksessa havaittiin my®ds, ettd
puun alaosasta otetut tyvivesapistokkaat juurtuivat helpommin kuin puun yldosasta
otetut pistokkaat (Bon ym. 1994).

Euroopanlehtikuusella (Larix decidua) 140-vuotiaan puun silmuja saatiin liséttyd
esikdsittelyn (hormoniton alusta) jdlkeen. Mitd pidempaédn kasvi oli in vitro-vilje-
lyssd ja mitd useammalla alustalla se oli kasvanut, sitd helpommin juurtuminen
tapahtui. Jos késittelyaika kasvoi yhdestd vuodesta kahteen, juurtumisprosentti
kasvoi nollasta sataan. (Kretzschmar ja Ewald 1994).

Plataanin (Platanus acerifolia) mikrolisdystutkimuksessa kéytetyt emopuut olivat
4-50 vuotiaita. Kaksikymmenti prosenttia 50-vuotiaiden puiden mikropistokkaista
teki uusia versoja, 4 versoa/siirrdnnédinen. Nelivuotiailla vastaava luku oli 90% ja
10 versoa/siirrdnndinen. Genotyypilld oli suuri vaikutus versonmuodostukseen
(Gjuleva ja Atanasov 1994).

Tammen (Quercus robur) 70-300-vuotiaista emopuista otetut oksat pidettiin kasvi-
huoneessa, kunnes silmut puhkesivat ja uudet versot muodostivat silmun. Néin saa-
duista siirrdnnéisistd 5-30% tuotti n. 30 uutta versoa kukin. Mitd kauemmin kasvit
olivat solukkoviljelyolosuhteissa, eli mitd useampia alustanvaihtoja, sitd tehok-
kaampi versojen tuotto saavutettiin. Kéytetylld kloonilla oli my6s suuri vaikutus
tulokseen. Juurtumisprosentti oli 15-40. (Vieitez ym. 1994).

Yhteisend piirteend kaikille edellisille menetelmille ovat suhteellisen pitkéaikaiset
késittelyajat ja useimmiten varsin alhaiseksi jddvd onnistumisprosentti. Versoja
muodostui 2-10/siirrdnnédinen ja juurtumisprosentti vaihteli 15-100 %.
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Mikrolisdys taimitarhakasvien emokasvihuollossa

Marjatta Uosukainen
MTT, Laukaan tutkimus -ja valiotaimiasema

Johdanto

Vuosisadan alkupuoliskolla suomalaiset taimistot huolehtivat lisdysaineiston saata-
vuudesta yll4pitdmélld varsin mittavia emotaimikokoelmia. Tdma perinne kuitenkin
rikkoontui 1950-luvun lopussa ja 1960-luvun alussa. Voimakkaan rationalisoinnin
ja kaupan vapautumisen seurauksena suomalainen taimituotanto ja taimikauppa
siirtyi kdyttdméin etupddssd Keski-Euroopasta tuotua lisdysaineistoa siemenind,
jatkokasvatustaimina ja lopulta valmiina taimina (Uosukainen 1983). Témén
suuntauksen haittavaikutukset alkoivat ndkyd 1970-luvun alussa varsinkin marja-
kasveilla, joilla ulkomailta tuotujen taimien mukana kulkeutuneet vaaralliset kasvi-
taudit ja tuholaiset seké toistuvat lajikkeiden sekaannukset aiheuttivat viljelyn kan-
nattavuutta vaarantavia tekijoitd (Bremer 1983). Muilla taimitarhakasveilla tuonnin
haittoina todettiin tuotujen kantojen heikko ilmastollinen sopeutuvuus, aineiston
heikko soveltuvuus kiyttdtarkoituksiinsa ja lajiston suppeus (Alanko ja Tegel
1989).

Emokasvihuolto Suomessa

Taimitarhakasvien emokasvihuolto kdynnistyi Suomessa marjantuottajien painos-
tuksesta. Marjakasvien taimien laadun parantamiseksi ja siten marjasatojen
nostamiseksi aloitettiin vuonna 1973 SITRA:n rahoittamana tutkimusprojektina
kokeilu laatuluokitellun taimituotannon, eli ns. tervetaimituotannon aikaansaami-
seksi. Viranomaisten tarkastama taimituotanto vakiinnutettiin Suomessa 1976, ja
on siitd l4htien toteutettu Maatalouden tutkimuskeskuksen (MTT) ja ns. tervetaimi-
tuotantoon erikoistuneiden yksityisten taimistojen yhteistyond (Bremer 1983).
Jéarjestelmd luotiin aluksi vain marjakasveja varten. Saddostoja muutettiin 1980-
luvun alussa siten, ettdi MTT:lle annettu emokasvihuolto kisitti taimitarhakasvit
yleensd ja erikoistilauksesta myos muut puutarhakasvit. Laatuluokitellun aineiston
tuotantoa valvoo Kasvintuotannon tarkastuskeskus.
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Viherrakentamiskasveilla ja muilla puutarhakasveilla jérjestelméi ei ole toistaiseksi
ulotettu varsinaiseen kiytt6taimituotantoon. Julkinen sektori on suurin viherraken-
tamiskasvien kuluttaja, silld kunnallinen puistotoimi ja Tielaitos kayttdvit vuosit-
tain satoja miljoonia veromarkkoja viherrakentamiseen. Jokainen ep#sopivasta
kasvimateriaalista johtunut epdonnistuminen istutustyssd merkitsee tyon uusimi-
sena ja pitkittyneend istutuksen jilkeisend hoitotyond uuden taimen hinnan lisdksi
10-20 kertaista yliméddrdistd kustannuserdd. Téastd syystd kunnollinen viher-
rakentamiskasviaineisto ja sen saatavuus tulisi olla alan suurimmalle rahoittajalle
tirked. Voidaankin syylld sanoa, ettid jédrjestetylle emokasvihuollolle on selvi
yhteiskunnallinen tilaus.

Mikrolisiys tauti- ja tuholaispuhdistuksessa

Meristeemiviljelyd, versonkarkiviljely4 seké niiden jatkona viljelmien mikrolisdysta
kaytettiin alusta asti emokasvihuollon kehittimistydssd (Bremer ja Korhonen 1978).
Ensimmaiset sovellutukset olivat mansikan ja vadelman tauti- ja tuholaispuhdistus.
Tervetaimituotannon vakiintuessa nimenomaan mansikka on ollut mikrolisdyksen
hy6dyntdmisessd mallikasvina. Mikrolisdystd kaytetddn mansikalla nykyisin kautta
koko laatuluokiteltujen taimien tuotantoketjun: ydinkasviehdokkaiden puhdistuk-
sessa, ydinkasvien ylldpidossa ja uusimisessa, valiotaimituotannossa ja vihidisessé
madrin myds tervetaimituotannossa (Uosukainen 1986, Uosukainen ja Kurppa
1988).

Meristeemiviljely yhdessd mikrolisdyksen kanssa on maailmanlaajuisesti hyvak-
sytty yhtend viruspuhdistusmenetelménd laatuluokitellun taimituotannon perus-
aineiston puhdistamisessa. Meristeemiviljely on liséksi todettu tehokkaaksi mene-
telmaksi varsiankeroisten, punkkien ja yleensd my0s sienitautien puhdistamiseksi
perusaineistosta (Bremer 1983, Uusitalo ym. 1993). Kokemus on kuitenkin osoitta-
nut, ettd meristeemiviljely ei ole riittdvd toimenpide mykoplasman kaltaisten
organismien (Uusitalo ja Uosukainen 1988) ja kasvien sisdisten bakteerien torjumi-
sessa (Savela ja Uosukainen 1994). Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasemalla on
vuonna 1994 eristetty ulkomailta saadusta ndenndisesti puhtaasta viljelméastd myos
piilevédnd pysynyt sieni, jota ei ole toistaiseksi pystytty tunnistamaan. Edelld maini-
tuista syistd johtuen meristeemiviljelyd kédytetdankin nykyisin aina yhdistettynd
muihin tauti- ja tuholaispuhdistusmenetelmiin, kuten ldmpokésittelyyn, ldmmin-
vesikdasittelyyn ja tarvittaessa myos kemoterapiaan (Uusitalo ym. 1993).
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Tauti- ja tuholaispuhdistuksessa kaytetyt menetelmét ovat pohjautuneet kéytettavan
emotaimiyksilon késittelyihin in vivo. Meristeemiviljelyd ja milkrolisdystd on
hyodynnetty vasta emotaimen ldmpokasittelyn jalkeen. Ollakseen tehokkaita, ndma
késittelyt saattavat kestdd useita viikkoja, mind aikana puhdistettava kasvi usein
kuolee. Liséksi ndmi Kkésittelyt onnistuvat yleensd vain alkukevidstd tehtyind.
Kustannusten alentamiseksi on nykyisin alettu kehittdd mikrolisdysvaiheessa annet-
tavia késittelyjd, kuten lampokasittely, kemoterapia ja antibioottikésittelyt. Mikro-
lisdyksessd kasittelyt voidaan antaa pienemmille solukoille, ne vaativat lyhyemmén
ajan ja epdonnistumisten sattuessa késittely voidaan nopeasti toistaa vuodenajasta
riippumatta. Nami menetelmit vaativat tuekseen myds uusia herkempid testaus-
menetelmia.

Mikrolisiyksessi olevat taimitarhakasvit

Mikrolisdys on omaksuttu suomalaisessa taimitarhatutkimuksessa ja -tuotannossa
nopeasti. Vuodesta 1980 lahtien Helsingin yliopiston Kasvinjalostustieteen laitok-
sen alppiruusujalostusohjelmassa alettiin soveltaa mikrolisdysmenetelméd puuvar-
tisten kasvien jalostuksessa ja sen jidlkeen uusien lajikkeiden taimilisdyksessd
(Uosukainen ja Tigerstedt 1988). Nykyisin taimitarhakasvien emotaimihuollossa
hyodynnetddn mikrolisdystekniikkaa yleisesti seké puhdistusvaiheessa etté aineiston
lisdyksessd. MTT:n Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasemalla vuonna 1995 emo-
taimihuollossa olevilla kasveilla (Hokka ym. 1994) kaytettiin mikrolisdysta kaikki-
aan 32 kasvisukuun kuuluvan 92 kasvilajin lisdyksessd. Lisdyksessd oli kaikkiaan
189 lajiketta tai kantaa, joista 99 oli viherrakentamiseen kéytettdvid pensaita, 67
marjakasvi- tai hedelmédpuulajiketta ja 23 perennalajiketta (taulukko 1). Laukaassa
lisdttyd emokasviaineistoa myydadn kaikille halukkaille rekisterdidyille taimistoille
joko emotaimiksi tai hankalimmin liséttavid kasveja myos jatkokasvatustaimiksi.

Mikrolisdystd on tehokkaasti hyddynnetty my6s Oulun yliopiston toimesta Pohjois-
Suomesta kerittyjen kasvikantojen kerdyksessi ja lisdyksessd Haapala ja Niskanen
(1992) raportoivat 41 kasvin lisdysmenetelmét, jotka oli kehitetty Oulun yliopiston
kasvitieteellisen puutarhan mikrolisdyslaboratoriossa. Yliopistolla kehitetyt mene-
telmdt oli luovutettu Kempeleen ja Rovaniemen puutarha- ja maatalous-
oppilaitoksiin perustetuille mikrolisdyslaboratorioille, jotka tuottavat mikrolisdttyja
taimia Pohjois-Suomen taimistoille. Kuopion yliopiston pensasmustikka- ja mesi-
marjatutkimuksissa ja ko. taimien tuotannossa mikrolisdyksestd on tullut vakiin-
tunut osa taimituotantoa. (Paasisalo ym. 1993, Kokko ym. 1993). Mikrolisdykselld
saavutettu etu on ollut emokasviaineiston nopea levidminen taimistoihin ja tuotetun
emoaineiston nuorentuminen ja siten parantunut lisddntymiskyky mikrolisdyksen
seurauksena.
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Taulukko 1. Maatalouden tutkimuskeskuksen Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasemalla
mikrolisdyksessd olevien kasvien suvut sekd lajien, lajikkeiden ja/tai kantojen lukumddrdi.

Suku Laji Lajike tai kanta
kpl kpl

Viherrakentamiskasvi:

Actinidia 1 1

Amelanchier 2 2

Andromeda 1 1

Betula 2 2

Diervilla 1 1

Forsythia 3 4

Fothergilla 1 1

Hydrangea 4 9

Kolkwitzia 1 1

Lonicera 7 19
Malus 3 5

Philadelphus 3 9

Pieris 1 1

Prunus 6 13
Ptelea 1 1

Rhododendron 4 4

Ribes 1 1

Rosa 8 10
Sorbus 1 2

Spiraea 5 6

Syringa 2 2

Viburnum 1 1

Weigela 1 3

Marjakasvit:

Aronia 1 1

Fragaria 2 17
Hippophae 1 2

Ribes 1 3

Rubus 3 14
Vaccinium 3 4

Hedelmépuut:

Malus 2 7

Prunus 3 16
Pyrus 1 3

Perennakasvit:

Dicentra 1 1

Hemerocallis 1 1

Phlox 2 21

Yhteensé: 43 kpl 81 kpl 189 kpl
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Mikrolisdyksen hyddyntdmisen esteend tavallisessa taimituotannossa on useim-
miten taimien hinta. Varsinkin hy6tykasvien, kuten mansikan, taimituotannossa
mikrolisdttyjen taimien hinta on harvoin kilpailukykyinen rénsytaimien hintaan
verrattuna. Hankasilmujen kautta tapahtuvaan versojen lisdykseen pohjautuvassa
mikrolisdyksesséd taimen hinta on kasvilajista riippuen yleensi 1,5-3 mk/kpl. Téten
lopputuotteen hinta ratkaisee, missd médrin mikrolisdystd halutaan kiyttdd kasvien
taimituotannossa. Esimerkiksi vaikeasti lisdttdvien hedelmépuiden lisdyksessd
mikrolisdys on tuonut selvdd etua. Luumuilla ja kirsikoilla mikrolisdys on selvésti
halvempi menetelmd kuin perusrunkovarrennokseen perustunut lisdys, lisdksi
mikrolisdtyt taimet ovat kasvutavaltaan parempia seké kehitykseltddan nopeampia
kuin varrennetut tai juurivesoista lisityt taimet (Uosukainen 1992). Mikrolisdyksen
edut ja haitat sekd tuotannon kannattavuus on aina tarkasteltava tapauskohtaisesti.

Mikrolisiittyjen taimien laatu

Mikrolisdystd kéytettdessd keskeisin kysymys ei nykyisin ole kasvin mikrolisdys-
menetelmin tunteminen. Kysymys on yhi useammin siitd, minké laatuisia versoja
mikrolisdykselld tuotetaan ja millainen on tuotetun aineiston kyky sopeutua mikro-
lisdysvaiheen jdlkeiseen taimikasvatukseen. Lisédtyn aineiston sisdiseen laatuun on
tistd syystd kiinnitettivd huomiota. On todettu, ettd emotaimiaineiston lisdksi
lisdystekniikka, viimeiset lisdysalustat ja olosuhteet ennen juurrutusta sekd juurru-
tustekniikka vaikuttavat lopputuotteen eli taimien lopulliseen laatuun ja jatko-
kasvuun. Tastd syystd kasvien mikrolisdystutkimus ei saisi rajoittua vain labora-
toriovaiheeseen. Lisdysmenetelmén tehokkuutta tulisi tarkastella, ei pelkéstdadn
lisdyskertoimina ja juurrutusprosentteina, vaan tuotettujen taimien laatuna in vitro-
vaiheen jdlkeen. Taimituottajan kannalta avainkysymyksid ovat tuotettujen taimien
kyky selviytyé siirrosta normaaliviljelyyn ja taimien jatkokasvatusominaisuudet.

Erdédnd keskeisend laatuongelmana on lisdtyn aineiston aitous. Viljelijat ovat hyvin
tietoisia mutaatioriskistd. Riskin suuruutta ei tarkkaan tunneta kovin monilla kas-
veilla. [Imeistd kuitenkin on, ettd muuntelun riski ei ole yleinen ongelma, vaan riski
on genotyyppikohtainen. Mikrolisdyksen etuina mainitut nopeus ja tehokkuus ja
siten myds tuotantokustannusten alentuminen voidaan saavuttaa vain menetelmilld,
joilla mutaatioriski on suuri. T#std syystd nopea ja luotettava menetelméd poikkea-
vien tyyppien paljastamiseksi jo mikrolisdysvaiheessa olisi tarpeen. Valitettavasti
laadun testausmenetelmii ei ole saatu kdytdnnon sovellutustasolle.
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Johdanto

Koivuruoste, Melampsoridium betulinum (Fr.) Kleb., kellastuttaa loppukesilld koi-
vun lehtid. Ruosteinfektio on haitallinen ldhinnd koivuntaimille, jotka varistavat
lehtensd ennenaikaisesti, mistd voi seurata kasvutappioita sekd hallavauriota (Lilja
1973). Koivuruostetta esiintyy koko maassa kaikilla koivulajeilla, mutta ruosteesta
on ilmeisesti syntynyt erilaisia kantoja, jotka aiheuttavat tietyllda koivulajilla
voimakkaamman infektion kuin muilla koivulajeilla. Laboratoriossa tehdyissé
saastutuskokeissa rauduskoivulta, Betula pendula Roth, kerittyjen ruostekantojen
kyky infektoida hieskoivua, B. pubescens Ehrh., oli heikko (Poteri 1992).

Kasvien kestdvyydessé ruostesienid vastaan voi olla suuria yksilollisid eroja, minka
vuoksi perimiltdan yhdenmukaisten koekasvien kdytté on suositeltavaa kokeelli-
sessa tutkimuksessa. Koivun mikrolisdys (Ryynédnen ja Ryyndnen 1986) antaa mah-
dollisuuden testata koivuruosteen kestévyyttd sekéd raudus- ettd hieskoivuklooneilla.
Liséksi ruostetestauksia voidaan tehdd jo in vitro-vaiheessa, jolloin sddstetddn
versojen juurruttamiseen ja kloonitaimien kasvihuoneolosuhteisiin sopeuttamiseen
kuluva aika.

Tédmén tutkimuksen tarkoituksena oli seurata pyyhkiisyelektronimikroskoopilla
(scanning electron microscope, SEM) tarttumaelimien (appressorioiden) muodos-
tumista eri ruostekanta — koivulaji -vuorovaikutuksessa sekd kasvihuone- ettd in
vitro-taimilla.
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Aineisto ja menetelmiit

Tutkimuksessa kéytettiin kolmea rauduskoivulta ja kolmea hieskoivulta luonnosta
eristettyd ruostekantaa. Infektoitavana koivumateriaalina kéytettiin kuuden raudus-
ja kahden hieskoivun mikrolisdykselld monistettuja (Ryynénen ja Ryyninen 1986)
sekd in vitro -vaiheessa olevia ettd jo kasvihuoneessa kasvavia taimia. Kokonaiset
in vitro-taimien lehdet ja kasvihuonetaimien lehdenpalaset saastutettiin levittimalla
eri ruostekantojen kesditiosuspensiota lehtien alapinnoille. Lehtid inkuboitiin petri-
maljoissa 18 — 20°C:een lampétilassa 16/8 tunnin valo/pimeé-valaistuksessa. SEM-
tutkimusta varten ndytteet fiksoitiin glutaraldehydilld, dehydroitiin etanolilla ja kui-
vattiin Kkriittiseen pisteeseen ennen kultausta. Néytteet tutkittiin Helsingin yliopiston
elektronimikroskopian laitoksella JEOL JSM-820 pyyhkiisyelektronimikros
koopilla kdyttden 4-8 kV:n jannitetta.

Tulokset

Kesiitiot itivdt samanaikaisesti 2 — 4 ituhuokosesta, mutta yleensd vain yhdesti itu-
huokosesta kehittyi pitkd iturihma, joka muodosti tarttumaelimid (Kuva 1). Lehti-
suonien pailld iturihmat kasvoivat kohtisuorasti suoniharjanteita vastaan (Kuva 2).
Tarttumaelimen kehittyminen alkoi iturihman kérjen pullistumisella (Kuva 3). Seu-
raavaksi muodostui viliseind, joka erotti syntyneen tarttumaelimen iturihmasta. Ita-
vien kesditididen pinnalta ja varsinkin kasvavien iturihmojen kérjistd erittyi mah-
dollisesti kiinnittymistd edistdvdi véliainetta (extracellular matrix, EM) (Kuva 3).
Molemmilla tutkituilla taimityypeilld tarttumaelimid muodostui ilmarakojen lisdksi
runsaasti myds muualle lehtien pinnoille (Kuva 5).

Eri koivulajeilta kerétyt ruostekannat pystyivit itiméin ja muodostamaan tarttuma-
elimid molempien koivulajien kasvihuone- ja in vitro -taimilla. My6s raudusruoste-
isolaatit, jotka eivdt saastuttaneet hieskoivuja, muodostivat tarttumaelimid hies-
koivun lehtien pinnalle ja ilmarakoihin.

IImarakoihin ja muualle lehden pinnalle muodostuneiden tarttumaelinten mé&érét
erosivat toisistaan kasvihuonetaimilla. Rauduskoivukloonien lehdilld rauduskoivun
ruosteisolaatit muodostivat tarttumaelimia tilastollisesti merkitsevésti enemmin
ilmarakoihin kuin muualle lehden pinnalle (G> = 21.698, %* ¢ 0010y = 10.28). Kasvi-
huoneessa kasvaneilla hieskoivuklooneilla oli tulos péinvastainen; hieskoivun
ruosteisolaatit muodostivat tarttumaelimid merkitsevésti enemmén muualle lehden
pinnalle kuin ilmarakoihin (G* = 5.433, x 0.05(1y= 3-841).
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Kuva 1. (ylh. vas.) Kasvihuoneessa kasvatetun rauduskoivuklooni E4214 lehden alapintaa.
Rauduskoivulta kerdtyn ruostekannan kesdition iturihma on muodostanut tarttumaelimen
ilmaraon pddlle. Kuva 12 tuntia inokuloinnin jdlkeen.

Kuva 2. (ylh. oik) Kasvihuoneessa kasvatetun hieskoivuklooni V5944 lehden alapintaa.
Rauduskoivulta kerdtyn ruostekannan kesdition iturihmat kasvavat kohtisuoraan yli
lehtisuonen. Kuva vuorokauden kuluttua inokuloinnista.

Kuva 3. (alh. vas.) Kasvihuoneessa kasvatetun hieskoivuklooni V5940 lehden alapintaa.
Rauduskoivulta kerdtyn ruostekannan kesdition iturihman kéirki on pullistunut ennen
varsinaisen tarttumaelimen muodostumista. Iturihmasta erittynyt myds valiainetta (EM;
extracellular matrix) lehden pinnalle kiinnittymistd varten. Kuva 12 tuntia inokuloinnin
Jjdlkeen.

Kuva 4. (alh. oik.) Hieskoivuklooni V5940 in vitro-lehden alapinnalla iténeiti raudus
koivulta kerdttyj kesditivitd. Kesditiot ja iturihmat osittain irronneet lehden pinnalta.
Kuva 20 tuntia inokuloinnin jélkeen.

In vitro -taimien lehdilld oli kiinnittyminen heikompaa, miki nidkyi SEM-kuvissa
iturihmojen irtoamisena lehden pinnalta (Kuva 4). Ilmarakoihin muodostuneiden
tarttumaelinten méérissd oli eroja kasvihuone- ja in vitro-taimien vililli. Raudus-
ruosteisolaatit muodostivat tarttumaelimié ilmarakoihin tilastollisesti merkitsevésti
enemmaén rauduskoivujen kasvihuonetaimilla kuin in vitro -taimilla (G2 =6.176, xz
0.05(1) = 3.841). Hieskoivujen in vitro -lehtien pinnoilla raudusruosteisolaatit muo-
dostivat tarttumaelimid ilmarakojen péille tilastollisesti merkitsevisti enemmaén
kuin kasvihuonetaimien lehdillé itéessaéin (G* = 4.558, x* 4,051, = 3.841).
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Kuva 5. Koivuruosteen kesditividen tarttumaelimien osuudet (%) ilmaraoissa ja muualla
lehden pinnalla raudus- ja hieskoivuklooneilla. Ylemmdssd kuvassa kasvihuoneessa kasva-
tettujen raudus- ja hieskoivujen lehdenpalaset, jotka on inokuloitu raudus- ja hieskoivuilta

keratyilld ruostekannoilla. Alemmassa kuvassa sama inokulointi suoritettu in vitro-leh-
dilld.
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Tulosten tarkastelu

Useat ruostelajit tunnistavat isédntékasvinsa lehden pinnanmuodostuksen perusteella
(Allen ym. 1991). Samoin ilmarakojen huulisolujen korkeus on joissakin tapauk-
sissa drsyke, jonka vaikutuksesta kasvava iturihma alkaa muodostaa tarttumaelimid
(Hoch ym. 1985). Tassd tutkimuksessa eri koivuruostekannat pystyivit itdiméan ja
muodostamaan tarttumaelimid molempien koivulajien kasvihuone- ja in vitro-
taimilla. Nain siitdkin huolimatta, ettd hies- ja rauduskoivun lehdet eroavat anato-
misesti toisistaan mm. siten, ettd tetraploidisella hieskoivulla on isommat ilmaraot
kuin diploidisella rauduskoivulla (Kujala 1946). Téssd tutkimuksessa raudusruoste-
isolaatit, jotka eivit infektoineet hieskoivuja, muodostivat kuitenkin tarttumaelimii
ilmarakoihin hieskoivun lehdilld. Hieskoivujen kestdvyys raudusruostetta vastaan ei
siten todenndkoisesti johdu epdonnistuneesta tarttumaelimen muodostuksesta
infektion alkuvaiheessa, vaan selityksend on mahdollisesti hieskoivun biokemialli-
nen puolustautuminen.

Tutkitussa aineistossa iturihmat irtosivat herkésti in vitro-lehtien pinnalta SEM-
ndytteiden valmistuksen aikana. Beckett ym. (1990) mukaan eri papulajien lehdilld
ja keinotekoisilla pinnoilla pavunruosteen iturihmojen huono kiinnittyminen johtui
ruosteitididen ja iturihmojen erittdmin viliaineen (extracellular matrix, EM) hei-
kommasta tuotannosta. Wynn ja Staples (1981) totesivat puolestaan eri Puccinia-
ruosteilla tekemissdén tutkimuksissa, ettd iséntékasvin lehden kutikulan vahapeit-
teen kehittyméattomyys voi johtaa huonoon viliaineen tuotantoon ja siten iturihmo-
jen puutteelliseen kiinnittymiseen lehden pinnalle. Téssé tutkimuksessa kéytettyjen
in vitro-taimien lehdilld kutikulan rakenne on kosteiden kasvuolosuhteiden vuoksi
kehittymattomampi kuin kasvihuonetaimilla (ks. Smith ym. 1986). On ilmeisti, ettd
vastaavanlainen kutikulan rakenteesta johtuva huono viliaineen tuotanto on heiken-
tanyt iturihmojen kiinnittymistd my6s koivujen in vitro-lehdilld. Syynd huonoon
viliaineen tuotantoon voi olla myds lehden pinnan sopimattomuus kasvualustaksi,
jos kasvi ei ole ruosteen luontainen iséntdkasvi (Wynn ja Staples 1981). Saman-
laista iturihmojen irtoamista toisen iséntékoivulajin lehtien pinnalta ei ollut havait-
tavissa, kun eri koivulajeilta kerdtyilld ruostekannoilla infektoitiin raudus- ja hies-
koivun kasvihuonetaimia. Tdssd tutkimuksessa iturihmat irtosivat vain in vitro-
lehtien pinnoilta riippumatta kéytetystd ruostekannasta ja koivulajista.
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Johdanto

Geenipankkiin talletetaan edustava otos tietyn lajin perinnéllistd monimuotoisuutta.
Perinnéllisen monimuotoisuuden siilyttimisen tavoiteeena on mahdollistaa lajin
sopeutuminen tuleviin elinolosuhteisiin (Ledig 1986). Kun kasveilla on riitédva
perinndllinen vaihtelu ovat seké luonnonvalinta etté jalostus mahdollisia. Metsépuut
eroavat useimmista monivuotisista lajeista siind, ettd ne ovat pitkdikdisid, tulevat
myo6hdin sukukypsiksi ja ovat etupdéssd ristip6lytteisid. Metsénjalostuksen tehtava
on huolehtia puiden perinnéllisen monimuotoisuuden sédilymisest.

Puiden perintaineksen siilytyksessé ja kisittelyssd on kolme huomioon otettavaa
perusasiaa; ensimmdisend on sdilytettdavit kohteet eli miti sdilytetdan. Toisena seik-
kana lajin perinnéllisen rakenteen tuntemus, joka takaa sen, ettd otos, jonka avulla
perinndlliset ominaisuudet sdilytetddn, siséltdd riittdvdsti perinnollistd vaihtelua.
Kolmantena seikkana on sdgilytysmenetelmd so. geenipankki, joka madrdytyy sen
mukaan, miti tahdotaan sdilyttds ja minkélainen otos siihen tarvitaan.

Siilytettiviit kohteet

Térkeintd on estdd yksittdisten uhanalaisten lajien kuoleminen sukupuuttoon, sa-
moin varmistaa pienten whanalaisten populaatioiden siilyminen. Suomessa ei ole
uhanalaisia puulajeja, uhanalaisiksi populaatioiksi voidaan laskea joitakin jalojen
lehtipuiden pienid yksittiisid populaatioita. Suomessa varsin térkeitd sdilytettdviad
kohteita ovat marginaalipopulaatiot, pohjoisen metsérajan muodostavat populaa-
tiot, jotka edustavat lajin d4rimmaéistd sopeutumista nykyisessd ilmastossa. Perus-
populaatiot ovat luontaisesti syntyneitd paikallisia “maatiaisyksiloiden” muodos-
tamia populaatioita, jotka edustavat lajin luontaista sopeutumista ja perinnéllistd
vaihtelua nykyisissd kasvuolosuhteissa. Tunnettujen erityisominaisuuksen perinndl-
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linen vaihtelu siilyy parhaiten jalostuspopulaatioissa. Jalostus tuottaa metséanuudis-
tamiseen lajeja, joilla on tiettyja huippuominaisuuksia, esim laadun suhteen. Ajan
my6td voivat halutut ominaisuudet muuttua. Néihin tuleviin haasteisiin voidaan
vastata vain, jos on jalostuspopulaatioita, joissa nykyisten tunnettujen huippuomi-
naisuuksien lisdksi sdilytetddn sellaisia tunnettuja ominaisuuksia, jotka vasta olo-
suhteiden tai kysynnidn muuttuessa ovat merkityksellisid. Toisaalta puissa voi olla
vield moniakin “l6ytdmattémid” ominaisuuksia. Tama ns. tuntematon perinnollinen
vaihtelu pitdd myos saada sdilymaén.

Perinnollisen rakenteen tuntemus

Lajin perinnollistd rakennetta voidaan tutkia eri menetelmilld ja perintttekijoiden
sdilytyksestd tulisi paéttdd useamman eri menetelmén tulosten perusteella. Van-
himpia tutkimusmenetelmid on morfologisten markkerien kdytté. Ndiden avulla,
esim. ménnyn siemenen ja lenninsiiven erilaisen vérityksen perusteella, voidaan eri
genotyyppejéd erottaa toisistaan. Numeerisesti mitattavat markkerit, esim. vuosi-
kasvu, voivat osoittaa hyvdéd sopeutuneisuutta, mutta ovat monen geenin yhteisvai-
kutuksia, joten yksittdisten geenien vaikutusta ei voida tunnistaa. Biokemiallisten
markkerien esim. isoentsyymien avulla geenit on helppo tunnistaa ja ne voivat
osoittaa sopeutumisen perinndllistd vaihtelua. Molekulaaristen markkerien (DNA-
tekniikat) avulla saadaan tasmallinen tieto perinnéllisestd rakenteesta, mutta ei vield
puiden sopeutuneisuudesta vallitseviin kasvuolosuhteisiin. Niitd tietoja on vain
tarkeimmistd puulajeistamme, metsiméannysté, kuusesta ja rauduskoivusta. Muiden
lajien perinnollistd rakennetta tdytyy arvioida niiden ekologian perusteella. Esim:
populaatioiden vilinen perinnéllinen vaihtelu on suurempaa kuin populaation siséi-
nen vaihtelu, jos populaatiot ovat pienid ja sijaitsevat erilldén toisistaan, laji on
hyonteispolyttdjd, siemenen levidminen on rajoittunutta tai laji on pioneerilaji.

Siilytysmenetelmiit

Sdilytysmenetelmén valinta riippuu siis siitd, mitd ollaan taltioimassa. Toisaalta eri
menetelmit tdydentdvit toisiaan ja aina tulisi kédyttdd useampaa geenipankkia yhta-
aikaisesti.

Puiden perinnéllisen monimuotoisuuden sdilytysmenetelmit jaetaan siilytyspaikan
suhteen kahteen ryhméin: in situ- ja ex situ-menetelmiin. Karkeasti ottaen voidaan
sanoa, ettd in situ-sdilytysmenetelmii kaytetdén kaikkeen muuhun perinnéllisen ai-
neiston sdilytykseen, paitsi jalostustarkoituksiin ja ex sifu-menetelmid kéytetiin en-
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nenkaikkea jalostustarkoituksiin. Pohjoismaissa on sovittu siilytysmenetelmien
yhteisestd terminologiasta (A report of gene resources ....1992).

In situ-menetelmét

In situ-menetelmissd populaatiot séilytetddn alkuperdisilld kasvupaikoillaan ja niissad
tapahtuu jatkuvaa uusiutumista ja sopeutumista.

Maailmanlaajuisesti merkittdvimpid geenipankkeja ovat [uonnonsuojelualueet,
joilla kaikkinainen luonnonkésittely on kielletty. Yleensd luonnonsuojelualueet on
perustettu muuhun tarkoitukseen kuin metsdpuiden suojeluun, mutta alueeltaan
laaja-alaisina soveltuvat my6s paikallisen puupopulaation perinnéllisen monimuo-
toisuuden sdilyttdmiseen. Tropiikissa luonnonsuojelualue on ainoa mahdollinen
ratkaisu; tropiikin metsissd on samalla alueella runsaasti eri puulajeja, joiden sie-
men on hankalaa kerdti eikd suuren vesipitoisuutensa vuoksi kestd varastoinnin
edellyttdmad kuivattamista ja alhaisia ldmpétiloja (6ljypalmu, kookospalmu, kaa-
kao, kahvi). Suomessa luonnonsuojelualueita on yhteensd n. 1 000 000 ha, kasittden
15 luonnonpuistoa, 20 kansallispuistoa ja yli 1200 pienempéd luonnonsuojelu-
aluetta.

Toinen in situ-menetelmd on ns. geenireservimetsdt, jotka on suunniteltu nimen-
omaan puiden perinndllisen monimuotoisuuden sdilyttimiseen. Geenireservimetsia
hoidetaan ja uudistetaan joko luontaisesti tai saman metsikén siemenelld niin, ettd
metsdssd on jatkuvasti eri-ikdistd puustoa. Geenireservimetsdn minimiala, ulko-
puolisen pSlytyksen vdhentdmiseksi, on 100 ha. Suomessa on tavoitteena perustaa
jokaista padpuulajiamme kohden 20 geenireservimetsikkoa eri puolille maata. Huh-
tikuuhun 1995 mennessd on ménnylle (Pinus sylvestris) perustettu 17, kuuselle
(Picea abies) 6 ja koivulle (Betula pendula ja B. pubescens) 3 geenireservi-
metsikkod. Lisdksi on lehmukselle (7ilia cordata) ja vaahteralle (Acer platanoides)
perustettu 3 pienempdd metsikkod. Ndiden 29 geenireservimetsikon yhteispinta-ala
on 5, 188 ha.

Ex situ-menetelmét

Ex situ-menetelméssd sdilytettédvé perintdaines tallennetaan muualle kuin alkuperéi-
selle kasvupaikalleen, jopa puun luontaisen levinneisyysalueen ulkopuolelle. Ex
situ-menetelmissd kdytetdin joko siemen/siementaimimateriaalia tai klooni-
materiaalia.
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Siemenalkuisella materiaalilla perustetaan geenireservipopulaatiot ja pienet kerran-
naispopulaatiot (small multiple populations). Geenireservipopulaatioista mainitta-
koon esimerkkind ulkolaiset havupuuviljelmét Suomessa. Pienet kerrannaispopu-
laatiot jaetaan kahteen alaryhméfin. Ensimmaéiseen kuuluu kaupallisesti merkitykset-
tomien lajien populaatiot, joissa ei suoriteta metsénhoitotoimenpiteitd. Toiseen ryh-
médin kuuluvat taloudellisesti arvokkaat, sukupuultaan tarkoin tunnetut populaatiot.
Témén ryhmin populaatioita hoidetaan tehokkaasti ja kéytetdzin jalostukseen. Esi-
merkkind Imatralla sijaitsevat lehtikuusen siemenviljelykset. Siitepélyn ja siemen-
ten varastointia kdytetdan perinndllisen monimuotoisuuden siilytykseen vain hyvin
harvinaisilla lajeilla. Perintéaineksen sdilytyksen kannalta tdytyisi siementd varas-
toida yhté pitkdén, kun luonnossa kuluu siemenen itdmisesti siihen, kun uusi suku-
polvi tuottaa siementd (Bonner 1990). Kéytinngssd nykyisissd siemenvarastoissa
sdilytetddn siementd lyhyehkojd aikoja metsénuudistamisen tarpeisiin.

Suomessa alkoi aineiston valinta metsénjalostusta varten 1940-luvulla. T4hin men-
nesséd on fenotyyppisesti valittu n. 1 200 pluspuuta, joista suurin osa on kloonattu
kloonikokoelmiin ja kloonisiemenviljelyksiin. Ndiden yksiloiden perinnélliset omi-
naisuudet tunnetaan erittdin hyvin. Kloonikokoelmat on perustettu puiden perin-
no6llisen monimuotoisuuden sdilyttdmiseksi jalostus- ja tutkimustarkoituksiin,
kloonisiemenviljelykset jalostuksellisesti ja fysiologisesti hyvilaatuisen siemenen
tuottamiseksi (Kuva 1).

Kuva 1. Rauduskoivun kloonikokoelma (kok. 36) Punkaharjun tutkimusalueessa Laukan-
saaressa.
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Uudet ex-situ menetelmiit: bioteknologiset geenipankit

Edelldesitetyt perinteiset sdilytysmenetelmét ovat sopivia pohjoisiin oloihin, missi
on runsaasti laaja-alaisia maa-alueita luonnonolosuhteisiin perustettavia in situ- ja
ex situ-menetelmid varten. Toisin on laita esim. tropiikissa; luonnonsuojelualueiden
perustaminen on kilpajuoksua metsien lopullisen tuhoamisen ja muuhun kdyttoon
ottamisen vélilld. Nimenomaan trooppisten puiden kohdalla on perinnéllisen moni-
muotoisuuden siilytyksessé edetty pitkélle kdyttden nykyisid bioteknologisia mene-
telmid: in vitro-sdilytystd ja kryopresevaatiota (Engelmann 1991). Useimpiin perin-
teisiin menetelmiin verrattuna niilld on monia etuja, kuten aseptisuus, vihdinen
tilan tarve ja ennen kaikkea perintdaines on suojattu ulkoisten olosuhteiden
muutoksilta.

In vitro-siilytys

Lajeilla, joille on kehitetty in vitro-viljelytekniikka, voidaan sitd soveltaa perinnolli-
sen monimuotoisuuden sdilyttimiseen lyhyehkoiksi ajoiksi. Menetelmén periaat-
teena on saada elintoiminnat ja kasvu hidastumaan ja siten pidentd4 siirrostusvalii.
Helpoimmin tdmd onnistuu alentamalla ldmpétilaa ja vdhentdmailld valaistusta.
My®és viljelyalustaa voidaan muuttaa siirrostusvilin pidentdmiseksi. Puolittamalla
mineraalit ja jattamalla sakkaroosi kokonaan pois, on kahvipensaan (Coffea
arabica) siirrostusvéli saatu pidennettyd kahteen vuoteen (Kartha ym. 1981).
Alustassa voidaan kéyttdd myOs erilaisia kasvunhidasteita, esim. ABAa
(abskissiinihappo). Samoin ilman hapen méirdn alentaminen aina 1 %:iin hidastaa
kasvua. Siirto sdilytykseen vélittomaisti siirrostuksen jélkeen parantaa sdilyvyyttd,
toisaalta juurellisten in vitro-taimien sdilyvyys on hyvid. Viljelyastian koolla voi-
daan vaikuttaa sidilyvyyteen; pienessd astiassa kasvu on hidasta, mutta isommassa
astiassa lehdet ja juuret siilyvit kauemmin elinkykyisind. Tulevaisuudessa in vitro-
sdilytysmenetelmdnd on mahdollisesti kasvullisen alkion sulkeminen kapseliin 1.
tekosiemen.

In vitro-sidilytys soveltuu parhaiten tdysin erilaistuneiden solukoiden sdilytykseen.
Suspensio- ja kallusviljelmissd solujen lisddntyminen vdhenee nopeasti. Toisaalta
pitkéllinen varastointi saattaa johtaa tiettyjen genotyyppien valintaan. Siirrostus on
aina kuitenkin vilttimitonti, joten suurien kokoelmien ylldpito on mahdotonta.
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Kryopreservaatio

Perintdaineksen pitkdaikaisessa sdilytyksessd laboratorio-oloissa on kryopreservaa-
tio so. varastointi hyvin alhaisissa limpétiloissa, yleensd nestemdisessd typessd,
—196°C, ainoa mahdollisuus. Néin alhaisessa lampdtilassa on solujen jakautuminen
ja kaikki aineenvaihdunta pysihdyksissd, ja kasvimateriaalia voidaan sdilyttad
muuttumattomana ainakin teoreettisesti rajoittamattomia aikoja. Kryopreservaatio
suojaa materiaalin ulkoisten olosuhteiden muutoksilta vield varmemmin kuin in
vitro-sdilytys, sen tilan tarve on vihdisempdd eikd sdilytysmenetelmé tyollistd
varastoinnin aikana. Toisaalta kryopreservaation onnistumisen edellytyksend on
sdilytettdvan solukon meristemaattisuus sekd regeneroitavuus.
Kryopreservointimenetelmé riippuu paitsi pakastettavasta solukosta myds lajista.
Menetelménd kryopreservaatio on sikidli verrattavissa solukkoviljelyyn, ettd
kéytdnnossd jokainen laji ja jopa solukko vaatiin oman modifikaationsa
menetelméain.

Koivun suoraan luonnosta kerittyjen, in vivo-silmujen kryopreservaatio onnistuu
hyvin. Pakastettavana materiaalina on luonnossa karaistuneet, talvilevossa olevat
silmut. Silmut irrotetaan oksista, suljetaan ampulleihin ja esijdddytetdén hitaasti,
10°C/h, —38°C:een, jonka jdlkeen ne varastoidaan nestemdiseen typpeen. Halutun
pakastusajan jilkeen silmut sulatetaan ja solukkoviljely aloitetaan normaalin rutii-
nin mukaan. Solukkoviljelysséd ei koivun in vivo-silmuilla ole kryopreservoidulle
materiaalille yleensd tyypillistd kasvuviivettd (lag phase), jona aikana mink#é4nlaista
ulospdin nikyvad kasvua ei tapahdu, eikd solukon tummumista (Yakuwa ja Oka
1988), vaan kasvuunlihto tapahtuu heti. Kaikki tutkitut kloonit kdyttiytyvit samalla
tavoin, eiké eripituisia aikoja nestetypessi siilytettyjen silmujen kasvutulos poikkea
pakastamattomien silmujen kasvusta (Kuva 2).

In vitro-materiaalin kryopreservoinnin etuna on pieni koko ja solukon aseptisuus,
haittapuolena menetelmén vaatima suuritéinen esi- ja jilkikisittely. Koivun in
vitro-silmujen kryopreservaatiomenetelméi on vield kehityksen alaisena, mutta joi-
takin selvid tuloksia on jo olemassa. Pakastettavana materiaalina on kiytettivi
kasvavia versonkérkid. Ennen pakastamista versot on talveennutettava
kylmé/valokasittelylld. Koivun in vitro-solukoiden kryopreservaatio seuraa muutoin
menetelmillisesti in vivo-silmujen pakastusta, mutta sdilytyksen ajaksi suljetaan
silmut ampulliin suoja-aineessa, joka ennen kasvun aloitusta tédytyy poistaa huolelli-
sella huuhtelulla. Versonkérkien suoja-ainekisittelyn aloitus jo muutamaa vuoro-
kautta ennen pakastusta parantaa kryopreservaation jilkeistd regeneraatiota. Suoja-
aineena kaytetty DMSO (dimetyylisulfoksiidi) ei ole toksista koivun versonkirjille
toisin kuin esim. havupuiden embryonaalisille solukoille (esim. Klimanszewska
ym. 1992, Lainé ym. 1992). Pakastettujen in vitro-versonkirkien regeneraatio poik -
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Kuva 2. 8 vrk, 6 kk ja 12 kk nestetypessd sdilytettyjen in vivo-silmujen kasvu sulatuksen
Jjdlkeen. O-kohdassa pakastamattomat silmut. Eri kasvatuskertojen vdlilli ei ole tilastolli-
sesti merkitsevid eroja kasvutuloksessa.

keaa oleellisesti in vivo-materiaalista siind, ettd kloonien viliset erot ovat merkitse-
vit riippumatta kéytetystd menetelmésté. Yleisesti versonkérjen erilaistunut solukko
tuhoutuu pakastuksen vaikutuksesta, ja uusi kasvu alkaa lehden hankasilmusta 2 - 4
viikon viiveelld (Kuva 3). ABA-kisittelylld saadaan regeneraatiotuloksia huo-
mattavasti parannettua. Kloonien viliset erot ovat edelleen selvit, mutta parhaiten
sdilyvissd klooneissa (eldvyys pakastuksen jilkeen n. 95%) kestdvit jo erilaistuneet
lehdet ja varsi kryopresevaation (Kuva 4).

Kuva 3. Kasvava hankasilmu in vitro-kryopreservaation jilkeen. Kuva 6 viikkoa sulatuk-
sesta.

Kuva 4. Kasvava ABA-kisitelty versonkdrki in vitro kryopreservaation jilkeen. Kuva 6
viikkoa sulatuksesta.
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Typpiravinteet puuvartisten kasvien solukkoviljelmissi

Hanna Laukkanen ja Anja Hohtola

Oulun yliopisto, biologian laitos

Johdanto

Typpi on kasveille vilttimdtén ravintoaine. Kasvit tarvitsevat typped mm.
valkuaisaineiden, nukleiinihappojen, klorofyllin, monien vitamiinien ja hormonien
valmistamiseen. Solukkoviljelmien kasvatusalustaresepteissd typpi esiintyy yleensd
ammonium- ja kaliumnitraattina esim. MS- (Murashige ja Skoog 1962), BM-
(Krogstrup 1986) ja LP-alustoissa (von Arnold ja Erikson 1981), joskus
ammoniumsulfaattina ja kalsiumnitraattina esim. WPM- (Lloyd ja McCown 1980) ja
GD-alustoissa (Gupta ja Durzan 1985). Typped on annettu kasveille myos
orgaanisessa muodossa, erityisesti aminohappoina tai orgaanisen typen seoksina,
kuten kaseiinina. Siini, millaista typped kukin kasvi suosii, on eroja. Sen vuoksi ei ole
yhdentekevai, missd muodossa ja suhteessa typped ravintoalustaan lisétdzn.

Liiallinen ammoniumtyppi voi olla haitaksi

Vitrifikaatio, tdssd merkityksessd hyperhydraatio, on monille solukkoviljelijsille tuttu
ilmid, jossa kasvit muuttuvat ldpikuultaviksi heikentyneen lignifikaation seurauksena.
Vitrifikaation syitd on paljon pohdittu ja erilaisia tutkimustuloksia esitetty (mm.
Debergh ym. 1981, Bornman ja Vogelman 1984, Kevers ym. 1984). Daguin ja
Letoutzé (1986) havaitsivat korkean ammonium-ionipitoisuuden nostavan erityisesti
juurissa olevan glutamaattidehydrogenaasientsyymin aktiivisuutta ja samalla
indusoivan vitrifikoitumista pajulla (Salix babylonica). He tulivat siihen tulokseen,
ettd kasvatusalustan ammoniumtyppipitoisuutta séitelemilld voidaan ehkdistd
vitrifikoitumista.

Vitrifikaatiota esiintyy myds kallussolukoilla. Vitrifikoitunut (‘habituated') kallus on
vetistd, kellertdvédd ja haurasta verrattuna normaaliin, kiintedidn kallukseen. Solujen
seinissd on vihin selluloosaa, eikéd ollenkaan ligniinid (Crévecceur ym. 1987). Kun
viljelmén ika ylittdd 14 vuorokautta, vitrifikoituneessa kalluksessa voidaan havaita
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nopeasti kehittyvid nekroottisia alueita. Ilmidlle on tyypillistdi myrkyllisten
happiyhdisteiden kertyminen solukkoon (esim. vetyperoksidia hajottavat entsyymit
puuttuvat), seki proliinin ja polyamiinien méérén nousu héiriytyneen typpimetabolian
seurauksena (Le Dily ym. 1993).

Ammonium-ionien on havaittu ehkéisevin kalluksen kasvua esim. strobusménnylld
(Pinus strobus). Tutkimuksessa kallussolukon kasvu lakkasi kokonaan, kun
typenldhteend oli ammoniumkloridi, mutta vaikutus kumoutui, jos samanaikaisesti
kasvatusalustaan liséttiin kaliumnitraattia (Kaul ja Hoffman 1993). Kloridi-ioneilla ei
ollut vaikutusta kalluksen kasvuun.

Vuorivaahteran (Acer pseudoplatanus) suspensioviljelmilld tehdyissd kokeissa
havaittiin, ettd muutokset, jotka ammoniumtyppi aiheutti solujen amino- ja
orgaanisten happojen méériin, olivat pH:sta riippuvaisia (Goodchild ja Givan 1990).
pH:n ollessa 5 ammonium-ionien ja aminohappojen médrissd ei tapahtunut
muutoksia, toisin kuin korkeammassa ja matalammassa pH:ssa. Esim. jos pH laski
alle 4 ammonium-ionien ldsndollessa, fosfoenolpyruvaattikarboksylaasin aktiivisuus
laski voimakkaasti.

Ammonium- ja nitraattitypen suhteella merkitysti

Paitsi typen kokonaismédrdllda (esim. Nuutila ym. 1991), myds ammonium- ja
nitraattitypen suhteella on todettu olevan merkitystd somaattisessa embryogeneesissé.
Porkkanalla (Daucus carota) havaittiin, ettd pienikin maérda ammoniumkloridia lisasi
embryogeneesid alustalla, jonka ainoana typpiravinteena oli ollut kaliumnitraatti.
Samassa kokeessa myos glutamiinilla, glutamiinihapolla, urealla ja alaniinilla
havaittiin samansuuntaista vaikutusta (Wetherell ja Dougall 1976). Puuvartisista
kasveista esim. kuusella (Picea abies (L.) Karst) optimaalisen ammonium/nitraatti -
suhteen on polyembryogeneesissd todettu olevan 0,2, kun samanaikaisesti alustaan
lisatadn 3,0 mM glutamiinia (Bozhkov ym. 1993). Appelsiinilla (Citrus sinesis)
muutokset ammonium- ja nitraattitypen suhteessa vaikuttivat paitsi kallusten
tuorepainoon, myds kasvatusalustojen pH-lukemiin (Niedz 1994).

Polyamiinit ovat erds térked typped siséltdvien yhdisteiden ryhma. Kasvit tarvitsevat
polyamiineja, kuten putreskiinia, spermidiinid, spermiinid, kasvun ja stressin
sdgtelyssd. Erityisesti putreskiinin mdird voi nousta stressin yhteydessd
huomattavasti. Talloin putreskiinia tuotetaan eri reittid kuin normaalissa kasvun
sdftelyssd. Altman ja Levin (1993) havaitsivat ammonium- ja Iﬁtraéttitypen suhteella
olevan merkitystd polyamiinien méirddn tupakan suspensioviljelméssd. Putreskiinin
médrd nousi, jos ammonium-ioneja oli liikaa. Typpiravinteita muuttamalla he saivat
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aikaan huomattavia muutoksia polyamiinien médrddn. Samankaltainen havainto on
tehty my®&s viinikdynnoksen (Vitis vinifera L.) suspensioviljelméstd (Triantaphylides
ym. 1993).

Orgaaninen typpi

Liian suuri méérd aminohappoa kasvatusalustassa tai liuoksessa voi estdd solukoiden
kasvua. Tupakan (Nicotiana sylvestris) suspensioviljelmélld tehdyssa kokeessa kaikki
yleiset proteiineissa esiintyvédt aminohapot paitsi glutamiini inhiboivat suspension
kasvua muutaman millimoolin pitoisuuksina (Bonner ym. 1992). Arginiini oli
kaikkein vahiten kasvua inhiboiva aminohappo. Glutamiinin todettiin toimivan
tehokkaana antagonistina aminohappoinhibiittoreille.

Orgaaniset typpiyhdisteet voivat kuitenkin sopivina pitoisuuksina stimuloida
embryogeenisen kalluksen syntyé. Esim. saksanpihdalla (4bies alba) embryogeneesid
on parannettu kaseiinilla ja glutamiinilla (Hristoforoglu ym. 1995). Glutamiini on
ollut tehokas my6s mustakuusella (Picea mariana) (Khlifi ja Tremblay 1995). Simola
ja Santanen (1990) havaitsivat, ettd vdhdisen méérdn kaseiinihydrolysaattia siséltdva
arginiinin ja glutamiinin seos oli suotuisa kuusen (Picea abies) kallusviljelmien
kasvulle ja proembryoidien muodostumiselle. Orgaaninen typpi paransi
embyogeneesid kuitenkin vain valkoisella megagametofyyttikalluksella, mutta ei
klorofyllipitoisella vihrelld kalluksella.

Kasvatusalustaan lisdtyilld polyamiineilla on joissakin tapauksissa parannettu
solukoiden kasvua ja regeneroitumista esim. kuusella, koivulla, omenapuulla,
viinikoynnokselld ja pahkindpensaalla (Simola ja Honkanen 1983, James ym. 1988,
Valobra ja James 1990, Martin-Tanguy ja Carre 1993, Rey ym. 1994). Polyamiineilla
on myds parannettu protoplastien elinkykyé ja jakautumista mm. lepilla (Huhtinen
ym. 1982/1983).

Ravinteiden ottoa tilanteen mukaan

Kasville hyviksi todettu ravintoalusta ei vilttdimittd sovi samalle kasvilajille
toisenlaisissa koejérjestelyissd. Ravinnevaatimukset typen suhteen voivat olla esim.
idstd riippuvaisia, tulokseen vaikuttaa, otetaanko viljelmén aloituskappale nuoresta tai
vanhasta emokasvista tai emokasvin osasta (Minocha 1982). My6s kasvin sisdinen
fysiologinen tila ratkaisee miten kasvi reagoi eri ravinteisiin (Durzan 1986, Simola ja
Santanen 1990).
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Montereyménnylld (Pinus radiata) tehdyissé kokeissa verrattiin typpiaineen
vaihduntaa sirkkalehdistd aloitetuilla solukoilla, joista hormonikoostumuksesta
riippuen toiset tuottivat versoja ja toiset eivit. Havaittiin, ettd versoja tuottamattoman
solukon typpiaineenvaihdunta poikkeaa tietyssd kasvatuksen vaiheessa versoja
tuottavasta ja muistuttaa kasvien vanhenemisessa ilmenevéd typpiaineenvaihduntaa
(Joy ym. 1994).

Typpiravinteiden  vaikutus méinnyn kallussolukoiden kasvuun ja
proteiinisynteesiin

Minnyn (Pinus sylvestris L.) silmuista aloitettuihin kallusviljelmiin on alustavasti
kokeiltu erilaisia typpiravinteita ja tutkittu niiden vaikutusta kasvuun ja
aineenvaihduntaan, erityisesti proteiinisynteesiin. Havaittiin, ettd muutokset typpi
ravinteissa nidkyvit helposti solukoiden polypeptidikoostumuksessa geelielektro
foreesilla analysoitaessa. Kalluksia, joiden kasvatusalustat (modifioituja MS-alustoja)
erosivat typen suhteen siten, ettd alustassa N1 oli 0.02 M ammoniumnitraattia (nk.
N1-kallukset) ja alustassa N2 0.018 M kaliumnitraattia (nk. N2-kallukset), verrattiin
keskenadn. Alustoihin oli lisitty *>S-metioniinia, jotta voitiin mitata proteiini
synteesiaktiivisuus nestetuikelaskijalla. Tutkimuksessa havaittiin, ettd vaikka
N2-kallusten kasvu oli Nl-kallusten kasvua heikompaa, niiden proteiinisynteesi
aktiivisuus  oli suurempi (Taulukko 1). Liukoisista proteiineista ajetun
geelielektroforeesin  (SDS-PAGE) mukaan kahden polypeptidin (20 ja 24 kD)
pitoisuus lisdantyi N2-kalluksessa (Kuva 1). Myos kallusten vesipitoisuudet
poikkesivat toisistaan, mahdollisesti juuri typen suhteen erilaisen ravinne
koostumuksen vuoksi (Taulukko 2). Appelsiinilla tehdyssé tutkimuksessa on havaittu
nitraatti- ja ammoniumtypen suhteen muutosten selittdvin 55 % kallusten
tuorepainoissa tapahtuvista muutoksista (Niedz 1994).

Taulukko 1. Typen suhteen erilaisilla kasvatusalustoilla kasvaneiden mdnnyn kallusten
tuorepainot ja proteiinisynteesiaktiivisuudet kolmen viikon kasvatuksen jdlkeen.

Kasvatusalusta Paino (mg)/kallus, ka Translaatioaktiivisuus
cpm/ tuorepaino g
N1 (NH4NO») 87.2 (n=16) 5330
N1 92.3 (n=14) 11740
N2 (KNO3) 63.5 (n=15) 58 830
N2 64.4 (n=14) 79270
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Kuva 1. Ménnyn kalluksista eristettyjen liukoisten proteiinien polypeptidikoostumukset (SDS-
PAGE,  hopeavirjdys).  Kallusten  epdorgaanisena  typpiravinteena  oli  joko
ammoniumnitraatti (NI-kallus) tai kaliumnitraatti (N2-kallus). Erot polypeptideissd merkitty
nuolilla (24 kD, 20 kD).

Taulukko 2. Silmujen ja niiden kdrjistd aloitettujen 6 viikon ikdisten kallusten vesipitoisuudet
tammi-maaliskuussa. Kallusten kasvatusalustat erosivat toisistaan typen suhteen (NI:
NH/NO; ja N2: KNO;)

H,0-pit. (%) H,0-pit. (%) H,0-pit.(%)

silmu N1 N2
Tammikuu 38.3 (n=6) 93.7 (n=6) 87.7 (n=6)
Helmikuu 36.5 (n=6) 94.4 (n=6) 87.5 (n=6)
Maaliskuu 45.7 (n=6) 92.4 (n=6) 88.1 (n=6)

Aiemmin julkaistuissa tutkimuksissa ménnyn kallusten liukoisissa proteiineissa on
16ydetty eroja erityisesti embryogeenisen ja ei-embryogeenisen solukon vililld (Wann
ym. -89, David ym. 1995). Wann ym. (1989) havaitsivat eri mintylajeilla (Pinus
taeda, P. strobus, P. serotina) 18-20 kD suuruisen proteiinin tulevan selkeésti
ndkyviin ei-embryogeenisessa solukossa. Koska N2-kasvatusalustassa ei ollut
epéorgaanista ammoniumtypped, jota todenndkdisesti tarvitaan ainakin jonkin verran
somaattisessa embryogeneesissd (Wetherell ja Dougall 1976), voinee 20 kD
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polypeptidi ilmentd4 paitsi kasvun, my6s embryogeneettisen potentiaalin heikkoutta.
Kuitenkin my6s N1-kalluksessa somaattinen embryogeneesi pysihtyy varhaisessa
vaiheessa. Lisdtutkimukset typen vaikutuksesta méinnyn silmuista aloitettuun
kallussolukkoon ja sen kehittymiseen ovat meneill4én.
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Mikrolisityt méinnyntaimet - varhaiskypsii kukkijoita
jalostuksen kiiyttoon

Hely Haggman
Metla, Punkaharjun tutkimusasema

Miinty jalostuskohteena

Minty on metsdnjalostuksen pédpuulaji Suomessa ennenkaikkea taloudellisen
merkityksensd ja viljelyméidrin perusteella. Ménnyn jalostusstrategia on perustunut
pluspuiden valintaan ja siemenviljelysten perustamiseen ja kehittdmiseen. Mannyn
siemenviljelyksid on kaikkiaan 3000 ha, joiden sato nykyiselldén riittdd kattamaan
sekd Suomen eteld- ettd keskiosien siementarpeen (Mikola 1985,1992). Méannyn
jalostukseen liittyy kuitenkin ongelmia, olipa sitten kyse perinteisestd valintajalos-
tuksesta, risteytyksistd, tai uusiin DNA-merkkeihin perustuvasta jalostuksesta.
Ongelmia aiheuttavat mm. ménnyn perimdn suuri koko ja erdind pahimmista
jalostustyon vaikeuttajista pidetddn ménnyn pitkdd sukupolvenvélid (Danell 1993).
My6s ménnyn siementuotto esimerkiksi koivuun verrattuna on vahaista.

Minnyn kukkiminen

Minnyilld, kuten yleensékin puilla, on nuoruusvaihe, jolloin ne eivit tavallisesti
kuki. Aikuistuvat ménnyt yksittdisind puina kasvaessaan alkavat tuottaa emikukin-
toja 8-20 -vuotiaina (Sarvas 1964) ja méntyvartteet siemenviljelyksilld vahén aikai-
semmin 4-10 -vuotiaina (Bhumibhamon 1978). Siitepdlyn tuotto taas alkaa muu-
tamaa vuotta my6hemmin. Vuosirytmié ajatellen aikuisissa ménnyissd hedekukkien
aiheita syntyy lépi kesdn ja syksyn mittaan syntyneet kukanalut kasvavat ja erilais-
tuvat niin, ettd talven tullessa ne ovat lihes lopullisen muotoisia pienoiskukkia
(Kupila-Ahvenniemi 1984). Emikukintojen aiheet puolestaan syntyvit syksylld ja
yksittdisten kukkien aiheet vasta seuraavana kevédand (Kupila-Ahvenniemi 1984).
Keinollisesti kukintaan on pyritty vaikuttamaan ja kukinnan méérdd lisdadmaén vai-
kuttamalla ympérist-olosuhteisiin (mm. lannoittamalla ja harventamalla), kaulaa-
malla ja ldhinnd kasvihormoneista gibberelliinikésittelyilld (Chalupka 1991).
Useimmissa tapauksissa vaikutus on kuitenkin ollut ohimenevéi ja edelleenkin
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kaivattaisiin menetelmi4, jotka aikaistaisivat kukintaa ja lyhentdisivat sukupolven-
valia.

Havupuut solukkoviljelyssi

Havupuiden solukkoviljelyd kloonatun materiaalin tuottamiseksi on tutkittu 1970-
luvulta ldhtien aktiivisesti eri puolilla maailmaa. Ndiden vuosien aikana useita kas-
vullisen lisdyksen menetelmid, kuten pistokaslisdystd, aksillaari- ja adventiivisilmu-
monistukseen perustuvaa organogeneesii ja somaattista embryogeneesid, on sovel-
lettu useille eri havupuulajeille. T#ll4 hetkelld on kuitenkin olemassa vain muutama
esimerkki solukkoviljelyn avulla tuotettujen havupuutaimien kéytostd kaupallisessa
tarkoituksessa ja / tai metsityksessd. Tilanne heijastaneekin yleisesti havupuiden
solukkoviljelyyn liittyvid vaikeuksia.

Havupuusuvuista ménnyt ovat osoittautuneet, radiataméntya ehké lukuunottamatta,
vaikeiksi solukkoviljelykohteiksi ja sama péatee myos mannyn ( Pinus sylvestris L.)
kohdalla. Vuosien varrella on ilmestynyt muutamia ménnyn solukkoviljelyyn liit-
tyvid julkaisuja. Organogeneesiin perustuvan solukkoviljelyn lahtomateriaalina
néissi kaikissa on kiytetty alkiosta tai nuorista taimista perisin olevaa materiaalia
(Bornman ja Janson 1980, Mohan Jain ym. 1988, Zel ym. 1988, Chalupa 1989,
Supriyanto ja Rohr 1994) ja kaikissa ndissd on myds saatu aikaan juurellisia versoja
in vitro.  Somaattisen embryogeneesin tutkimusta lajilla on myos tehty jonkin
verran (Hohtola 1995). Naissi artikkeleissa esitettyjd menetelmid, ehkd Supriyanton
ja Rohrin menetelmédi lukuunottamatta, voidaan toistaiseksi soveltaa ldhinnd pieni-
mittakaavaiseen tutkimuskaytt66n.

Miintyé solukkoviljelldéin Punkaharjulla

Metséntutkimuslaitoksen Punkaharjun tutkimusasemalla monistetaan méntyd
organogeneesiin perustuvalla menetelméilld. Tutkimuksen tarkoituksena on ollut
kehittdd ménnylle solukkoviljelymenetelmé, jota voitaisiin kiyttdd sekd geneet-
tisissd tutkimuksissa ettd metsépuiden jalostuksessa.

Léhtomateriaalina tutkimuksissa kiytettiin siemenviljelykseltd keridtyistd, idéte-
tyistd vapaap6lytyssiemenistd eristettyjd sirkkalehtid. Siemenet steriloitiin 2 %:ssa
kalsiumhypokloriitissa 20 min, mink jilkeen ne huuhdeltiin steriililld tislatulla
vedelld. Pintasteriloidut siemenet idéatettiin petrimaljoilla 1%:lla vetyperoksidilla
kostutettujen suodatinpaperien péilld jatkuvassa valossa, + 26 °C:ssa. Itimisen jil-
keen siemenkuoret poistettiin ja megagametofyyttien suojaamat alkiot steriloitiin
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uudelleen 1%:1la kalsiumhypokloriitilla 8 minuuttia, minki jilkeen ne huuhdeltiin
steriililld tislatulla vedelld. Tamain jélkeen alkiot preparoitiin esiin megagametofyy-
teistd ja sirkkalehdet (5-7 kpl / alkio) leikattiin irti ja levitettiin solukkoviljely-
alustalle.

Solukkoviljelyalustana kaytettiin %2GD-alustaa (Gresshoff ja Doy 1972), joka alus-
tavissa alustatestauksissa osoittautui tuottavimmaksi. Adventiivisilmujen ja edel-
leen versojen indusoimiseksi alustaan lisittiin kahden viikon ajaksi 0.05 uM NAA
(naftaleenietikkahappo) ja SpM BAP (6-benzyyliaminopuriini). Versojen muodos-
tumiseen ja erilaistumiseen kiytettiin kasvihormonittomia alustoja. Juurien in-
dusointiin kéytettiin 2.7 uM NAA:ta viikon kerrallaan, tarpeen mukaan toistettuna.
Juurten muodostuminen ja erilaistuminen tapahtui kasvihormonittomilla alustoilla.

Minnyn solukkoviljelyn onnistuminen oli genotyypistéd riippuvaista. Keskiméérin
versoja syntyi eri kokeissa kolmesta viiteentoista kutakin alkiota kohti. Suurin
yksittdisen alkion sirkkalehtien tuottama versoméird oli 35. Solukkoviljelyn kan-
nalta optimaalisin siementen iditysaika ennen sirkkalehtien irroitusta oli 4 vrk.
Juurrutus osoittautui menetelmén vaikeimmaksi osaksi ja genotyypistd riippuen
juurtumisprosentti vaihteli nollasta sataan. Useissa tapauksissa tuotetut versot
muodostivat péitesilmun jo varhaisessa vaiheessa. Juurrutusvaikeudet ja péite-
silmumuodostus kuvastanevatkin muodostuneiden versojen aikaista vanhenemista
jo in vitro oloissa.

Miten sirkkalehtien poisto vaikuttaa alkion kehitykseen ?

Erdgssd koesarjassa tutkittiin mahdollisuutta kasvattaa alkuperdistd genotyyppid,
alkiota, sen jélkeen kun puolet sen sirkkalehdistd oli poistettu. Tallaiset alkiot lai-
tettiin kasvamaan kasvihormonittomalle 2GD -agar-alustalle. Siemenerén itdmis-
kykya testattiin pintasteriloimalla siemenet ensin ja idattdmalld ne sen jalkeen em.
solukkoviljelyalustalla. Kontrollikésittelyt olivat seuraavat: 1) idétetyt siemenet
steriloitiin uudelleen 1%:lla kalsiumhypokloriitilla ennen solukkoviljelyalustalle
laittoa, 2) siemenkuorten poiston jilkeen megagametofyyttien ympardimat alkiot
pintasteriloitiin 1%:lla kalsiumhypokloriitilla ennen viljelyalustalle laittoa. Alki-
oiden eldvyytti, kokoa ja kasvutapaa seurattiin kahden viikon ajan in vitro oloissa,
jonka jdlkeen ne siirrettiin kasvihuoneelle neljaksi kuukaudeksi.
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Taulukko 1: Mdnnyn alkiokasvatustuloksia sen jdlkeen kun osa sirkkalehdistd on irrotettu

solukkoviljelyd varten

Taimien kehitys Taimien kehitys

in vitro, % kasvihuoneella, %
Koemateriaali Normaali Epé- Hidas Kuollut 2 -

normaali itdminen viikkoa  kuukautta

Pelastetut alkiot 39 61 0 0 50 50
Kontrollit:
Siemenet 88 0 6 6 ei madritetty
Itdneet siemenet 33 28 14 25 56 52
Siemenkuorettomat 27 45 8 20 46 36

itdneet siemenet

Kokeessa havaittiin (taulukko 1), ettd puolet alkioista kesti sekd pintasteriloinnin
ettd megagametofyytin ja osittaisen sirkkalehtien poiston ja jatkoi kasvuaan kasvi-
huoneella vield neljan kuukauden kuluttua kokeen aloituksesta. Pintasterilointi
vihensi eldvien taimien médrad kontrollikésittelyissd (késittely 1) kun vertailu-
kohteena kéytettiin siemenerdd. Taimien kuolleisuus lisdédntyi vield enemmén kun
siemenkuoret poistettiin ennen pintasterilointia (késittely 2). Pelastetuista alkioista
kasvaneet taimet olivat pienempid kuin normaalisti siemenestd kasvaneet taimet
johtuen todennikéisestisesti megagametofyytin poistoa seuranneesta ravinteiden
puutteesta. Alkioilla samoin kuin kontrollikésittelyjen taimilla havaittiin myos
plagiotrooppista kasvua, mikd taas mahdollisesti oli seurausta pintasteriloinnin
aiheuttamista juurivaurioista. Jatkossa tillaiset pintasteriloinnista johtuvat kasvu-
tapaongelmat pystyttdneen valttdmain id4ttimélla siemenet aseptisesti.

Solukkotaimien kehitys kasvihuoneella

Juurtuneet solukkotaimet sopeutettiin in vitro kasvatuksen jélkeen kasvihuone-
oloihin. Ne istutettiin joko kasvuturve - multa - perliitti (1:1:1)

-seokseen tai kasvuturve - perliitti (1:1) -seokseen. Ensimmaéisten kahden viikon
ajan kasvihuoneella taimia sumutettiin ja kasteltiin pdivittdin “%GD-liuoksella.
Kasvukaudella taimia lannoitettiin kaksi kertaa kuukaudessa kaupallisilla 0.2 %
9- ja 5-Superex lannoitteilla (Kekkild).

Kasvukausien vililld taimet pidettiin noin kuuden kuukauden ajan kylméissd
+ 1-6°C:ssa. Taimien pituuskasvua, kasvutapaa ja kukintaa havainnoitiin useiden
kasvukausien ajan ja hedekukallisista silmuista kerttiin siitepdlyd, jonka itdvyys
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médritettiin in vitro menetelmélld, joka perustui Brewbaker'in ja Kwack'in (1963)
sekd Muren'in ty6tovereineen (1979) kehittdmiin menetelmiin.

Kasvihuoneelle siirrettyind mikrolisétyt taimet olivat kasvutavaltaan enemmin tai
vihemmin plagiotrooppisia ja haaroittuneita, ja taimen kasvutapa pysyi muuttu-
mattomana koko seurantajakson (neljd vuotta) ajan. Téllaisesta adventiivisilmuista
syntyneiden havupuun taimien varhaisesta vanhenemisesta ovat raportoineet aikai-
semmin my6s Pierik (1990), Monteuuis ja Dumas (1992) sekd Frampton ja Foster
(1993). Lahtémateriaalin ja solukkoviljelymenetelmén lisdaksi vanhenemiseen saat-
tavat vaikuttaa myos tietyt stressitekijdt. Taimien juurisysteemien vajavainen kehi-
tys saattaa aiheuttaa puutetta veden ja ravinteiden otossa tai juurissa syntetisoita-
vissa kasvihormoneissa (McKeand ja Allen 1984, Timmis ym. 1992).

Varhaiskypsiid kukkijoita jalostuksen kidyttoon

Kuva 1. Emikukintoja ménnyn 3-vuotiaassa solukkotaimessa (vasemmalla) ja hedekukin-

toja 4-vuotiaassa solukkotaimessa (oikealla).
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Osa taimista alkoi tuottaa emikukintoja (Kuva 1) 3-vuotiaina ja vuotta myshemmin
emikukintoja tuottavien taimien midrd oli jo kaksinkertaistunut. Néiden taimien
pitkdaikaista siementuottokykyé on téssé vaiheessa vield kuitenkin vaikea ennustaa.

Ensimmdiset hedekukinnot (Kuva 1) havaittiin tdnd kesdnd 4-vuotiaissa taimissa.
Kukista kerittiin siitepdly, jonka itdvyys in vitro oli 67 %. Luonnosta keréttyihin
ménnyn siitepdlyjen itdvyyksiin verrattuna luku on keskitasoa.

P1 x P2
Siemen Aika
Mikrolisdys sirkkalehdistd
Alkion pelastus
Varhain kukkivat
F1 kloonit
| F1 I Kontrolloidut risteytykset tai
vapaapilytys
Genotyyppien sdilytys,
arviointi 5-10 vuotta

Arviointi ja valinta

Kuva 2. Hypoteesi kehitetyn mikrolisdysmenetelmdn merkityksestd mdnnyn jalostusohjel-
mille.

Téllaiset varhain kukkivat kloonit antavat mahdollisuuden jélkeldistestaukseen pe-
rustuvien jalostusohjelmien nopeuttamiseen (Kuva 2). Erityisesti tutkimuksessa
havaittu elévén siitepolyn tuotto avaa ovia kontrolloiduille risteytyksille. Parhaassa
tapauksessa kehitetyn menetelmén avulla voidaan tutkia vanhempia ja jalkeldisii,
joiden ikéeroa on vain muutama vuosi.
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DNA merkit tutkimuksessa ja jalostuksessa

Piivi Hurme, Auli Karhu ja Outi Savolainen,
Oulun yliopisto, Biologian laitos

Johdanto

Geneettiset merkit ovat tirkeitd apuneuvoja metsépuiden jalostuksessa ja tutkimuk-
sessa. Niité tarvitaan sekd jalostuksen perusteiden geneettisessé tutkimuksessa ettd
rutiininomaisissa geneettisen materiaalin tunnistustehtévissi. Aikaisemmin geneet-
tisini merkkeind on kéytetty erilaisia harvinaisia morfologisia ominaisuuksia,
valkuaisaineita sekd erilaisia muita yhdisteitd. Nédin saatavien merkkien lukumééra
on kuitenkin rajallinen. Entsyymigeeneja on kéytetty runsaasti koska niiden
tutkiminen on edullista, nopeaa ja teknisesti helppoa. Kéytetyt entsyymigeenit
edustavat kuitenkin vain pientd osaa valkuaisaineista. Lisdksi niiden avulla saadaan
vain vilillistd tietoa DNA-tason muuntelusta, koska osa muuntelusta jai havaitse-
matta. Viime vuosina on kehitetty runsaasti erilaisia DNA-pohjaisia merkkej4, jotka
ovat monissa suhteissa entsyymimerkkeja parempia (Wagner, 1992).

DNA-merkkien etuja

DNA-merkkien etuna on niiden léhes rajaton saatavuus, sekd merkkien tasainen
jakautuminen genomiin. Lisdksi DNA-merkkien antama informaatio perustuu suo-
raan nukleotidisekvensseihin eli DNA:n emisjérjestykseen. Niin ollen DNA-
merkit eivdt muuntele eri kudosten, solukoiden tai kehitysasteiden vililld. My6s-
kadn ympdriston muuntelu ei vaikuta DNA-merkkeihin. DNA-merkkien etuna on
my0s niiden runsas muuntelu. Esimerkiksi lajeilla, joilla entsyymigeenimuuntelu
on véhdistd tai joista pystytddn tutkimaan vain muutama geeni, DNA-merkit
tarjoavat ratkaisun. Muuntelu tarjoaa mahdollisuuden tutkia yksiléiden vilisid
eroja. Lisdksi muuntelevia ~merkkejd voidaan  kédyttdd  esimerkiksi
geenikartoituksessa. DNA-merkkien tutkiminen ei mydskéddn vaadi suuria DNA-
médrid. Yleensd eri menetelmisséd tarvitaan DNA:ta alle gramman miljoonasosa.
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Useimpien DNA-merkkien tuottaminen perustuu PCR-reaktioon (polymerase chain
reaction), mikd mahdollistaa suurten niyteméirien kisittelyn.

DNA-merkkien luokittelu

DNA-merkit voidaan jakaa mendelistisesti ja ei-mendelistisesti periytyviin merk-
keihin. Mendelistisesti periytyviin kuuluvat kaikki tuman DNA-merkit, kun taas ei-
mendelistisid ovat solun organellien DNA-merkit.

DNA:n muuntelua voidaan tutkia eri menetelmin. RFLP-menetelméssda DNA:ta
pilkotaan valituilla restriktioentsyymeilld. Pilkotuissa DNA-jaksoissa voidaan ha-
vaita yksiloiden valilld pituusmuuntelua, joka perustuu restriktiopaikkojen syntyyn
tal hdvidmiseen DNA-juosteessa. Téllaisia muutoksia DNA-juosteeseen aiheuttavat
insertiot, deleetiot ja nukleotidimuutokset. Toinen tapa tutkia DNA-tason muunte-
lua perustuu PCR-menetelméin.

PCR-reaktioon perustuvat merkit

PCR-reaktion avulla voidaan monistaa tiettyja DNA-alueita spesifisilld, tunnettui-
hin sekvensseihin perustuvilla alukkeilla (Saiki ym., 1985). RAPD- (random
amplified polymorphic DNA) menetelmédssd puolestaan monistetaan DNA:ta
umpiméhk&isesti sattumanvaraisilla lyhyilld alukkeilla (Williams ym., 1990).
Syntyvdat DNA-jaksot erotellaan toisistaan geelilld. Merkkigeenilokukset voidaan
my0s kartoittaa toistensa suhteen. RAPD-merkit ovat dominantteja, jolloin hetero-
tsygoottia ei voi erottaa dominoivasta homotsygootista. Tdméi rajoittaa niiden
Kayttoa.

Mendelistisesti  periytyvid mikrosatelliittimerkkejda monistetaan kayttamalld
sekvenssispesifisid alukkeita. Mikrosatelliitit koostuvat lyhyistd (< 6 nukleotidia)
toistojaksoista, joiden yhteispituus on yleensid alle 100 nukleotidia. Mikro-
satelliittimerkkien runsas pituusmuuntelu perustuu niiden suhteellisen korkeaan
mutaatiotaajuuteen (10-2 -10-5/ sukupolvi). Yleensd mutaatiot aiheuttavat yhden

tai useamman toistojakson lisdyksen tai poistumisen DNA-juosteessa (Litt & Luty,
1989).
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DNA-merkkien kiytto
Genomin rakenne

DNA-merkkien avulla saadaan tietoa genomin rakenteesta. RFLP-kuvioiden perus-
teella voidaan arvioida tutkittavan geenialueen kopioiden lukuméird genomissa.
Merkkien avulla voidaan myds verrata eri lajien geenijérjestystd. Esimerkiksi
entsyymigeenien kytkentdjen on havaittu olevan samankaltaisia méntylajien vélilld
(Conkle, 1979). Myos ldhilajien RFLP-kartat ovat keskenddn hyvin samankaltaisia.
TAmé& on havaittu esimerkiksi maissin ja riisin RFLP-karttoja vertailtaessa (Ahn ja
Tanksley, 1991). Osittaisen merkkikartan avulla voidaan myds arvioida genomin
kokoa (Chakravarti ym., 1991). Tdmén perusteella voidaan arvioida kuinka monta
merkkid tarvitaan koko genomin kattavan merkkikartan luomiseksi.

Populaatiogeneettiset tutkimukset

DNA-merkit sopivat hyvin my6s populaatioiden sisdisen ja vilisen muuntelun
tutkimiseen. RFLP- ja mikrosatelliittimerkit sopivat hyvin tdhdn tarkoitukseen
(Karhu ym., valmisteilla). RAPD-merkkejd tulee kdyttdd varovaisemmin, silld
samoilta vaikuttavat lokukset yksiloiden vililld eivdt valttaimattd edusta samaa
RAPD-lokusta. Populaatioiden vilisti RAPD-muuntelua on kuitenkin tutkittu mén-
nyistd Pinus attenuata- (Wu ym., 1995) ja Pinus resinosa- (Mosseler ym., 1992)
lajeissa. DNA-merkkien avulla voidaan tutkia my6s populaatiorakenteeseen
vaikuttavia tekijoitd, kuten lisddntymisjdrjestelmié, suku- ja itsesiitoksen madraa
sekd taustapdlytyksen osuutta siemenviljelyksilla.

Tunnistusominaisuudet

DNA-merkit voivat toimia myds tunnusominaisuuksina tunnistettaessa klooneja ja
risteytyksid. Entsyymigeenit, RFLP- ja mikrosatelliittimerkit ovat nédihin tarkoi-
tuksiin RAPD-merkkejd kayttokelpoisempia. Usein jo entsyymimerkkien tutkimi-
nen riittdd tunnistukseen. Kloonien tunnistukseen sopivat mendelistisesti periyty-
vien tuman DNA-merkkien lisdksi myos solun organellien DNA:sta saatavat ei-
mendelistiset merkit.

Kvantitatiivisten ominaisuuksien geneettinen tausta

Yksi DNA-merkkien kiyttotarkoituksesta on kvantitatiivisten ominaisuuksiin vai-
kuttavien geenien (quantitative trait loci, QTLs) kartoittaminen. Tiheiden merkki-
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geenikarttojen avulla voidaan tutkia ominaisuuden ja merkkien vilistd kytkeyty-
mistd. Kasveilla on aloitettu kvantitatiivisten ominaisuuksien kartoitus. RFLP-
pohjaista karttaa kéytettiin kasveilla ensimmdisend tomaatin hedelmén painoon ja
happamuuteen vaikuttavien geenien kartoittamiseen (Paterson ym., 1988). Havu-
puilla loblolly-mannyn (Pinus taeda) puun tiheyteen vaikuttavien geenien kytkey-
tymistd RFLP-merkkeihin on tutkittu (Groover ym., 1994).

Kvantitatiivisen ominaisuuden Kartoittamisen jilkeen voidaan ominaisuuteen koh-
distaa valintaa merkkigeenien vilitykselld, tietyissd rajoitetuissa tapauksissa. Tél-
lainen merkkigeeniavusteinen valinta (marker-aided selection eli MAS) voi mah-
dollistaa ominaisuuksien nopeamman ja tehokkaamman jalostamisen. Esimerkiksi
ménnyn elinkierto on pitkd ja useat ominaisuudet tulevat esiin vasta myohéisessé
vaiheessa. Merkkigeeniavusteisen valinnan avulla ominaisuuden valinta voisi tapah-
tua jo taimivaiheessa. Mahdollisuuksia havupuiden merkkigeeniavusteiseen valin-
taan on alustavasti tutkittu (Williams ja Neale, 1992; Bradshaw ja Foster, 1992).

Nykyisin merkkigeenien avulla voidaan ominaisuuteen vaikuttava geenialue eristd
chromosome landing-menetelmén avulla (Tanksley ym., 1995). Siind merkkigeenia
kiytetddn koettimena geenin eristimiseksi ns. kloonikirjastosta. Menetelmd mah-
dollistaa geenin eristimisen myds lajeilla, joilla on suhteellisen suuri genomi. Tastd
huolimatta geenien eristiminen paikan perusteella esimerkiksi suuren genomin
omaavasta mannystd ei ole toistaiseksi mahdollista.

Merkkigeenien kidyttd on tehostunut huimasti alkuajoista. Nyt kdyttod rajoittaa
lahinnd mielikuvituksen puute.
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Isoentsyymien kiytto perinnollisinii merkkiominaisuuksina
Anni Harju

Metla, Kolarin tutkimusasema

Tausta

Periméltdén erilaisten yksiloiden tunnistamiseksi tarvitaan merkkiominaisuuksia.
Perinnéllisen merkkiominaisuuden vaatimuksena on, ettd tutkittavan lokuksen
alleelit pystytdén tunnistamaan ja erottamaan muista saman lokuksen tai eri lokus-
ten alleeleista (ks. esim. Brown ja Moran 1981). Liséksi tutkittavien lokusten on
oltava satunnainen otos perimésti. Merkkiominaisuutena voidaan kéyttdd yhtd
lokusta, jossa on harvinainen alleeli, tai usean lokuksen alleelien yhdistelmad
(multilokusmarkkerit).

I[soentsyymien kdytté perinnollisind merkkiominaisuuksina perustuu elektroforeetti-
sin menetelmin havaittuun runsaaseen perinnélliseen muunteluun. Evoluutiobiolo-
geille yllatyksend tullut muuntelu 16ytyi yhtd aikaa ihmisesti ja banaanikarpasestd
vuonna 1966 (ks. Stebbins 1989, Weeden ja Wendel 1989). Pian muuntelun 16yty-
misen jdlkeen uudet merkkiominaisuudet otettiin kdytto6n my6s kasvien geneetti-
sissd tutkimuksissa (Allard 1989). Aikaisemmin kasveilla kdytossd olleista morfo-
logisista yhden lokuksen merkeistd (esim. klorofyllimutantit) ja sekund&éri-
metabolian tuotteista (esim. fenolit ja terpeenit) poiketen isoentsyymejd pidettiin
priméérisind geenituotteina.

Isoentsyymimuuntelun tutkiminen

I[soentsyymit ovat saman entsyymin eri muotoja, joita koodaavat eri lokukset.
Saman lokuksen eri alleelien tuotteita sanotaan allotsyymeiksi. Yleisin menetelmé
isoentsyymimuuntelun tutkimisessa on tirkkelysgeelielektroforeesi. Menetelmin
liittyvid ohjeita on runsaasti, osa tietyille lajeille tarkoitettuja, osa yleisempid (esim.
Saura ja Lankinen 1974, Conkle ym. 1982, Cheliak ja Pitel 1984, Wendel ja
Weeden 1989, Kephart 1990). Esittelen lyhyesti tydén eri vaiheet. Tarkemmat
yksityiskohdat selvidvit edelld mainituista julkaisuista.
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Harkitun néytteenottosuunnitelman mukaiset kasvindytteet preparoidaan ja jauhe-
taan uuttopuskurissa. Jauhetut ndytteet imeytetddn suodatinpaperiliuskoihin, jotka
asetetaan tdrkkelyksestd valmistettuihin geeleihin tehtyihin viiltoihin. Geelit asete-
taan ajokammioihin ja entsyymien annetaan kulkeutua sdhkokentdssd useiden
tuntien ajan. Entsyymien kulkeutumiseen geelilld vaikuttavat sekd entsyymin séh-
koinen varaus ettd molekyylikoko. Ajon jilkeen geelit leikataan vaakatasossa use-
aksi siivuksi ja kukin siivu asetetaan tietyn entsyymin virjddvaédn liuokseen. Sopi-
van ajan kuluttua virjdysreaktio pysdytetddn ja geelit ovat valmiita tarkasteltaviksi.
Tulokset kirjataan, geelit valokuvataan ja tulokset tallennetaan tietokoneelle. Vasta
tamén jalkeen tehdéddn varsinainen tyd, johon merkki-ominaisuuksia tarvitaan.

Menetelmén hyvit puolet

1. Suuressa osassa isoentsyymilokuksia on useampi kuin yksi alleeli. Tdmé poly-
morfismi on yksi merkkiominaisuutena kdyton perusedellytyksista.

2. Kodominantin ilmenemisen ansiosta homotsygoottien lisdksi tunnistetaan myos
heterotsygootit.

3. Yleensd periytyminen lokuksissa on mendelistist.

Samasta nédytteestd voidaan useassa puskurisysteemissd ajamisen ja geelien
siivutuksen ansiosta vérjédtd lukuisia entsyymejd, dédritapauksissa jopa yli 20.
Koska samaa entsyymii saattaa koodata usea lokus, saadaan merkeiksi mah-
dollisesti yli neljadkymmentd isoentsyymilokusta. Minnylld saa kolmella
puskurisysteemilld kdytt6on 18 lokusta, joista tosin osa on muuntelemattomia.

5. Suurinta osaa isoentsyymeistéd pidetddn valinnan suhteen neutraaleina.
Ympériston tiedetddn vaikuttavan vain harvojen entsyymien ilmiasuun.

7. Todisteet viittaavat siithen, ettd lokukset ovat sironneet laajalle genomiin
(Weeden ja Wendel 1989). Tama on etu, silld lokusten vélisen kytkenndn puut-
tuminen tai heikkous on monien analyysien perusedellytys.

8. Téarkkelysgeelielektroforeesimenetelmi on helppo ja halpa verrattuna esimer-
kiksi polyakryyliamidigeelielektroforeesiin (PAGE).

9. Ainakin méinnylld geelien lukeminen on melko helppoa ja joutuisaa.

10. Pienikin néyte riittdd ja seuraava sukupolvi voidaan tutkia siemenistd. Koko
kasvia ei tarvitse tuhota (siemenet kyll4 tuhoutuvat!).

11. Tutkittuja lajeja ja solukkoja on runsaasti. Menetelmaé on kasveilla kehitelty
soveltuvaksi siemenkasveille, paljassiemenisille, sanikkaisille, sienille ja sam-
malille. Usein kéytettyjd solukkoja ovat siementen vararavintosolukko ja alkio,
silmut, lehdet ja joskus neulaset, kuori ja juuret. Tietoa eri lajeista on kertynyt
runsaasti, mikd helpottaa menetelmén opettelua ja omien tulosten arviointia.

(Brown ja Moran 1981, Brown ym. 1989, Hattemer 1991, Forrest 1994).
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Menetelmén huonot puolet

1. Isoentsyymit ovat pddasiassa primddrimetabolian tuotteita ja ne ovat hyvin
pieni, ehkd harhainenkin, otos elididen valkuaisaineista ja koko genomista.

2. Vain osa DNA-muutoksista (noin 30 %) nékyy isoentsyymien kulkeutumis-
erona sidhkokentédssd, joten eri genotyypit voivat tuottaa samanlaisen ilmiasun.
Toisin sanoen tarkkelysgeelielektroforeesi on karkea menetelma.

3. Entsyymin rakenne voi muuttua translaation jélkeen perinndéllisistd tai ymparis-
ton aiheuttamista syistd. Myos ndytteen késittelyn ja elektroforeesiajon aikana
voi tapahtua muutoksia entsyymin rakenteessa.

4. Havaittu isoentsyymimuuntelu on riippuvainen menetelmésti ja esimerkiksi
kaytetyistd puskureista. PAGE:n tiedetddn paljastavan tirkkelysgeelielektro
foreesia enemmaén muuntelua.

5. Isoentsyymikoostumus voi vaihdella kasvin eri solukoissa, eri kehitysvaiheissa
ja erilaisissa kasvuolosuhteissa.

6. Geelien lukeminen saattaa olla hankalaa, silld lokusten tuotteet voivat mennd
geelilld paillekkiin. Erityisen hankalia ovat polyploidien lajien geelit. Oman
hankaluutensa tuovat joidenkin entsyymien nolla-alleelit, jotka tunnistetaan
(siis eivit ndy!) vain haploidissa tai homotsygootissa solukossa yksiselitteisesti.
Nolla-alleelit tulkitaan tdydellisen resessiivisiksi.

7. Osa viriaineista on myrkyllisid tai haitallisia. Tydskentely vaatii vetokaapin ja
oikean suojautumisen.

8. Kuolleesta materiaalista ei voi tutkia isoentsyymejad, miké rajoittaa kdyttomah-
dollisuuksia (Savolainen, suull.).

(Brown ja Moran 1981, El-Kassaby 1991, Hattemer 1991, Forrest 1994).

Sovellukset

Isoentsyymeilld on tirked merkitys tutkittaessa nimenomaan elién koko periméin,
kaikkiin lokuksiin samalla tavalla vaikuttavia tekijoit4. Erityisesti tutkittaessa kas-
vien lisddntymisjérjestelmid isoentsyymit ovat olleet uraauurtavan tarkeita.

Ennen kuin isoentsyymimerkit otetaan kdyttoon, on niiden periytyminen ja
kytkentdsuhteet selvitettdvd useimmiten risteytysten avulla. On tiedettdvd, miten
edustava otos kytkentdryhmisti valitut isoentsyymit ovat.
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Tarkeimpid menetelmén sovelluksia ovat (Forrest 1994, Wheeler ja Jech 1992):

- populaatioiden muuntelun vertaaminen: sama laji, eri lajit, maantieteellinen
muuntelu

- lisadntymisjérjestelmétutkimukset (luonnonpopulaatiot, siemenviljelykset):
ristisiitos, geenivirta

- introgressio, risteytyminen

- kloonien, lajien, hybridien ja siemenerien tunnistaminen

- siitepolykilpailun tutkiminen

- lisdpolytyksen onnistumisen testaaminen siemenviljelyksilld

- geenivarojen suojelu

Havupuut esimerkkitapauksena
1. Periytyminen ja kytkentd

Havupuilla siemenen vararavintosolukkona toimiva megagametofyytti on haploidi
ja silld on sama genotyyppi kuin munasolulla. Kun samasta puusta tutkitaan useita
megagametofyyttejd, saadaan selville emopuun genotyyppi, alleelien periytyminen
ja lokusten vilinen kytkentd ilman risteytyksid. On todettu, ettd vahvat lokusten
viliset kytkenndt ovat harvinaisia (Conkle 1981, Szmidt ja Muona 1989), joten
myoskddn kytkentdd taloudellisesti térkeisiin lokuksiin ei ole syytd odottaa. Lokus-
ten vilinen kytkentdepétasapaino aiheuttaisi harhaa alleelifrekvenssi- ja hetero-
tsygotia-arvioihin populaatiotutkimuksissa (Forrest 1994). Nolla-alleelin lukematta
jaiminen heterotsygooteissa aiheuttaa heterotsygoottien vajauksen.

2. Populaatiorakenne

Kun isoentsyymin periytyminen ja kytkentd tunnetaan, yksilén genotyyppi voidaan
midrittdd vegetatiivisesta solukosta (esim. silmut) yhdenkin ndytteen perusteella.
Téma mahdollistaa populaatioiden muuntelun tehokkaan tutkimisen. Populaatioiden
tutkiminen on mahdollista, vaikka yksilot eivit tuottaisi lainkaan siemenii tai jos
siemenet ovat huonolaatuisia.

Populaatiosta voidaan selvittdd polymorfisten eli muuntelevien lokusten osuus kai-
kista lokuksista (P), alleelien ma#rd lokusta kohti (A) sekd havaittu hetero-
tsygoottien méaérd keskiméarin kaikissa lokuksissa (H). Alleelifrekvenssien perus-
teella voidaan arvioida odotettu heterotsygotia-aste (He = 1 - Xp;, missd p; on i:n
alleelifrekvenssi), jota voidaan puolestaan verrata havaittuun heterotsygotia-astee-
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seen. Yleensd muuntelun mittana kéytetdéin odotettua heterotsygotia-astetta. Laa-
jalle levinneilld tuulipélytteisilld havupuilla He on yleenséd korkea (Hamrick 1989,
Hamrick ja Godt 1989). (Taulukko 1).

Taulukko 1. Polymorfisten lokusten osuus (P), alleelien lukumddrdi kussakin lokuksessa
keskimddrin (A) ja odotettu heterotsygotia-aste (Hp) eri kasviryhmissd. (Hamrick ja Godt
1989).

Taksoneja  Lokuksia ka P(%) A H,
Paljassiemeniset 55 16.1 70.9 2.35 0.173
Yksisirkkaiset 111 15.5 59.2 2.38 0.181
Kaksisirkkaiset 329 16.8 44.8 1.79 0.136

On todettu, ettd havupuilla suurin osa muuntelusta on populaation sisdistd ja popu-
laatioiden viliset erot ovat hyvin vihiisid, yleenséd paljon alle 10 % (Ggg-arvoilla
mitattuna, Taulukko 2) (Hamrick ja Godt 1989, El-Kassaby 1991). Tulos poikkeaa
kvantitatiivisissa ominaisuuksissa havaitusta periytyvisti ekotyyppisestd ja klinaali-
sesta muuntelusta (esim. Merkle ja Adams 1986). Ilmeisesti isoentsyymeilld ei
pystytd tutkimaan adaptiivista muuntelua. Isoentsyymit ovat valinnallisesti neut-
raaleja, kun taas kvantitatiivisiin ominaisuuksiin kohdistuu valinta ja ne ovat erilais-
tuneempia eri populaatioissa. Eli isoentsyymimuuntelun perusteella ei voida tehda
johtopdatoksid muiden ominaisuuksien muuntelusta (Lewontin 1984).

Taulukko 2. Populaatioiden vdilisen muuntelun osuus kokonaismuuntelusta eri lisadantymis-
Jarjestelmissd. (Hamrick 1989).

Lisdantymisjérjestelméa Tutkimuksia Gy

[tsepOlytteiset lajit 39 0.523

Ristisiittoiset lajit 76 0.118
Eldinpolytys 32 0.187

Tuulipolytys 44 0.068




62

3. Liséddntymisjérjestelmien tutkiminen

Populaatioiden geneettinen rakenne seki luonnon- ettd jalostuspopulaatioissa on
riippuvainen lisdéntymisjarjestelméstd. Isoentsyymejd on kiytetty ja kéytetiddn
hyvin laajalti lisddntymisjérjestelmétutkimuksissa. Siitepdlyn levidmistd kayttaviin
tutkimusmenetelmiin verrattuna isoentsyymimenetelmélld paastddn askelta pidem
mille. Sen sijaan, ettéd tutkittaisiin pelkéstddn siitepolyn levidmistd, padstdan tutki
maan lisddntymistapahtumaan todella osallistunutta siitepdlypopulaatiota — tosin
vasta alkionkehityksen loppuvaiheissa, jolloin siemenet ovat valmiita itimé&an. Iso-
entsyymien avulla pystytddn arvioimaan yksiléiden ja populaatioiden risti
siitosasteita ja polytyssuhteita. Myds taustapSlytyksen osuutta siemenviljelyksilla
on tutkittu.

Havupuiden etuna koppisiemenisiin verrattuna on emopuun munasolun tunnista-
minen megagametofyytistd. Kun lisdksi tiedetddn siemenessd olevan alkion geno-
tyyppi, saadaan selville myds siitepolyhiukkasen genotyyppi (alkio - megagameto-
fyytti = siitepdlyhiukkanen). Osa siitepdlyhiukkasista pystytdén tunnistamaan joko
uniikkien alleelien tai multilokusgenotyyppinsd perusteella juuri tietystd ldhteestd
(isd, populaatio) tulleeksi. Koska kaikkia siitepSlyhiukkasia ei pystytd tunnista-
maan, tarvitaan erilaisia estimointimenetelmid esim. ristisiitosasteen ja taustapoly-
tysosuuden arvioimiseksi (esim. Shaw ja Allard 1981, Brown 1989, Friedman ja
Adams 1985, Adams ja Birkes 1991, Adams ym. 1992).

Lukuisten tutkimusten perusteella on todettu ménnyn, kuten useimpien muidenkin
havupuiden siemensatojen olevan hyvin ristisiittoisia (ks. Adams ja Birkes 1991,
Muona 1989). Siemenviljelysten siemensadot ovat joskus jopa ristisiittoisempia
kuin luonnonpopulaatioiden (Muona ja Harju 1989). Havupuilla ei ole itsesiitosta
estdvid mekanismeja, mutta alkioletaalit karsivat pois suurimman osan itse-
polytyksen seurauksena syntyneistd alkioista (Koski 1971). Siemenviljelysten
ulkopuolelta tulevan taustapolytyksen on todettu olevan yksi suurimmista ongel-
mista siemenviljelyksilld kaikkialla, missd asiaa on vain tutkittu (Buchert 1992,
Wheeler ja Jech 1992).

4. Genotyyppien tarkastaminen

Siemenviljelystutkimuksissa on olennaisen tirkedd olla varma siitd, etti tutkitut
kloonit ovat genotyypiltdédn yhtendisid. Klooneissa saattaa olla virheellisesti merkit-
tyjd vartteita tai karanneita perusrunkoja. TaustapOlytystd arvioitaessa siemen-
viljelyksen sisdltd virhevartteista tullut siitepdly tulkitaan siemenviljelyksen ulko-
puolelta tulleeksi. Isoentsyymien avulla voidaan kloonin vartteiden genotyypit tar-
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kastaa, mink4 jélkeen virheelliset vartteet voidaan poistaa (Adams 1981, Wheeler ja
Jech 1992).

Valvottujen risteytysten tarkoituksena on tuottaa juuri halutunlaista siementé. Aina
polytys ei kuitenkaan onnistu, vaan sekaan saattaa joutua vddrdd polyd. Kun van-
hempien isoentsyymigenotyypit tunnetaan, pystytddn tehdyt risteytykset tarkista-
maan (Adams 1981, Wheeler ja Jech 1992).

Lopuksi

Isoentsyymimuuntelulla on ollut suuri merkitys erityisesti lisdéntymisjérjestelma- ja
siemenviljelystutkimuksen edistdjdnd. Populaatiogenetiikan ja evoluutiobiologian
teoreettinen tutkimus on saanut tuekseen ja vauhdittajakseen myds empiirisen
tutkimuksen. Uusista molekyyligeneettisistd menetelmisti huolimatta isoentsyymi-
merkit tulevat varmaankin séilyttdiméian asemansa monilla tutkimuksen aloilla, var-
sinkin kun yhé paremmin ollaan tietoisia, ettei ole olemassa tutkimusmenetelmés,
jolla 16ydetdén vastaus kaikkiin kysymyksiin.
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Pihtalajien tunnistus RAPD-tekniikalla

Maria Boije
Metla, Punkaharjun tutkimusasema
Helsingin yliopisto, Kasvibiologian laitos

Johdanto

Biotekniikan ja molekyylibiologian menetelmiéd kédytetdan nykyisin jalostuksen ja
tutkimuksen apuna. Populaatiogenetiikan merkkitekniikat ovat kehittyneet nopeaan
tahtiin. Merkki on jokin ominaisuus, geenituote tai itse genomin pétka joka voidaan
yhdistdd tiettyyn ominaisuuteen, yksiloon, populaatioon tms (Wagner ym. 1992).
Entsyymimerkit sivuttivat ensimmdéiseksi perinteisesti merkkeind kiytetyt morfo-
logiset tai fenologiset ominaisuudet. Albino-ominaisuus taimessa on esimerkki
morfologisesta merkistd (Savolainen 1993). Viime vuosina on otettu kiyttoon
DNA:n muunteluun perustuvia merkkejd. Néiden tekniikoiden avulla voidaan etsid
merkkejd suoraan kasvien perintdaineksesta. DNA-merkeilld on monenlaisia etuja
entsyymimerkkeihin verrattuna. DNA-merkit kattavat koko genomin ja niitd voi-
daan 16yt4d ldhes rajattomasti. Nykyiselld polymeraasiketjureaktiolla DNA:ta voi-
daan monistaa hyvin pienistd niytteistd (Savolainen 1993). Tillaisia suoraan
DNA:n muunteluun perustuvia merkkejad ovat RFLP (katkoskirjomuuntelu), RAPD
(random amplified polymorphic DNA), mikrosatelliittimerkit ja CAPS (Rafalski
1993).

RAPD-tekniikka

RAPD-tekniikka (Random Amplified Polymorphic DNA) kuuluu suoraan DNA-
muuntelua tutkivien menetelmien joukkoon. RAPD-tekniikka pohjautuu PCR-
menetelméin (Polymerase Chain Reaction). PCR:ssi DNA:ta monistetaan keino-
tekoisissa olosuhteissa lammdonkestdvilld polymeraasientsyymilld. PCR-reaktioon
tarvitaan  polymeraasientsyymin liséksi nukleotideja, puskuria, aluketta
(synteettisesti valmistettu lyhyt DNA-jakso) sekd tietysti monistettava kasvi-DNA.
Polymeraasientsyymi pystyy monistamaan alukkeista riippuen joko tiettyjd tai
sattumanvaraisia fragmentteja tutkittavasta DNA-niytteesti. RAPD-tekniikassa
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kéytetddn emdsjdrjestykseltddn satunnaisia noin kymmenen emésparin pituisia
alukkeita, joiden avulla monistetaan tutkittavasta DNA-néytteestd geenisisalloltidan
tuntemattomia emisjaksoja.

Itse PCR-reaktio tapahtuu kolmen eri lampétilan kontrolloiman toistuvan syklin
avulla: 1) Denaturaatiossa monistettava kasvi-DNA tehdddn yksijuosteiseksi kuu-
mentamalla. 2) Annealing-vaiheessa lampétilan laskettua alukkeet sitoutuvat
monistumisen mallina toimivaan kasvi-DNA:han. Alukkeiden sitouduttua
templaatti-DNA:han entsyymi aloittaa (3) elongaatiovaiheessa uusien DNA-juostei-
den synteesin alukkeista ldhtien. Témén jélkeen koko prosessi aloitetaan alusta.
Uudet kaksoisjuosteiset DNA-molekyylit denaturoidaan, reaktioseos jéahdytetéddn,
alukkeet sitoutuvat jne.. Reaktiosarja toistetaan 25-50 kertaa. Templaatti-DNA:n
lapikdytyd PCR-reaktionsarjan, monistuneet fragmentit erotellaan agaroosigeelissi
sihkoisen varauksen ja kokonsa perusteella. Tulos tutkitaan UV-valossa
etidiumbromidivirjayksen jilkeen. Riippuen tutkittavista genotyypeistd monistu-
neet DNA-jaksot voivat olla pituudeltaan erilaisia (Kuva 1) (Karvonen 1993;
Weising ym. 1995).

Puiden tutkimusta RAPD-tekniikan avulla

Biotekniikan ja molekyylibiologian menetelmid on sovellettu onnistuneesti puu-
vartisilla kasveilla (Huang ym. 1993; Hdggman 1991; Haines 1994). DNA-merk-
kejd voidaan hyddyntdd monin tavoin myds metsidntutkimuksessa. Jalostuksessa
merkkigeeneistd on hydtyd mm. populaatioiden, lajien tai yksildiden eli kloonien
erottamisessa ja tunnistamisessa, risteytysjilkeldisten alkuperdd varmistaessa ja
taustapolytyksen médrittdmisessd sekd kvantitatiivisten ominaisuuksien kartoitta-
misessa (QTL) (Neale ym. 1992). RAPD-tekniikkaa on mm. sovellettu musta-
kuusen (Picea mariana) somaattisten alkioiden vaihtelun tutkimiseen (Isabel ym.
1992). Somaattisten alkioiden geneettisen vaihtelun tutkiminen on térkedtd
esimerkiksi klooneja kaupattaessa. Kanadassa ja Suomessa on osoitettu ettd RAPD-
merkkejd voidaan kdyttdd eri koivulajien (Betula alleghaniensis, B. pendula) kont-
rolloitujen risteytysten valvonnassa (Roy ym. 1992; Akerman ym. 1995). RAPD-
merkkejd on myds kdytetty haapakloonien (Populus spp.) ja omenalajikkeiden
tunnistamisessa (Castiglione ym. 1993; Koller ym. 1993). Esimerkkind RAPD-
tekniikan kdytostd liheisten lajien erottamiseksi toisistaan voidaan mainita Arcaden
tyoryhmineen (1995) tekema tutkimus lehtikuusista.
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Kuva 1. Geenisisdilloltcicin tuntemattoman kasvi-DNA:n tutkiminen PCR-RAPD menetel-
mdin avulla.
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Pihdat

Abies-suku, pihdat, ovat viiledn ilmastovyohykkeen, lauhkean ja vieldpd subtroop-
pisen vyohykkeen metsdpuita, mutta niiden levinneisyysalue ei ulotu pohjoiselle
metsdrajalle. Suomessa pihtoja ei esiinny luontaisesti. Pihtojen puuttuminen
Fennoskandiasta tuskin johtuu ilmastollisista syistd. Luultavasti tdrkein syy on se,
ettd viime jddkauden jdlkeen pihdat eivit vield ole ehtineet vallata takaisin aikai-
sempia asemiaan muilta nopeammin edenneilti ja geneettisesti ilmastoon sopeutu-
neilta puilta (Sarvas 1964).

Pihtalajeja tavataan maapallolla kaikkiaan 35-40. Useimmat ovat Picea-lajien
tavalla puolivarjopuita. Pihta-suvun teknillistd arvoa vidhentdd niiden helposti
lahoava puu. Useimpien pihtojen puuaine on kevyttd, pehmeétd ja sen lujuus-
ominaisuudet ovat vihdiset. Luontaisilla levinneisyysalueillaan pihtoja kdytetddn
sahapuuksi ja selluloosan raaka-aineeksi, mutta yleensd pihtapuu ei ole kumpaan-
kaan yhtd haluttua kuin esimerkiksi kuusipuu. Pihtojen vanhempi suomenkielinen
nimi, jalokuusi, viitannee ldhinni pihtojen koristeelliseen ulkondk6on, ei niinkédin
teknillisiin ominaisuuksiin (Sarvas 1964). Pihtojen terdvdhuippuinen latvus seki
niiden hopeahohtoiset neulaset tekevit ne erittdin suosituiksi koristepuiksi.

Suomessa pihtoja esiintyy eksootteina puutarhoissa, viljelmissé ja puulajipuistoissa,
mm. Punkaharjun puulajipuistossa. Punkaharjun puulajipuistoon istutettiin
1920-30 -luvulla 16 pihtalajia. Kymmenen lajia on sdilynyt nykypéiviin, mutta
puolet ndistd on kuolemaisillaan ankarien talvien seurauksena. Elinvoimaisina
sdilyneet lajit ovat siperianpihta (4bies sibirica), linnenpihta (4bies lasiocarpa),
palsamipihta (4bies balsamea), japaninpihta (Abies veitchii) ja sahalininpihta (4bies
sachalinensis) (Nikkanen 1991).

Siperianpihta on venéldis-siperialaisen havumetsén, taigan, tyypillinen edustaja.
Lannen- ja palsamipihdan luontainen levinneisyysalue on pohjois-Amerikka.
Palsamipihtaa esiintyy suurimmassa osassa Kanadan metsdalueita kun taas
lannenpihta kasvaa pohjois-Amerikan koillisvuoristoissa Alaskasta Meksikoon.
Japanin- ja sahalininpihtaa tavataan nimiensi mukaan Japanin saarilla seki
Sahalinin alueilla (Himet-Ahti ym. 1989).

Tutkimuksen taustaa

Punkaharjun puulajipuistossa siperian-, ldnnen-, palsami-, japanin- ja sahalininpihta
ovat sopeutuneet ilmastoomme niin hyvin ettd ne ovat tuottaneet runsaasti jilkelsi-
sid. Niitd luontaisesti syntyneiti pihtataimia voidaan kayttda hyviksi puulajipuistoa
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kehitettiessd, siind tapauksessa ettd niiden alkupers tunnistetaan. Punkaharjun puu-
lajipuisto on merkittdvd kohde dendrologian opetuksessa ja tutkimuksessa, joten
sielld olevien puiden tunnistaminen on tirkedd. Eri pihtalajien vilisilld hybrideilld
voi olla merkitystd my6s esimerkiksi koristekasveina. Yleensd puulajipuiston pihta-
taimien geneettinen alkuperd on tuntematon. Ne voivat olla joko puhtaita lajeja tai
lajien vélisié risteymid. Koska jdlkeldisten tunnistus morfologisten tuntomerkkien
(neulasten ulkomuoto, ilmarakojuovat, kdvyn rakenne jne.) perusteella ei aina ole
mahdollista, RAPD-merkit valittiin tunnistusmenetelmaksi.

Tutkimuksen aineisto ja menetelmiit

Tutkimuksen aineistona kédytetddin Punkaharjun puulajipuistossa kasvavien pihta-
lajien neulasndytteitd. Tutkittavien pihtalajien (4.balsamea, A.lasiocarpa,
A.veitchii, A.sachalinensis ja A.sibirica) kaikista yksil6istd keréttiin neulasia. Tun-
nettuja mahdollisia vanhempia on yhteensd 120 kpl. Neulasndytteitd on keritty
myds luontaisesti syntyneistd pihtayksilistd, joita on tarkoitus tunnistaa noin 50
kpl. Jokaisesta puuyksilostd on eristetty DNA:ta muunnellun CTAB-menetelmén
mukaan (Doyle ja Doyle 1990). CTAB on aine joka irroittaa membraanit ja muo-
dostaa kompleksin kasvi-DNA:n kanssa. DNA-merkkeji etsitdidan PCR-RAPD tek-
niikan avulla. RAPD-tekniikassa monistetaan PCR:114 sattumanvaraisesti eri pitui-
sia DNA-jaksoja satunnaisalukkeiden avulla. Jalkeldisten tunnistamiseksi kéytettdan
vain sellaisia DNA-jaksoja, jotka ovat kullekin lajille tyypillisid ja jonka kohdalla ei
esiinny lajin siséistd vaihtelua.

Tulosten tarkastelua

Itse kdytdnnon tutkimustyd aloitettiin tind kevddni tarkkailemalla Punkaharjun
puulajipuiston pihtojen kukintafenologiaa. Havaintojen perusteella emi- ja hede-
kukinta tapahtuu kaikilla lajeilla 1hes samanaikaisesti, eli kukintafenologisia ristey-
tymisesteitd eri lajien vililld ei ole (Kuva 2).

Tutkimuksen tdménhetkisen tilanteen mukaan, neljinkymmenen satunnaisalukkeen
kokeilun jélkeen, yhdentoista alukkeen on osoitettu monistavan lajispesifisid- ja
osittain lajispesifisia DNA-merkkej4, sekd merkkeji jotka jakavat lajit eri ryhmiin.
Kaikilla yhdelldtoista alukkeella ei ole vield tutkittu aivan kaikkia yksittdisid DNA-
niytteitd eri lajeista. Siperianpihta (A4.sibirica) pystytdin erottamaan varmasti
muista lajeista. Muille neljélle lajille ei toistaiseksi ole 16ytynyt varmoja lajispesifi-
sid DNA-merkkejd. Toisaalta osa lajeista pystytddn erottamaan toisistaan kéyttien
hyviksi osittain lajispesifisi4-, lajeja eri tavoin ryhmittelevia RAPD-merkkeja. Esi-
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merkiksi yhden alukkeen kohdalla lajit jakautuvat selvésti kahteen maantieteelliseen
ryhméén. Luontaisesti syntyneet jilkeldiset pystytddn luotettavammin tunnistamaan
lajispesifisten merkkien avulla, mutta samaan lopputulokseen voidaan pédstd myds
yhdistdmalld informaatiota useista, osittain lajispesifisistdi DNA-merkeista.

Abies balsamea
Kanada, New Brunswick

A.lasiocarpa
Kanada Br.Columbia

A.lasiocarpa
USA Washington

A.sachalinensis
Japani, Hokkaido

A.veitchii
Japani

A.sibirica
Punkaharju

toukokuu 25 26 27 28 29 30 31 1 2 3 4 5 kesikuu

EMIKUKINTA o
HEDEKUKINTA R

Kuva 2 Tutkittavien pihtalajien kukintafenologiahavainnot kevdcdlla 1995.

Se, ettd siperianpihta pystytddn jo ndin tutkimuksen alkuvaiheessa erottamaan
muista tutkittavista pihtalajeista on ymmaérrettédvad lajien maantieteellisten esiinty-
misalueitten perusteella. Siperianpihdan luontainen levinneisyysalue poikkeaa sel-
vésti muista tutkittavista lajeista. Voitaneen paitelld, ettd siperianpihta eroaa
geneettisesti eniten ldnnen-, palsami-, japanin- ja sahalininpihdasta. Samantyyppista
geneettistd muuntelua on nihtdvissi DNA-merkin kohdalla, joka jakaa lajit kahteen
maantieteelliseen ryhmiin: euraasialaiseen- ja pohjoisamerikkalaiseen ryhmé&én.
Euraasialaiseen ryhmé4n kuuluvat siperian-, japanin- ja sahalininpihta, ja lénnen- ja
palsamipihta puolestaan kuuluvat pohjoisamerikkalaiseen ryhmddn (Kuva 3).
Osittain lajispesifisien DNA-merkkien kohdalla on huomattu, ettd palsamipihta ja
lannenpihta ovat vaikeasti toisistaan erotettavissa. Sama péitee japaninpihdan ja
sahalininpihdan kohdalla. Té#std voitanee pddtelld ettd lajit, joiden luontainen
levinneisyysalue on ldhelld toisiaan tai osittain sama ovat myds perinndllisesti
laheisid, mikd ndkyy samankaltaisina DNA:n monistumistuloksina kéytettdessé
RAPD-tekniikkaa.
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Kuva 3.DNA:n monistumistuloksia alukkeella 959. 1= A. sachalinensis, 2 ja 3= A.
balsamea, 4 ja 5= A. sibirica, 6 ja 7= A. veitchii, 8= A. lasiocarpa ( Kanada Br.Col.), 9=
A. lasiocarpa ( USA), 10= vesi, 11= 100 bp ladder. PCR-reaktioissa kdytettiin templaat-
tina bulk-DNA:ta. Esimerkkeind loytyneisti RAPD-merkeistd voidaan mainita A. sibirica
-lajille tyypillinen merkki (kooltaan noin 530 bp) ja lajit maantieteellisiin ryhmiin jakava
merkki (kooltaan noin 1100 bp).
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Johdanto

Vuonna 1993 alkaneen tutkimusprojektimme tarkoituksena on ollut DNA-markkeri-
tekniikoiden kdyttoonotto rauduskoivun (Betula pendula Roth.) tutkimusta, jalos-
tustyotd ja istutusmateriaalin seurantaa ajatellen. DNA-markkereista voidaan
odottaa olevan erityistd etua periytyvien ominaisuuksien seulonnassa jo varhaisessa
vaiheessa. Niin rauduskoivun luonnollisen sukupolvenkierron aiheuttama jalostus-
tyon pitkittyminen véltettéisiin, kun voidaan tehd tarvittavia valintoja varhaisessa
vaiheessa. Esimerkkeja DNA-markkerien mahdollisista sovellutusalueista raudus-
koivulle esitetddan kuvassa 1.
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Kuva 1. DNA markkerikartan sovellukset rauduskoivulle
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Vield viisi vuotta sitten oli DNA-markkereiden 16ytdminen vaikeaa ja tyoldstd,
mutta tekniikoiden nopea kehittyminen mahdollistui polymeraasiketjureaktion
(PCR) keksimisen jdlkeen (Mullis ja Faloona 1987, Saiki ym. 1988). Nyt markkerit
ovat tirkeitd vélineitd geneettisen kartoituksen, yksildiden tunnistuksen sekd popu-
laatiogeneettisten tutkimusten yhteydessa kaikilla elidlajeilla (Helentjaris 1987, Litt
ja Luty 1989, Tanksley, ym. 1989, Weber ja May 1989, Williams ym. 1990, Murray
ym. 1991, Zabeau ja Vos 1992). DNA-markkereita kdytetddn ns. sormenjilkini
yksildiden tunnistamisessa. Ne voivat myds olla tiukasti johonkin ominaisuuteen
liittyneitd, jolloin markkerien avulla on mahdollista seurata ominaisuutta
risteytysten jélkeldisaineistoissa. Kvantitatiivisesti ominaisuuksiin vaikuttavia
lokuksia (QTL:t) voidaan seurata niihin liittyvilli DNA-markkereilla. QTL:t kont-
rolloivat monimutkaisesti periytyvid ominaisuuksia. Téllaisia ominaisuuksia ovat
esimerkiksi puuaineen laatu, kasvunopeus, kuidun pituus ja stressinsieto. DNA-
markkereita on jo kdytetty geneettisten kytkentdkarttojen rakentamiseksi useille
puulajeille, kuten poppelille, eukalyptukselle (Grattapaglia ja Sederoff 1994),
loblollyménnylle, lehtikuuselle, valkokuuselle, Douglas-kuuselle, radiataménnylle,
eteldnkeltaménnylle (Pinus elliottii) ja pitkdneulasménnylle (Pinus palustris).

DNA-markkeri voidaan yleistdd mitattavissa olevaksi DNA:n rakenteeksi, joka
periytyy yksinkertaisten mendelististen sdantjen mukaisesti. Néitd ovat RFLP-,
RAPD-, AFLP- ja SSR-markkerit.

RFLP-markkerit

RFLP eli restriktiofragmenttien pituuspolymorfia perustuu DNA:n pilkkomiseen
restriktioentsyymilld (Tanksley, ym. 1989). Tédmén jilkeen pilkkoutuneet DNA-
palaset voidaan erotella elektroforeettisesti toisistaan. Syntyneet palaset siirroste-
taan nylon- tai nitroselluloosakalvolle, ja RFLP-koettimella suoritetun hybridi-
saatioanalyysin jdlkeen nédkyvit polymorfiset (kokovaihtelun mukaan erottuneet)
fragmentit filmilli tummennettuina ja eroteltavina juovina. Markkerityyppi on
kodominantti ja antaa tdydellisen geneettisen informaation yhdestd lokuksesta.
DNA-méérd, joka tarvitaan analyysiin on 5-10 pg, eli kohtalaisen suuri verrattuna
muihin tédssd artikkelissa mainittuihin DNA-tekniikoihin. Menetelmén haittana ovat
olleet radioaktiiviset merkkiaineet, mutta uudet ja herkdt kemiluminisenssiin tai
viérireaktioihin pohjautuvat kuvantamismenetelmit ovat nykyisin saatavilla.
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RAPD-markkerit

RAPD eli satunnaisesti monistunut polymorfinen DNA yhdistdd PCR-reaktion
(ks.erillinen kappale lopussa) ja epispesifiset DNA-alukkeet, jotka ovat 10 - 12
emisti pitkid ja joista kukin voi sitoutua useisiin paikkoihin DNAssa. Kun alukkei-
den sitoutuminen tapahtuu riittdvin ldhelld toisiaan ja vastakkaissuuntaisessa orien-
taatiossa polymerisaatio etenee ja alukkeiden vilinen DNA-jakso monistuu
(Williams ym. 1990). Analyysiin tarvittava DNA-mé&ard on 15-25 ng vililla ja ei-
radioaktiiviset merkkiaineet ovat kiytettdvissd. Menetelméd on nopea ja halpa, seka
kohtuullisen suoraviivainen pystyttdd. DNA-jaksot voivat olla polymorfisia sen
johdosta, ettd sekvenssien erot esiintyvdt alukkeen yhdessd tai molemmissa
sitoutumiskohdissa tai sitoutumispaikkojen vélinen etdisyys on muuttunut. Téten
tietty DNA-jakso joko nikyy tai ei ndy RAPD-merkkind. RAPD-markkerit ovat
dominantteja, miké rajoittaa niiden kéyttokelpoisuutta.

Tyoryhmdmme on todennut RAPD:n soveltuvan rauduskoivulle sormenjalki-
tekniikkana yksilontunnistuksessa ja vanhemmuussanalytiikassa (Akerman ym.
1995). Seuloimme soveliaita RAPD-markkereita varmistamaan kantapuiden oikeel-
lisuuden risteytyksesti, jossa ditipuu ei ollut varma. Samoja markkereita kéytettiin
my6s liuskalehtisen fenotyypin aiheuttavan mutaation alkuperdn selvityksessa.
DNA-nédytteiden yhdistiminen on RAPD-tekniikassa mahdollista, kun késitellddn
tietyn fenotyypin omaavia yksil6itd ja verrataan saatuja tuloksia toisen fenotyyppi-
poolin RAPD-merkkeihin. Téhan liittyen kehitimme myos yleisen periaatteen BSA-
analyysin (bulked segregant analysis) kéytostd vanhemmuustutkimuksissa
(Tammisola ym. 1994). RAPD-markkereiden on myds osoitettu toimivan geneettis-
ten kytkentédkarttojen laadinnassa sekd lituruoholla (Arabidopsis thaliana) ettd
eukalyptuksella (Reiter ym. 1992, Grattapaglia ym. 1995)

AFLP-markKkerit

Keygene on yritys, jonka tuotekehittelyn tuloksena "amplified fragment length
polymorphism" on syntynyt (Zabeau ja Vos 1992). Lahestymistapa on samatyyppi-
nen kuin RFLP:ssd. Siind huomioidaan pituuspolymorfiaa, joka syntyy
restriktiofragmenttien erilaisista pituuksista. AFLP:ssé restriktiofragmentit kuiten-
kin monistetaan PCR:1l4, eikd havainnointiin tarvita niihin sitoutuvia koettimia ku-
ten RFLP:ssd. Monistuksessa kéytetddn alukkeita, joita vastaavat DNA-jaksot on
liitetty adapterina restriktiofragmenttien pdihin. Koska kaikkien fragmenttien ei
haluta monistuvan yhdessé analyysissd, valitaan pieni alajoukko fragmentteja kayt-
tdmaélld 1-5 satunnaista emisté alukkeen 3 -pédssd. T#lloin alukkeet tunnistavat vain
ne fragmentit, joiden péissd sattuvat olemaan ndmid ns. selektiiviset emdikset.
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Muuntelemalla selektiivisid emiksid voidaan siis vaikuttaa PCR:114 monistettavien
fragmenttien lukumaéraén.

Rauduskoivulla menetelmi on osoittautunut erittéin toimivaksi ainakin sormenjalki-
tekniikkana. Se on luotettavuudeltaan ja toistettavuudeltaan huomattavasti RAPD-
markkereita parempi, joskin tarvittava DNA-méédrd on suurempi (500-2500 ng).
Tdmad kdvi ilmi mm. AFLP-markkereiden segregaation seurannassa erddssi
risteytysjélkeldistossa.

SSR-markkerit

Simple Sequence Repeat eli yksinkertaisen sekvenssin toistojaksot, jotka tunnetaan
myds mikrosatelliitteina, muodostuvat muutamasta toistuvasta nukleotidisekvens-
sistd. Nukleotidien méiri toistossa vaihtelee yhdestd seitsemién ja toistojen médrd
yleensd neljéstd neljagdnkymmeneen (Akkaya ym. 1992, Cregan 1992, Bruford ja
Wayne 1993, Lagercrantz ym. 1993, Morgante ja Olivieri 1993, Wright 1994).
SSR:t ja niiden polymorfia todettiin ensimmaéisend ihmisgenetiikan tutkimuksessa,
mutta myShemmin niitd on kéytetty eldinten ja kasvien genomisten karttojen kehit-
tamisessd (Litt ja Luty 1989, Tautz 1989, Weber ja May 1989, Dietrich ym. 1992,
Hazan ym. 1992, Serikawa ym. 1992, Bell ja Ecker 1994, Grattapaglia ja Sederoff
1994, Rohrer ym. 1994, Jacob ym. 1995). SSR:t ovat luonteeltaan kodominantteja,
genomissa runsaslukuisina esiintyvid ja tasaisesti genomiin jakautuneita. SSR-
markkerit ovat osoittautuneet huomattavasti polymorfisemmiksi kuin RFLP-mark-
kerit (Morgante ja Olivieri 1993, Poulsen ym. 1993, Cregan ym. 1994).

SSR on PCR-pohjainen markkerityyppi, jossa on ensin tunnistettava SSR-jakso.
Tamain jilkeen sekvennoidaan DNA molemmilta puolilta toistojaksoa sekd suunni-
tellaan sille sopivat alukkeet PCR-monistusta varten. Néin koko alukkeiden sitou-
tumiskohtien vilinen alue, ns. mikrosatelliitti, voidaan monistaa SSR-markkeriksi,
jonka koko vaihtelee 80-350 eméksen vililld. Polymorfia ilmenee toistojaksojen
méadrdn vaihteluna, eli tdssdkin tapauksessa tarkasteltavien juovien pituuseroina.

Yleensd SSR-jaksoja etsitdédn tietokoneohjelmilla suoraan tietokannoista tai toisto-
jaksokoetinten avulla genomisista DNA-kirjastoista. Olemme kehittdneet timén rin-
nalle tekniikan, jolla niitd voidaan osoittaa myos AFLP-fragmenteista. Osoitimme
koettimella toistojakson olemassaolon, kloonasimme fragmentit sekvennointi-
vektoriin, sekvennoimme SSR-markkerin ja testasimme sekvenssin pohjalta suunni-
telluilla alukkeilla markkerin todellisuuden alkuperiisestd koivun DNA:sta. Mene-
telmastd olemme ldhettdneet artikkelin arvioitavaksi ja julkaistavaksi.
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Télla hetkelld olemme saaneet tunnistettua rauduskoivulle 14 SSR-markkeria ja nii-
den polymorfian testaus on meneilld4n. Ensimmdiset monistetut markkerit ovat
osoittautuneet polymorfisiksi ja siten kéyttokelpoisiksi. Tuotamme jatkuvasti uusia
SSR-sekvenssejd rauduskoivun kokofraktioidusta genomisesta kirjastosta (Baron
ym. 1992, Karagyozov ym. 1993) ja tavoitteenamme on saada yli 30 polymorfista
SSR-markkeria, joiden avulla voimme luoda alustavan geneettisen kytkentikartan
rauduskoivulle.

PCR-menetelmi

Polymeraasiketjureaktio on menetelma, jonka avulla monistetaan suuria mééria tiet-
tyd DNA-jaksoa. Monistuminen tapahtuu tunnettuja alukkeita kdyttdmalld ja
lammonkestdvdd DNA-polymeraasientsyymid hyodyntdmailid. PCR-menetelmassi
on kolme perusaskelta. Ensin suunnitellaan kaksi n. 20 eméiksen mittaista aluketta
kédyttden monistettavan DNA-fragmentin emdésjérjestystd mallina. Toisessa
vaiheessa tutkittava DNA, sekd nukleotidit, joista DNA rakentuu, ja DNA-polyme-
raasientsyymi yhdistetddn reaktioseokseksi. Kolmannessa vaiheessa polymeraasi-
ketjureaktioseos asetetaan laitteeseen, joka nopeasti sekd luotettavasti kykenee
lammittdmaén ja viilentdméin seosta ohjelmoidusti.

Varsinaisessa reaktioketjussa kolmen toiminnon toistaminen muodostaa varsinaisen
monistustapahtuman. Kuumennusvaiheessa kaksijuosteinen kohde-DNA erottuu
kahdeksi yksisdikeiseksi juosteeksi. Tdmin jdlkeen tapahtuu nopea jdahdytys ja
alukkeet tarttuvat sitoutumisldmpétilassaan emdsjérjestystddn vastaaviin DNA:n
kohdefragmentteihin. Kun reaktioseoksen ldmpdtila sitten nousee 72°C:een niin
DNA-polymeraasi saa aikaan polymerisaatioreaktion, jossa vapaat nukleotidit muo-
dostavat vastinsdiettd yksijuosteiselle DNA:lle. Tietyn ajan kuluttua reaktioseos
kuumennetaan, jolloin polymerisaatioreaktio pysdhtyy ja seuraava kierros reaktiota
voi alkaa (Mullis ja Faloona 1987, Saiki ym. 1987).

Reaktiossa kahden alukkeen vélissd oleva DNA-juoste monistuu kunkin kierroksen
aikana. Ensimmdiisen kierroksen aikana yhdestdi DNA-fragmentista muodostuu
kaksi DNA-fragmenttia, toisen kierroksen aikana neljd fragmenttia, kolmannen
kierroksen aikana kahdeksan fragmenttia jne. Monistuminen perustuu siihen, ettd
jokainen monistunut fragmentti toimii mallina kahdelle reaktiolle seuraavalla kier-
roksella. Tavallisesti suoritetaan kaikkiaan 20-30 kierrosta ja jokaisessa kierrok-
sessa DNA-fragmenttien lukumddrd tuplaantuu edelliseen verrattuna. PCR:n
kayttokelpoisuus perustuu valikoivaan DNA-fragmenttien monistukseen ja reaktio-
sarjan kykyyn tuottaa miljoonia kopioita kohdefragmenetista 2-5 tunnissa. Loppu-
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tuotetta syntyy niin runsaasti (jopa kymmenié pg), ettd se voidaan havaita nopeasti
ja helposti.

Tulevaisuuden niikymiit

RAPD-, SSR- ja AFLP-markkereille on kéytettivissi yleisid ohjeita eri sovelluksiin
ja kaupallisia alukesarjoja on saatavilla useista eri lahteistd. Menetelmit ovat ylei-
sesti tutkimuksen ja jalostajien kdytossd. Kasvinjalostajille ne edustavat kéytto-
kelpoisia ja nopeita tunnistusjdrjestelmida markkeriavusteiseen selektioon ja perus-
tutkimusluonteisiin tunnistustehtéviin.

Tutkimuksemme alkuperdinen pdamiédrd oli DNA-markkereiden kéyttoonotto ja
soveltaminen rauduskoivulla. Tdémé on saavutettu ja saatavien SSR-markkereiden
myotd voimme mahdollisesti rakentaa genomisen kartan rauduskoivulle 1996-97
vilisend aikana. Ty6ryhmdmme mielenkiinto kohdistuu till4 hetkelld 1dhinnd puu-
laatuun liittyvien markkerien liséksi rauduskoivun visaisuuteen ja fenyyli-
propanoidireitin DNA-markkereihin.
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Agrobakteeri-vilitteinen geeninsiirto méintyyn
- puun ja bakteerin vuorovaikutus
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Johdanto

Agrobakteerit ovat yleisid maabakteereita. Suurin osa agrobakteerilajeista eldd
hajottamalla kuollutta eloperdistd ainesta, mutta joukossa on myds kasvipato-
geeneja: Agrobacterium tumefaciens ja A. rubi -lajit aiheuttavat aitosyopad, joka
ilmenee tavallisimmin #kdmien muodostumisena juurenniskaan, ja A. rhizogenes
puolestaan saa aikaan epédnormaalia juurten kasvua infektiokohdasta. Sairastuneiden
kasvien kasvu voi hidastua, ja ne kérsivdt usein tavallista herkemmin ankarista
ympdristdoloista (Agrios 1988). Metsdmaista eristetyt agrobakteerikannat ovat
yleensd harmittomia (Bell & Ramey 1990), eikd agrobakteerien aiheuttamilla
taudeilla olekaan merkitystd kédytdnnén metsitaloudelle. Ainoastaan taimitarha-
oloissa agrobakteerit ovat aiheuttaneet vakavia tautiepidemioita, ja silloinkin
lahinnd nopeakasvuisissa lehtipuissa, kuten poppeleissa (Rowan ym. 1972, Zhang
ym. 1988, Nesme ym. 1990) ja eukalyptuksissa (Herrera Autter 1964, Jindal &
Bhardwaj 1986). Suomessa aitosyOpdd on tavattu puista luonnossa vain raidalla
(Erkamo & Erkamo 1974).

Agrobakteerien taudinaiheuttamismekanismi perustuu niiden luontaiseen kykyyn
siirtdd osa plasmidi-DNA:ssaan olevista geeneistd osaksi iséntdkasvin perinto-
ainesta, mitd ominaisuutta tutkijat ovat osanneet kdyttid hyvikseen 1980-luvun
alkupuolelta lahtien. Kéytettdessd agrobakteeria geeninsiirtovektorina korvataan sen
tavallisesti siirtimd DNA, ns. T-DNA, halutuilla geeneilld siilyttden vain T-DNA:n
reuna-alueet. T-DNA:n reuna-alueiden lisdksi geeninsiirtoon tarvitaan virulenssi-
geenejd, jotka sijaitsevat samassa Ti- tai Ri-plasmidissa kuin alkuperdinen
T-DNA:kin.

Nykyisin agrobakteeri-vilitteinen geeninsiirto on rutiinia monilla kaksisirkkais-
kasveilla. Metsdpuista agrobakteerien avulla on transformoitu eniten eri poppeli-
lajeja, joihin on siirretty reportteri- ja herbisidinkestdavyysgeeneji (Fillatti ym. 1987,
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Pythoud ym. 1987, De Block 1990, Brasileiro ym. 1991, - 1992, Leple ym. 1992 ,
Devillard 1992). Havupuut eivit ole agrobakteerien luontaisia isédntdkasveja, miké
rajoittaa agrobakteerien kdytt6d geeninsiirtovektoreina niilld lajeilla. Ainoa havu-
puu, josta on toistaiseksi onnistuttu tuottamaan siirtogeenisid taimia agrobakteeri-
vilitteiselld menetelmilld on euroopanlehtikuusi (Huang ym. 1991). Havupuilla
toimivat geeninsiirtotekniikat ovatkin aktiivisen tutkimuksen ja kehittelytyon koh-
teena laboratorioissa eri puolilla maailmaa. Metséntutkimuslaitoksen Punkaharjun
tutkimusasemalla on tutkittu agrobakteerien mahdollisuuksia toimia geeninsiirto-
vektoreina ménnylld, sekd menetelmén kdytannon sovellutuksena geneettisen vart-
tamisen tekniikkaa - eli méntypistokkaiden juurruttamista agrobakteerikésittelyn
avulla.

Agrobakteerien infektiomekanismi: geeninsiirrolla oma ekologinen lokero

Agrobakteerien aiheuttamien kasvitautien oireet johtuvat bakteeriperdisen T-DNA:n
geenien toiminnasta kasvisoluissa. T-DNA:ssa on kahdenlaisia geenejd: Hormoni-
geenit joko luovat uusia kasvihormonien biosynteesireittejd tai herkistdvit solut
kasvin omille hormoneille, niin ettd solunjakautumisten tuloksena infektiokohtaan
muodostuu joko dkdmisolukkoa tai tihedkarvaisia juuria. Opiinigeenit puolestaan
ohjaavat uusien typpipitoisten yhdisteiden, opiinien, synteesid. Infektoituaan isanta-
kasvin, eli siirettyddn T-DNA:nsa geenit toimimaan osana kasvisolujen perimas,
agrobakteerit eldvit dkdmidsolukon solunvilitiloissa ja pinnalla kédyttden siirto-
geenisten kasvisolujen erittdmié opiineja hiilen, typen ja energian ldhteend (Agrios
1988, Clare 1990).

Agrobakteerit etsiytyvdt luonnossa kasvien juuristoon juurieritteiden houkuttele-
mina (Shaw 1991), mutta kykenevit tavallisesti infektoimaan vain vahingoittuneita
kasvinosia. Syyni tdhin on ainakin osaksi se, ettd T-DNA:n siirto agrobakteerista
kasvisoluun tapahtuu Ti-plasmidin virulenssi (vir-) geenien ohjaamana ja vir-geenit
indusoituvat toimimaan haavoittuneiden kasvisolujen erittimien fenolien ja soke-
reiden vaikutuksesta. Vir-geeneilli on monenlaisia tehtdvid: Ne huolehtivat
T-DNA:n irrotuksesta Ti-plasmidista, sen pédéllystdmisestd kuljetuskuntoon ns.
T-kompleksiksi, ja siirtdmisestd kasvisoluun ns. vir-kanavan kautta. Vir-geenien toi-
mintaa sditelee kahden proteiinin muodostama systeemi, jossa bakteerin solu-
kelmussa oleva virA-proteiini tunnistaa signaalimolekyylit ja fosforyloi solulimassa
liikkkuvan virG-proteiinin. Fosforyloitunut virG kiinnittyy sitten vir-geenien sii-
telyalueille aktivoiden ne (Kuva 1) (Winans 1991, Zambryski 1992). Virulenssi-
geenien toiminta on olennaista agrobakteerien geeninsiirtokyvyn kannalta, ja kéy-
tettdessd niitd geeninsiirtovektoreina vir-geenien indusoinnista huolehditaankin
usein keinotekoisesti, esimerkiksi asetosyringonen avulla.
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Kuva 1. Virulenssi (vir-) geenien toiminta agrobakteerin infektoidessa isdntdkasvinsa. Vir-
geenit sijaitsevat samassa Ti-plasmidissa kuin agrobakteerista kasvisoluun siirtyvd T-
DNA. VirA- ja virG-proteiinit huolehtivat vir-geenien aktivoimisesta, ja muut vir-proteiinit
puolestaan T-DNA:n irrotuksesta, pddllystyksestd T-kompleksiksi ja kuljetuksesta
kasvisolun tumaan.

Kykeneeko agrobakteeri infektoimaan méntyé ?

Agrobakteerien tiedetdén infektoivan havupuita luonnossa erittdin huonosti. Labora-
torio-olosuhteissa on kuitenkin onnistuttu tuottamaan dk&maésolukkoja mm. moniin
kuusi- (Ellis ym. 1989) ja méntylajeihin (Morris ym. 1989, Stomp ym. 1990). Pun-
kaharjun tutkimusasemalla on testattu eri agrobakteerikantojen kykya infektoida eri-
ikdisid ménnyntaimia (Pinus sylvestris L.) sekd kasvihuone- ettd in vitro -oloissa.
Bakteerikantoina kiytettiin villityypin 4. tumefaciens-kantaa A281, sekd samaa
kantaa, johon on lisitty joko ylimédrdisid vir-geeneja (pTVK291) tai reportteri-
geenejd (pRT45). Kokeet tehtiin haavoittamalla taimien vartta bakteeripesikkeeseen
kastetulla veitselld, ja d&kdmien muodostuminen havainnoitiin parin viikon vilein.

Inokulaatiokokeiden tulosten perusteella (Kuva 2) voidaan sanoa, ettd agro-
bakteerien kyky infektoida méntyéd on heikko. Parhaat tulokset saavutettiin 4 kk:n
ikdisilla kasvihuonetaimilla ja supervirulentilla pTVK291-bakteerikannalla, mutta
téssikin tapauksessa vain reilut 20 % taimista onnistuttiin saastuttamaan. Akimien
muodostuminen kasvihuonetaimiin oli liséksi hyvin hidasta - silmin havaittavien
dkamien kasvuun saattoi kulua 4-6 kuukautta. /n vitro -oloissa dkdmit olivat havait-
tavissa jo 1-2 kuukauden kuluttua saastutuksesta, ja onnistumisprosentitkin olivat
parempia kuin samanikiisilld kasvihuonetaimilla. Merkillepantavaa oli myds se,
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ettd osa taimista kehitti dkdmén vasta toisena kasvukautenaan, yli vuoden kuluttua
alkuperiisestd inokulaatiosta. Niissd tapauksissa infektio lienee tapahtunut jo pian
saastutuksen jilkeen, mutta siirtogeeniset solut ovat alkaneet jakautua vasta myo-
hemmin, ehki liittyen kasvin hormonaaliseen tilaan. Méantyakamat olivat pienid, ja
useimmiten kiinnittyneet varteen "kaulan" vilitykselld. Rakenne lienee seurausta
siitd, ettd vain muutamat solut ovat alun perin transformoituneet ja ryhtyneet bak-
teeriperdisten geenien vaikutuksesta jakautumaan.
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Kuva 2. Akdmien muodostuminen eri-ikdisiin ménnyn in vitro- ja kasvihuonetaimiin agro-
bakteeri-inokulaatioiden jdlkeen. Saastutettujen taimien ikd vaihteli 2vk - 4 kk (n=450 in
vitro-ikdluokkaa kohden, ja n=240 kasvihuonetaimien ikdluokkaa kohden), ja kdytetyt bak-
teerikannat olivat A281, pTVK291 ja pRT45.

Miinnyn kemiallinen puolustus ja sen vaikutus agrobakteerien infektiokykyyn

Meiénty puolustautuu mikrobien ja hyonteisten hyokkéyksid vastaan erittimélld mm.
erilaisia fenoleita, pihkahappoja ja muita terpeeniyhdisteitd. Agrobakteeri-infektioi-
den kannalta mielenkiintoisia yhdisteitd ovat stilbeenit ja erddt monoterpeenit. Stil-
beenit ovat fenoliyhdisteisiin kuuluvat ryhmi, jolla tiedetdsn olevan anti-
mikrobiaalisia ominaisuuksia. Pinosylviini on tyypillinen ménnyssid esiintyvi
stilbeeni (Sjostrdm 1993). Haavoittaminen, esimerkiksi agrobakteeri-inokulaatioita
tehtédessd, vaikuttaa puolestaan suoraan erilaisten terpeeniyhdisteiden mé#ridin mén-
nyissd: pihkahappojen kokonaisméari lisddntyy (Gref & Ericsson 1985), ja mono-
terpeeneistd erityisesti o- ja B-pineenin méird moninkertaistuu nopeasti (Marpeau
ym. 1989). Yhtend syynéd huonoihin inokulaatiotuloksiin ménnyll4 saattavatkin olla
juuri ndméd kemialliset puolustusaineet, mitd ryhdyttiin selvittiméan kiyttien esi-
merkkeind stilbeenii ja o-pineeni.
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Stilbeenin ja a-pineenin vaikutusta agrobakteerien infektiokyvylle tutkittiin sekd
vir-geenien induktion ja sitd seuraavien geeninsiirtotapahtumien aikana. Vir-
induktiokokeessa kéytettiin agrobakteerikantoja, jotka siséltédvit virB-geenin
sddtelyalueen yhdistettynd reportterigeeni B-galaktosidaasiin (lacZ), niin ettd vir-
geenien aktivoitumista on helppo seurata. VirB::lacZ-fuusion liséksi ndissd kan-
noissa oli mukana myds joko tavallinen, villityyppinen virG tai jatkuvatoiminen
mutantti-virG, joka aktivoi muut vir-geenit virA-proteiinista riippumatta. Baktee-
reita kasvatettiin liemissd, joissa oli asetosyringonea vir-induktion aikaan-
saamiseksi, ja lisdksi joko stilbeenid, pineenid tai molempia, ja mitattiin lacZ-
reportterigeenin aktiivisuutta. Aineiden vaikutusta vir-induktion jélkeisiin tapah-
tumiin testattiin inokuloimalla alttiita puuvartisia iséntékasveja, koivuntaimia,
agrobakteerikannoilla A281 ja pTVK291, joita oli kasvatettu asetosyringonea sisél-
tavilld alustoilla vir-induktion varmistamiseksi. Inokulaatioiden jdlkeen haavoitus-
kohtia sumutettiin varovasti pdivittdin pineenilld, stilbeenilld tai ndiden seoksella
kuukauden ajan, ja verrattiin dkdmanmuodostumisprosentteja sumuttamattomiin
taimiin.

Pineeni ja stilbeeni eivit vihenténeet vir-induktiota (Kuva 3): Ilman vir-indusoria
kasvatetuissa villityypin bakteereissa /acZ-reportterigeenin aktiivisuus oli alhainen,
mutta nousi asetosyringonen vaikutuksesta. Jatkuvatoimisen virG-geenin sisaltd-
vissd bakteerikannassa /acZ-aktiivisuus oli melko korkea ilman vir-indusorin lisé-
ystdkin, ja asetosyringone tehosti vir-induktiota edelleen. Erikseen kasvatus-
liuokseen lisittyind pineeni ja stilbeeni eivdt merkitseviésti vaikuttaneet asetosyrin-
gonella aikaansaatuun aktiivisuuteen, mutta yhdessd kaytettyind ne lisdsivit
reportterigeenin toimintaa. Nayttadkin siltd, ettei agrobakteerien heikkoa kykya
infektoida ménty4 voida selittdd ainakaan nyt testattujen puolustusaineiden vaiku-
tuksilla vir-induktioon.

Pineenilld ja stilbeenilld oli vaikutusta my6s vir-induktion jélkeisiin tapahtumiin.
Kontrollikésittelyssi A281-kannalla saastutetuista koivuntaimista 92 % muodosti
dkdmain, ja pTVK291-kannalla inokuloiduista 79 %. Pineeni- tai stilbeenisumutus
vihensi #kdmidn muodostaneiden taimien osuuden A281-kannalla 41-66 %:iin,
mutta supervirulentilla pTVK291-kannalla prosentit laskivat vain hiukan, eli
67-79 %:iin. Ylimé#drdisid vir-geenejd sisdltdvilld pTVK291-kannalla saadut
tulokset viittaavat siihen, ettd méinnyn puolustusaineilla voisi olla vaikutusta
suoraan T-DNA:n siirtotapahtumiin. Bakteerikannan pTVK291 oletetaan tuottavan
normaalia suurempia méirid eri vir-proteiineja, mikd voi kumota pineenin ja
stilbeenin T-DNA:n siirtoa haittaavan vaikutuksen. Toisaalta kyse voi olla myds
siitd, ettd vaikkeivat aineet estdisikdin T-DNA:n siirtoa, ne saattavat ehk&istd
siirtogeenisten solujen jakautumista ja ndkyvén dkdamén kehittymista.
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Bakteerien kasvatusalusta

Kuva 3.Pineenin ja stilbeenin vaikutus agrobakteerien vir-geenien induktioon. Kokeessa
kaytettiin sekd villityyppisen virG- etti jatkuvatoimisen mutantti-virG-geenin sisdltdvid
bakteerikantoja, A281::pSY203 ja A281::pSY204, joissa lisdksi oli virB::lacZ-fuusio.
Bakteereita kasvatettiin LB-liemessd, johon oli lisctty asetosyringonen (AS) liscksi joko
pineenid (P), stilbeenii (SB) tai molempia, ja mitattiin lacZ-aktiivisuus. Molemmissa
bakteerikannoissa reportterigeenin aktiivisuus oli merkitsevdsti (p<0.05) alhaisempi ilman
vir-indusoria (a), ja nousi asetosyringonen vaikutuksesta. Merkitsevd (p<0.05) lisdys lacZ-
aktiivisuudessa havaittiin myos lisdttdessd sekd pineenid ettd stilbeenid kasvatusalustaan

(®).

Miintypistokkaiden juurrutus agrobakteerien avulla - geeninsiirroista kiytéin-
non sovellutus ?

Erds agrobakteeri-vélitteisen geeninsiirron sovellutuksista on geneettisen varttami-
sen tekniikka - pistokkaiden tai in vitro-versojen juurruttaminen Agrobacterium
rhizogenes -kantojen avulla. Menetelméssi pistokkaan tai verson tyvi saastutetaan
bakteerilla, jolloin muodostuvat juuret ovat todenndkéisesti siirtogeenisid. Tekniik-
kaa on menestyksellisesti kédytetty mm. poppelilla (Charest ym. 1992) ja useilla
hedelmipuulajeilla (Lambert ja Tepfer 1991, Rugini 1992). Jo juurtuneiden man-
teli- ja oliivipuiden juuriston kisittely agrobakteerilla puolestaan lisdsi puiden kas-
vua ja satoa, minki arveltiin johtuvan syntyneiden lisdjuurten aiheuttamasta hyvéstd
kuivuudenkestdvyydesté (Strobel & Nachmias 1985, Strobel ym. 1988). Juurtumista
on onnistuttu parantamaan agrobakteerikésittelylld my6s hasselpdhkinilld (Bassil
ym. 1991), lehtikuusella ja erdilld méntylajeilla (McAfee ym. 1993), mutta néissi
tapauksissa syntyneiden juurten ei ole voitu osoittaa olevan siirtogeenisia.

Punkaharjun tutkimusasemalla on tutkittu A. rhizogenes -kasittelyn vaikutusta
méntypistokkaiden juurtumiseen. Kasvimateriaalina tyossd kéytettiin FL Maija
Saloselta Metsinjalostussatioltd saatuja pistokkaita, jotka oli tuotettu ruiskutta-
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malla kaksivuotiaita emotaimia sytokiniinilla. Tutkimuksessa oli mukana kaikkiaan
22 méntygenotyyppid. Pistokkaita pidettiin ensin 20 tuntia auksiiniliuoksessa (IBA
100 mg/l), mink jélkeen niiden tyveen leikattiin tuore haavapinta, joka kastettiin
bakteeripesékkeeseen ennen pistimisti. Kontrollipistokkaat saivat pelkin IBA-
kasittelyn. - Bakteerikantana kokeissa oli A4, jossa lisdksi oli reportterigeeni
B-glukuronidaasi (GUS) intronin siséltdvéni versiona.

Agrobakteerikisitely paransi pistokkaiden juurtumista jonkin verran: Pelkilld IBA-
kasittelylld pistokkaista juurtui keskiméirin 16 (= 2.9) %, kun taas bakteeri-
saastutuksen jélkeen juurtuneiden osuus oli 24 (+5.1) %. Merkitsevisti kasvoi sel-
laisten pistokkaiden osuus, jotka eivit kasvattaneet juuria, mutta pysyivit hengissid
muodostaen myds usein kallusta pistokkaan tyvelle. IBA-késittelyssd néitd pistok-
kaita oli keskiméirin 23 (4.9 ) % ja bakteerikésittelyssd 45 (+5.9) %. Eri ménty-
genotyyppien vililld oli huomattavia eroja juurtumisessa (Kuva 4): Agrobakteeri-
saastutuksen tuloksena juurtui parhaimmillaan 80-90 % pistokkaista, kun taas IBA-
kisittelylld saavutettiin parhaimmillakin genotyypeilld vain noin 40 % juurtumis-
tulos. Toisaalta on huomattava, ettd joukossa oli myds genotyyppej4, joiden juur-
tumista bakteerisaastutus heikensi.
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Kuva 4.Madntygenotyypin vaikutus mikropistokkaiden juurtumiseen pelkdn auksiinikdsitte-
Iyn (IBA) ja agrobakteerisaastutuksen (A4::GUS-int) jilkeen. Juurrutettavien pistokkaiden
lukumddrd genotyyppid kohden vaihteli 19-48 kpl.

Opiinianalyysien ja histokemiallisen GUS-testin perusteella bakteerisaastutuksen
tuloksena muodostuneet juuret eivit ole siirtogeenisid. Bakteerikisittelyn juurtu-
mista parantava vaikutus voikin johtua T-DNA:n auksiinigeenien transientista,
hetkellisestd toiminnasta kasvisoluissa juurten muodostumisen alkuhetkind (van
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Wordragen ym. 1992) tai siit4, ettd siirtogeeniset solut stimuloivat juurten muodos-
tusta jakautumatta kuitenkaan itse. Liséksi agrobakteerit voivat edistié pistokkaiden
juurtumista muokkaamalla kasvualustaa joko parantamalla ravinteiden liukoisuutta
(Leyval ja Berthelin 1989) tai erittimailld itse kasvihormoneja, kuten auksiineja
(Kutéacek ja Rovenska 1991).

Mintypistokkaiden juurtumista voidaan tulosten perusteella parantaa 4. rhizogenes
-kasittelylld, paljolti kuitenkin puun genotyypisti riippuen. Kéytannén sovellutusten
kannalta saattaa olla yksinomaan hyvi asia, jos syntyneet juuret eivét kuitenkaan
ole siirtogeenisid. Kaisittelyn tehoa voitanee vield parantaa tutkimalla eri agro-
bakteerikantoja mahdollisimman infektiokykyisen kannan 16ytdmiseksi. Lisdksi on
mielenkiintoista néhdéd, voidaanko ménnyn kemiallinen puolustus agrobakteeri-
infektioita vastaan kiertdd esimerkiksi kdyttdmailld juurruttamiseen bakteerikantoja,
joiden virulenssigeenejd on muokattu.
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Kukkimattomien koivujen kehittiminen kukintospesifisten
geenien avulla
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Joensuun Yliopisto, Biologian laitos

Miksi kukkimattomia koivuja tarvitaan?

Geeninsiirtotekniikkojen kehittyminen on avannut kasvinjalostukselle aivan uusia
mahdollisuuksia. Geeninsiirtojen avulla kohdekasviin voidaan siirtdd tdysin uusia
ominaisuuksia tai muuttaa jokin olemassa oleva ominaisuus halutuksi. Perinteisestd
risteytysjalostuksesta poiketen geeninsiirtojen avulla voidaan muuttaa tasméllisesti
yksilon tiettyd ominaisuutta ja samalla sdilyttdd sen muut ominaisuusyhdistelmat
ennallaan. Tdméd on yksi geeninsiirtojen merkittdvistd eduista esim. jalostettaessa
metsdpuita, joilla mm. pitkd sukupolvenvili vaikeuttaa ja hidastaa jalkeldisvalintaa.
Geeninsiirrot antavat mahdollisuuden esimerkiksi lisdtd puiden taudin- ja kylmén-
kestdvyyttd tai vaikuttaa puuaineksen ominaisuuksiin kuten ligniinipitoisuuteen tai
jopa viriin. Suomessa tutkitaan parhaillaan mahdollisuuksia parantaa koivun hyon-
teis- ja sienitautiresistenssid geeninsiirtojen avulla (professori Kim von Weissenber-
gin ryhmd) sekd kehitetdédn ménnylle soveltuvia geeninsiirtomenetelmid (Aronen
ym. 1994a ja 1994b).

Testattaessa ja myShemmin mahdollisesti kasvatettaessa siirtogeenisid puita on
ensiarvoisen tarkedd estdd vieraiden geenien levidminen ympérsiviin luonnonpopu-
laatioihin, joissa uusilla, aikaisemmista huomattavastikin poikkeavilla omi-
naisuuksilla saattaa olla ennalta arvaamattomia vaikutuksia. Vaikka uudesta vuonna
1995 voimaan tulleesta geenitekniikkalaista ei vield olekaan kadytannon kokemuk-
sia, on ilmeistd, ettd testausvaiheessa esimerkiksi kestdvyyteen vaikuttavien siirto-
geenien levidmisti siitepOlyn tai siementen vilitykselld ei tulla hyviksyméddn. Tastd
syystd siirtogeenisten puiden testauksessa vilttimattomat kenttdkokeet joudutaan
lopettamaan ennen puiden kukkimista, eikd siirtogeenien vaikutuksia aikuisissa
yksiloissd voida tutkia.
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Ryhmidmme erddnd padmédrand on mahdollistaa siirtogeenisten koivujen turvalli-
nen testaus ja kasvatus luonnossa estdmailld niiden kukinta ja siten siementen ja
siitepdlyn muodostuminen. Tutkimuskohteeksi on valittu koivu, koska toisin kuin
esimerkiksi kuusella ja ménnylld, geeninsiirto- ja kloonausmenetelmét toimivat
koivulla hyvin ja niiden kdytt6d jalostuksessa ollaan jo tutkimassa. Koska puut
kuluttavat kukkien ja siementen tekoon melkoisen méérdn energiaa ja rakennus-
aineita, hidastaa kukkiminen niiden kasvua. Arviot kasvun vihenemisesti vaihtele-
vat puulajin ja mittaustavan mukaan 14-38 %:iin vuodessa (mm. Harper 1977 ja
Strauss ym. 1995). Kukkimisen ja siementuotannon tarkka kokonaisvaikutus koivun
puuaineksen tuottoon voidaan selvittdd luotettavimmin vertaamalla samaa
geneettistd alkuperdd olevien kukkivien ja kukkimattomien puiden kasvua.

Miten koivun kukkiminen voidaan estii?

Kukkiminen voidaan estdd molekyylibiologisin menetelmin yhdistelm4d-DNA-
tekniikkaa soveltaen. Niin tuotettuja siirtogeenisid kasveja voidaan lisdtd
kloonaamalla. Periaatteessa paras menetelméd kukinnan estdmiseksi olisi kukan
kehitykselle vilttimattoman geenin poistaminen tai sen rakenteen rikkominen.
Menetelmdi on kdytetty mikro-organismeilla ja eldimilld, mutta tarvittavien teknii-
koiden soveltamisesta kasveihin on vield varsin vihén kokemusta. Halutun geenin
ilmenemistd voidaan estdd myds nk. antisense-RNA-tekniikan avulla. Parhaimmil-
laan geenin ilmeneminen voidaan tdmén tekniikan avulla estdd tdysin, mutta usein
voidaan havaita jonkin verran geenituotetta (mm. Cannon ym. 1990, van der Meer
ym. 1992).

Toinen mahdollinen menetelma kukkimisen estdmiseksi on kdyttdd sytotoksiineihin
perustuvaa tuhogeenikonstruktia. Sytotoksiinit ovat entsyymejd, joiden synteesi
solussa aiheuttaa sen kuoleman. Tuhogeenikonstrukti voidaan tehdid liittdimalld
ainoastaan kohdesolukossa toimivan geenin séitelyalue sytotoksiinia koodittavaan
rakennegeeniin. Séitelyalue aktivoituu kun kohdesolukko alkaa muodostua, jolloin
solu alkaa tuottaa sytotoksiinia, joka aiheuttaa solun kuoleman. Kasveilla tihin tar-
koitukseen kaytettyjd sytotoksiineja ovat mm. erdit RNaasit ja erityisesti kurkku-
matdtoksiini A (DTA). Télld menetelmélld onkin jo saatu aikaan esimerkiksi hede-
ja emisteriilejd rapseja ja tupakoita (mm. Mariani ym. 1990, Goldman ym. 1994),
sekd mm. lituruoho, jolta puuttuvat heteet ja emit (Thorsness ym. 1993).

Sopivan siddtelyalueen 16ytdmiseksi ryhmdmme on eristiméssd koivusta geeneji,
jotka toimivat ainoastaan koivun hede- ja emikukintojen kehityksen alkuvaiheessa,
mutta eivit misséddn muissa solukoissa. Tavoitteena on irroittaa téllaisen geenin sii-
telyalue ja liittdd se ohjaamaan tuhogeenid. Nidin saatu yhdistelmégeeni siirretidin
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koivuun Agrobacterium-vilitteisesti. Kukintospesifisen séitelyalueen ohjaamana
tuhogeeni toimisi ainoastaan muodostuvissa kukan aiheen soluissa. saaden aikaan
ndiden solujen kuoleman, jolloin kukkia ei muodostuisi (kuva 1).

Vain kukinnoissa toim1va geeni (koivusta) Tuhogeeni (mists tahansa elidsta)
. '
N .
Sidtelyalue V Koodittava alue Siitelyalue \¢  Koodittava aluc
RIS
~ N N , ,I
~ ,
~ .
~ ’
~ N ,/
> _Vain kukinnoissa loimiva tuhogeeni, »
~ .
P 54

Siirretiin koivoua

Koivu kasvaa norm aalisti, mutta kukkia ei
muodostu, silld tuhogeeni alkaa toimia kukinnon
aiheissa estaen niiden jatkokehityksen.

Kukkimaton koivu

Kuva 1. Koivusta eristetdan kukintospesifisici geenejd, joiden sdcdtelyalueet liitetddn oh-
Jaamaan sytotoksiinia koodittavaa rakennegeenid. Yhdistelmdgeeni siirretddn koivuun,
Jjossa sytotoksiinin muodostuminen tuhoaa kehittyvien kukinnon aiheiden solukot.

Kukintospesifisten siitelyalueiden eristiminen
a) Kukan kehityksen siditelystd mallikasveilla

Viime vuosien geneettisten ja molekyylibiologisten tutkimusten mukaan kukan
kehitystd sddtelevidt mekanismit ndyttdvit geneettisesti erittdin tarkasti sdddellyiltd
ja hyvin samankaltaisilta eri kasvilajeissa. Kukinnan indusoituessa joko sisdisten tai
ulkoisten tekijéiden vaikutuksesta muuntuu ensimmaéisessé vaiheessa vegetatiivinen
meristeemi kukintomeristeemiksi, tdlloin lehtiasento ja haaroittuminen muuttuvat
usein kukinnolle tyypillisiksi. Témén jdlkeen kehittyvdt kukan aiheet ja niihin



96

edelleen kukan osat (verho- ja teridlehdet, heteet ja emit) sisédkkéisiksi kehiksi jérjes-
tdytyneind. Kukan kehitys voidaan jakaa kahteen vaiheeseen: varhaiseen, jolloin
kukkameristeemi ja kukan eri osien aiheet syntyvit ja myohdiseen, jolloin kukat eri
osat kehittyvit lopulliseen muotoonsa.

Kukan kehityst4 ohjaavia geenejd on tutkittu erityisesti leijonankidalla (Antirrhinum
majus, Schwarz-Sommer ym. 1990) ja lituruoholla (4rabidopsis thaliana, Bowman
ym. 1991). On havaittu, ettd kukintomeristeemin muodostuminen aloittaa geeni-
toiminnan, jossa toisiaan seuraavat geenit aktivoituvat tarkasti tietyssd jarjestyk-
sessd ja tietyissd soluissa. Ndmé hierarkkisesti aktivoituvat séddtelygeenit tuottavat
proteiineja, jotka sditelevdt muiden geenien aktiivisuutta kehittyvissd kukassa
(mm. Coen ja Meyerowitz 1991). Tdmén geenien vuoropuhelun avulla jakautuvat
meristeemisolut saavat tietoa sijainnistaan ja saavat aikaan ensiksi kukka-
meristeemien ja sitten kukan osien muodostumisen niiden oikeille paikoille. Useim-
mat ndiden geenien koodittamista proteiineista néyttdvidt olevan rakenteeltaan
samankaltaisia ja niille on yhteistdi mm. erittdin hyvin sdilynyt n. 57 aminohapon
pituinen sekvenssi, nk. MADS-homologia-alue, puhutaankin MADS-geeniperheestd
(kuva 2., mm. Coen ja Meyerowitz 1991). Kaikista tutkituista kasvilajeista on 16y-
detty useita timén geeniperheen jédsenié, joista suurin osa nédyttdd osallistuvan kukan
kehitykseen. Puuvartisista lajeista MADS-geenejid on 16ydetty tdhdn mennessd mm.
kuuselta, poppelilta ja eukalyptukselta (Tandre ym. 1995 seké Strauss ym. 1995).

MADS-box K-box

Kuva 2. MADS-proteiinin perusrakenne. Kuvaan on merkitty n. 57 aminohapon pituinen
hyvin konservoitunut MADS-alue sekd kasveista loydetyissd MADS-proteiineissa oleva n.
65 aminohapon mittainenvihemmdn konservoitunut nk. K-box-alue. Tyypillisen MADS-
proteiinin kokonaispituus on kasveilla noin 250 aminohappoa.

Pyrittdessd tuottamaan tdysin steriilejd puita ensisijaisen kdyttokelpoisia ovat kukan
kehityksen varhaisvaiheessa toimivat geenit Tahdn mennessd mallikasveista on
kloonattu ja karakterisoitu useita kukan varhaisvaiheessa toimivia geeneja (Meeks-
Wagner 1993). Varhaisimmat ndistd ovat keskenddn homologiset lituruohon
LEAFY- ja leijjonankidan FLO-geenit, jotka eivdt ole MADS-geeniperheen jdsenii
(Weigel ym. 1992 ja Coen ym. 1990). Nami geenit ovat vilttiméttomid kukan
aiheen kehitykselle ja ilmeisesti sditelevat muiden kukan kehitystd ohjaavien gee-
nien toimintaa. Myds lituruohon API- ja leijonankidan SQUA-geenit ovat tarpeen
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kukka-aiheiden muodostuksessa. Ilman nédiden geenien aktivaatiota kukkia ei muo-
dostu (Hujser ym. 1992 sekd Mandel ym. 1992).

Varsinaisia kukan eri osien erilaistumista sdételevid nk. homeoottisia geeneji tunne-
taan myos useita. Esimerkiksi lituruoholla on havaittu vihintddn neljan eri geenin
(APETALA2, APETALA3/PISTILLATA ja AGAMOUS) toiminnan olevan valttdma-
tontd, jotta kukan eri osat muodostuvat normaalisti. Jokainen nidistd geeneist toimii
kahdella vierekkiiselld kehdlld ja aktiivisina ndgmé geenit saavat yhdessd aikaan
oikean kukan osan muodostumisen oikeaan paikkaan (mm. Bowman ym.1991 ja
Coen & Meyerowitz 1991). Esimerkiksi verholehdet muodostuvat APETALA 2:n
toimiessa yksinddn, terdlehtien muodoestumiseen tarvitaan APETALA2:n lisdksi
APETALA3/PISTLLATA -geenien aktiivisuus, heteiden muodostumiseen tarvitaan
sekd APETALA3/PISTLLATA ettdi AGAMOUS-geenien aktiivisuus ja emit erilaistu-
vat kun AGAMOUS toimii kehilld yksin (kuva 3). Kaikkien ndiden geenien aktiivi-
suuden puuttuessa kukan eri osien paikalle muodostuu lehtid. Vastaavia geenejd on
16ydetty myds useilta muilta kasvilajeilta (mm. Schmidt ym. 1993 ja Pnueli ym.
1991, Tandre ym. 1995). Kukan muodostukseen osallistuu em. liséksi my6s monia
muita geeneji, esimerkiksi petunialta [6ydetty FBP2 nédyttdd toimivan edelld maini-
tuista poiketen kolmella eri kehalla: terdlehdissd, heteissd ja emeissd (Angenent ym.
1992). Vastaava geeni on 16ydetty mm. kuuselta (DAL, Tandre ym. 1995).

Teralehdet

apetala2 Verholehdet

Kuva 3. Malli kukan osien erilaistumista scictelevien geenien toiminnasta lituruoholla. Ku-
kan osien muodostukseen tarvitaan ainakin nelji geenid, joista kukin vaikuttaa kahdella
vierekkdiselld kehclld.
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b) MADS-geenien eristiiminen koivusta

Télla hetkelld ryhmé&mme on eristdméssd rauduskoivun kukinnoista geenejd, joiden
ségtelyalueet toimivat vain kukinnoissa ja jotka siten soveltuisivat edelldmainittujen
tuhogeenikonstruktien tekemiseen. Tutkimuksessa on kéytetty apuna tunnettujen
MADS-geenien hyvin sdilyneitd DNA-sekvenssejd. Ndiden sekvenssien perusteella
suunniteltiin alukkeet, joiden avulla monistettiin kehittyvistd koivun kukinnoista
eristetysti mRNA:sta RT-PCR:n (reverse transcription PCR) avulla 700-900
nukleotidin mittaisia ¢cDNA-klooneja, joista osa sekvenssoitiin. Kolme kloonia
osoittautui sekvenssivertailuissa keskendén samankaltaisiksi. Ne muistuttivat suu-
resti mm. leijonankidan SQUA ja lituruohon AP I-geenejd (kloonit 3,4 ja 5, kuva 4).
Yksi klooneista (klooni 1) muistutti mm. petunian FBP2:ta (kuva 4). Niiden
osittaisten cDNA-kloonien avulla on nyt eristetty vastaavat tdysimittaiset cDNA-
kloonit kehittyvistd emikukinnoista tehdyistd cDNA-kirjastoista.

Eristettyja cDNA-klooneja vastaavien geenien ilmentymistd on tutkittu Northern-
hybridisaatioiden avulla. Tulosten mukaan kahta kloonia (kloonit 1 ja 5) vastaavat
geenit ndyttiisivit ilmentyvin vain kukinnoissa. Sen sijaan kaksi geenid (klooni 3 ja
4) ndyttdisivdt ilmentyvdn kukintojen lisiksi heikosti myds kasvullisissa osissa.
Kukinnon muodostumisen estdvien geenikonstruktien laatimiseen valitaan kuiten-
kin vain tdysin kukintospesifisid geenejé.

Koivun kukkaspesifisten geenien tutkimuksen tekevit erityisen mielenkiintoiseksi
my0s useat koivun kukkien ominaispiirteet. Useimmista tutkituista lajeista poiketen
koivun kukat ovat yksineuvoisia, ts. heteet ja emit kehittyvit erillisiin kukintoihin.
Koivun tuulipélytteisten kukkien rakenne on useisiin muihin kasvilajeihin verrat-
tuna hyvin pelkistynyt: hedekukka muodostuu kolmiosaisen norkkosuomun alla
olevista heteistd ja emikukka suojasuomun alla olevasta sikidimestd luotteineen
(Lagerberg ym. 1938). Varsinaisia verho- tai terélehtid tai selvisti erottuvia kehis ei
koivulla ole (Mékinen ym. 1964). Kiinnostavaa onkin selvittdd, missd koivun
kukan osissa vaikuttavat sellaiset geenit, joiden homologien funktio on tarkkaan
selvitetty muilla lajeilla ja mitkd geenit saavat aikaan yksineuvoisuuden. Tutkimuk-
sen erddnd tavoitteena on seurata myos kukintaa ohjaavien geenien toimintaa koi-
vun kukinnoissa niiden koko kehityksen ajan, joka kestéi 14hes vuoden.
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Kuva 4. Eri kasvilajien MADS-proteiinien aminohappojdrjestyksen vertailun perusteella
laadittu dendrogrammi. Vertailussa keskendicn samankaltaiset proteiinit ryhmittyvdit

lahekkdin. Vertailussa koivun liscksi olevien lajien proteiinisekvenssit on saatu kansain-
vdlisistd sekvenssitietokannoista.
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Jatkotutkimukset

Jatkossa pyrimme eristdméin kukintopesifisia cDNA-klooneja vastaavien geenien
sadtelyalueet, minkd jalkeen niiden toimintaa testataan esimerkiksi sditelyalue-GUS
-reportterigeenikonstruktien avulla. Aluksi kéytetdéin geenipyssyd ohimenevéin
ekspression selvittdmiseen koivun eri osissa, myohemmin tehddén pysyvid Agro-
bacterium-vilitteisid transformaatioita. T&lld varmistetaan, ettd alkuperdisestd
yhteydestd irroitettunakin séddtelyalue toimii tehokkaasti vain kehittyvissd kukassa
muttei kasvullisissa osissa. Ndiden kokeiden avulla saadaan myds perustietoa koi-
vun kukintaan vaikuttavien geenien sdételysté ja toiminnasta. Vasta siételyalueiden
huolellisen karakterisoinnin ja testausten jilkeen voidaan aloittaa tuho-
geenikonstruktien siirtdminen koivuun.

Koivut kukkivat luonnollisissa olosuhteissa vasta 5-10 vuoden ikiisind, miké hidas-
taa huomattavasti geenikonstruktien testausta luonnossa kasvavissa koivussa. Sak-
sassa on kuitenkin risteyttimalld kehitetty varhain kukkivia rauduskoivuja (Stern
1961). Olemme kasvattaneet ndiden koivujen siemenistd taimia, joista 11 varhim-
min kukkivaa on mikroliséitty. Pyrimme edelleen nopeuttamaan ndiden koivu-
kloonien kukkimista kasvattamalla niitd korkeassa hiilidioksidipitoisuudessa
(1500 ppm) ja jatkuvassa voimakkaassa valossa (>10 000 luksia, Altonen 1976).
Téssd nk. vauhtikukituksessa varhaisimmat kloonit kukkivat keskiméérin 4-6 kk:n
kuluttua juurruttamisesta alle metrin mittaisina. Alustavien tulosten perusteella
ndmé nk. minikoivukloonit toimivat hyvin myds geeninsiirroissa, joten ne nayttavét
soveltuvan erinomaisesti geenikonstruktien testaukseen.

Tédmén hetken molekyylibiologisen tietimyksen ja ryhmdmme saamien tulosten
perusteella kukkimattomien koivujen aikaansaamiselle on olemassa hyvit edelly-
tykset: olemme identifioineet koivusta jo kaksi todenndkdisesti vain kukinnoissa
ilmenevai geenid, joiden sditelyalueita voidaan nyt ryhtyé eristamdin. Geeninsiirrot
koivuun onnistuvat hyvin ja nuorena kukkivilla minikoivuilla voidaan varsin nope-
asti testata erilaisia tuhogeenikonstrukteja.
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Metsantutkimus uusissa puissa:
monistusta ja molekyyleja
Metséntutkimuslaitoksen tiedonantoja 574

Koivun otsonivaurioiden mekanismeista

Jaakko Kangasjarvi, Markus Kiiskinen, Riikka Pellinen ja Jaana Tuomainen

Kuopion yliopisto, Ekologisen ympéristotieteen laitos

Johdanto

Koivu, joka kisittdd noin 16% metsialasta, on ainoa taloudellisesti tirked lehtipuu
Suomessa. Se on térked vanerin, paperin ja huonekaluteollisuuden raaka-aine. Koi-
vulla on myds térked rooli metsdekosysteemeissd ja se tulee hyGtyméan ennuste-
tusta ilmaston ldmpenemisestd. Koivu on altis useille sienitaudeille ja herbivoreille
ja tutkimuksissa on myds tunnistettu selvdd herkkyyttd ilmakehin kohonneelle
otsonipitoisuudelle. Ndiden ominaisuuksien geneettinen ja molekulaarinen tausta
koivussa on ldhes tuntematon. Kyseisten ominaisuuksien ja niihin vastaavien
puolustusmekanismien sditelyn tunteminen auttaa jalostustydssd ja suotuisien
ominaisuuksien valinnassa, silld jalostuksellisesti ominaisuuksiin pystytddn vaikut-
tamaan parhaiten sddtelytekijoiden kautta.

IImakehén kohonnut otsonipitoisuus on teollistuneiden maiden ilmansaasteista
laajimmalle levinnein (Krupa ja Manning 1988). Vallitsevat otsonipitoisuudet eivét
tavallisesti aiheuta nékyvid vaurioita kasveissa mutta viime vuosina alemman ilma-
kehén otsonikonsentraatio Euroopassa on kohonnut (Penkett 1984) ja useissa
maissa on mygs mitattu lyhytkestoisia otsonipiikkejd (Derwent 1990), jotka voivat
vaurioittaa herkkid kasveja. Otsoni aiheuttaa kasveissa sadon alentumista ja sitd
epdilldan yhdeksi merkittavaksi tekijédksi Keski-Euroopan ns. "uudessa" metsé-
vauriotyypissd. Otsoni vaikuttaa kasveihin kahdella tavalla: pitkdkestoisen
matalapitoisen altistuksen vaikutus kohdistuu pédasiassa kasvin fysiologisiin tapah-
tumiin ja metaboliaan, kuten fotosynteesiin (=kasvun heikkeneminen, satotappiot),
ilman havaittavien solukkovaurioiden syntyd (Darrall 1989), kun taas kasvin
lyhytaikainen altistuminen korkeille otsonipitoisuuksille johtaa nékyviin vaurioihin
(Kangasjarvi ym. 1994).
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Otsoni aiheuttaa kasveissa solukkovaurioita - mekanismi on tuntematon

Kasvien herkkyys otsonille vaihtelee seki eri lajien ettd eri yksildiden vililld. Osa
vaihtelusta johtuu ympérdivistd olosuhteista mutta myds geneettisilld tekijoilld on
suuri osuus. Otsonivaurioita on tutkittu kasveissa jo 50-luvulta saakka mutta viel4-
kddn ei kuitenkaan tiedetd, miten otsoni aiheuttaa solukon nekroosia kasveissa.
Vaikutusmekanismiksi voidaan esittd4 neljdd vaihtoehtoa (Kangasjdrvi ym. 1994):
1) Otsonin tai sen sivutuotteiden aiheuttama suora fysikaalinen vaurio, joka johtaa
solujen kuolemaan; 2) otsonin tai sen sivutuotteiden aiheuttamat haitalliset
vaikutukset solujen metaboliaan johtaen solukuolemaan; 3) hypersensitiiviseen
reaktioon liittyvén ohjelmoidun solukuoleman indusoituminen; tai 4) ennenaikaisen
vanhenemisen indusoituminen.

Otsoni tunkeutuu lehtien solunvileihin ilmarakojen kautta (kuva 1. a). Soluvili-
tilassa otsoni reagoi nopeasti soluseinin komponenttien kanssa, jolloin muodostuu
erilaisia aktiivisia happiradikaaleja, kuten hydroksyyli-ioneja, superoksidi-happea ja
vetyperoksidia (Kuva 1. b), jotka vaurioittavat solujen rakenteita. Kaikki ndmi
reaktiot tapahtuvat solukalvon ulkopuolella, eikd otsonin tai sen sivutuotteina
syntyvien happiradikaalien uskota kulkeutuvan solukalvon ldpi solujen sisdén.
Solukalvon ulkopuolelta, apoplastisesta tilasta vilittyy tieto vaurioista solujen
tumiin, joissa kdynnistyy useita puolustusmekanismeja geenitasolla (Kangasjirvi
ym. 1994). Eldinsolussa vetyperoksidi toimii toisioldhettind. Esimerkiksi useat
hormonin ja reseptorin viliset vuorovaikutukset sditelevit solukalvon redox-ent-
syymejd, jotka kykenevét tuottamaan signaalia eteenpdin vélittdvad vetyperoksidia.
Samankaltaisia solukalvon redox-komponentteja on kuvattu myos kasveilla (Mehdy
1994) ja ne voivat jopa olla ldheisessd yhteydessd hormonireseptoreihin (Apostol
ym. 1989). On siis mahdollista, ettd otsonin vaikutuksesta syntyvét happiradikaalit
sadtelevit kasvisolujen puolustusjérjestelmid vastaavanlaisen mekanismin kautta.

Otsonin ja patogeenien heriittimit puolustusreaktiot kasveissa ovat hyvin
samankaltaisia

Kasvisolun membraania ympéaroivélld soluseindlld ja sen rakenteilla, apoplastilla,
on keskeinen rooli kasvin puolustuksessa. Sen on todettu olevan toisaalta puolustus-
reaktioita indusoivien signaalien syntypaikka sekd toisaalta kohde, johon monet
puolustukseen liittyvét proteiinit kerddntyvidt. Paikalliset tapahtumat solukko-
vaurion tai patogeenin invaasiokohdan ldheisyydessd laukaisevat nopean ja voi-
makkaan systeemisen vasteen, johon liittyy hyvin koordinoitu geenitoiminnan
sadtely. Paikalliseen puolustukseen liittyy monissa tapauksissa myds hypersensi
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Kuva 1. Otsonin kulkeutuminen kasvien lehtiin ja happiradikaalien muodostuminen otso-
nista. A. Otsoni tunkeutuu lehteen ilmarakojen kautta. B. Otsoni reagoi soluseincn kompo-
nenttien kautta tuottaen happiradikaaleja ja vetyperoksidia plasmamembraanin ulko-
puolella. Tdasta vdlittyy katkoviivalla esitettyd, osittain tuntematonta signaalinvilitys-
mekanismia pitkin tieto tumaan, jossa useita puolustussysteemeji koodaavia geenejd akti-
voituu. Kuvassa on myos osoitettu happiradikaaleja poistavien entsyymien solun sisdinen
sijainti (SOD - superoksididismutaasi, AP - askorbaattiperoksidaasi, GR - glutationireduk-
taasi)

tilvinen vaste (HR =hypersensitive response), jossa vaurion tai infektion léhi-
alueella tapahtuu nopea ohjelmoitu solukuolema sekd useiden puolustusgeenien
aktivoituminen (Bowles 1990).

Otsonialtistuksen kdynnistdmét kasvin yleiset puolustusreaktiot (Kangasjarvi ym.
1994) ovat hyvin samanlaisia kuin muiden stressitekijoiden, kuten lampo- tai
kylmaéstressin, kuivuuden, tai haavoittamisen aiheuttamat reaktiot (Bowles 1990).
Se myos vaikuttaa samoihin aineenvaihduntateihin ja indusoi samoja entsyymeja.
Kohonneen otsonipitoisuuden on havaittu mm. lisddvén stressietyleenin tuottoa,
vaikuttavan polyamiinien metaboliaan ja aiheuttavan useiden entsyymien (esim.
superoksididismutaasi ja glutationireduktaasi, peroksidaasit ym.) aktivaatiotason
nousua.

Kun tarkastellaan tilannetta, jossa ilman otsonipitoisuus kasvaa nopeasti, kasvin
reaktiot otsonialtistukseen voidaan jakaa kolmeen vaiheeseen (Eckey-Kaltenbach
ym. 1994). Ensimmadiset, nopeimmat reaktiot tapahtuvat 0-3 ensimmdéisen tunnin
aikana. Toisen vaiheen reaktiot tapahtuvat tyypillisesti 6-12 tuntia otsonialtistuksen
alkamisen jalkeen. Kolmannen, my6héisimmén vaiheen reaktiot tapahtuvat 12-24
tuntia altistuksen alkamisen jilkeen ja liittyvit padasiassa solukkovaurion muodos-
tumiseen.
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Olemme aloittaneet kesélld 1992 tutkimushankkeen, jonka kuluessa olemme tutki-
neet otsonialtistuksen kahdessa otsoniherkkyydeltddn toisistaan poikkeavassa
koivukloonissa (Betula pendula Roth, kloonit KL-2-M ja KL-5-M) herittdmii re-
aktioita kemiallisella-, biokemiallisella- sekd geenitasolla (Pellinen ym. 1993; Tuo-
mainen ym. 1996). Kiinnostuksemme kohteena on ollut useita otsonin indusoimia
entsyymejd koodaavia geenejd, joilla voi olla merkitystd kasvin puolustautumisessa
otsonin aiheuttamia vaurioita vastaan. Olemme eristdneet koettimia ja tutkineet ndi-
den entsyymien otsoni-induktiota transkriptiotasolla. Lisdksi olemme mitanneet
polyamiinien ja useiden fenyylipropanoidien konsentraatioita sekd useiden
puolustukseen mahdollisesti osallistuvien entsyymien aktiivisuuksia otsonialtiste-
tuista kasveista. Tutkimamme prosessit edustavat kaikkia kolmea ylldmainittua vai-
hetta. Suoritettujen kokeiden tarkoituksena on ollut selvittdd, millaisia eroja ky-
seisten kloonien vélilld on biokemiallisissa ja geenitason vasteissa kaytettdessd
otsonipitoisuuksia, jotka aiheuttavat herkdssd kloonissa solukkovaurioita. Tau-
lukossa 1 on yhteenvetona koottuna kokeiden tuloksia.

Taulukko 1. Kasvatuskammioissa otsonille altistetuissa koivuklooneissa havaittuja geeni-
tason ja biokemiallisia muutoksia sekd vaurioiden kehittyminen (Tuomainen ym. 1996).
Koivut kasvatettiin puhtaassa ilmassa, neliviikkoiset lehdet altistettiin yhdelle 8 tunnin
pituiselle otsonipiikille (150 ppb). Ajat on ilmoitettu tunteina otsonialtistuksen alusta.
Koivuklooni KL-5-M on otsoniherkkd ja KL-2-M otsonia kestivd. Kdytetyt lyhenteet: aco,
ACC oksidaasin geeni; rbcS, Rubiscon pienen alayksikon geeni; pal, fenylalaniiniammo-
niumlyaasin geeni; SOD, superoksididismutaasiaktiivisuus; POX, peroksidaasiaktiivisuus;
GR, glutationireduktaasiaktiivisuus.

0-3h 6-12 h 12-24 h 48 h

KL2 | KL5 | KL2 | KL5 | KL2 | KLS | KL2 | KL5
aco ++ ++
rbeS - - - - -
puolustusreaktiot, pal +++ +++ + +
SOD ++ +
POX + a— +
GR + + 4+ ++
putreskiinipitoisuus + ++
membraanien ldpéisevyys -+ +++
vetiset laikut ++
solukon nekroosi ++
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Nopeat reaktiot - etyleenin synteesi

Stressietyleenin tuotto on yksi ensimmdisid kasveissa havaittavia vasteita otsoni-
altistuksen jalkeen ja my6s koivulla suorittamissa kokeissamme olemme havainneet
yhtéd etyleenisynteesid sddtelevad entsyymid, ACC oksidaasia, koodaavan geenin
(aco) nopean induktion. Etyleenin synteesi metioniinista tapahtuu S-adenosyyli-
metioniinin (SAM) ja l-aminosyklopropaani-1-karboksyylihapon (ACC) kautta
(kuva 2.). SAM-syntetaasi muodostaa metioniinista S-adenosyylimetioniinia, jota
kdytetdin soluissa useaan eri tarkoitukseen. Etyleenisynteesid p#dasiassa
kontrolloiva entsyymi on sytosolin liukoinen 1-aminosyklopropaani-1-karboksyyli-
happo-syntaasi (ACC-syntaasi), joka katalysoi ACC:n synteesii SAM:sta. ACC-
oksidaasi (ethylene forming enzyme, EFE) katalysoi edelleen ACC:n konversiota
etyleeniksi.

| STRESSI ‘
| SR |
N
& o O
Vi 7 \_/‘ N N
Y 2 | S 4 °
-~ AN
SAM syntetaasi ACC-syntaasi ACC-oksidaasi N .
SAM etyleeni
MET ‘ > ACC > ty

‘C) (MACC) | \ [ sekundaariset ‘
‘ [ séaatelytoiminnot

polyamiinit i —
| | signaalinvalityksessa J

) ) |
puolustusgeenien | '
induktio |

| ['kasvunja kehityksen |
saately

Kuva 2. Etyleenin biosynteesireitti, sitd sddtelevid tekijoitd ja etyleenin vaikutuskohteita
kasveissa. MET = metioniini; SAM = S-adenosyylimetioniini; ACC = I-aminosyklo-
propaani-1-karboksyylihappo; MACC = malonyyli-ACC.

ACC-syntaasin geenejd ja cDNA-klooneja on eristetty useista kasveista. ACC-syn-
taasi esiintyy useina eri tavoin sdddeltyind isoentsyymeind (Kende 1993).
ACC-syntaasin isoentsyymien geenit responsoivat eri tavoin etyleenisynteesin
induktoreihin, kuten auksiiniin ja haavoittamiseen, mutta myds koordinoitua
aktivaatiota on havaittu. ACC-syntaasin geenit ovat paikoin hyvin konservoituneita
ja geenien vilinen homologia on suurempi eri kasvilajien samaan induktoriin
responsoivien geenien vililld kuin yhden kasvilajin geeniperheen sisilld (Liang ym.
1992). Useimmissa tilanteissa etyleenisynteesin geneettinen sédtely néyttdisi
kohdistuvan ACC-syntaasin transkriptiovaiheeseen, mutta myds vidhemmin
tutkitulla ACC-oksidaasilla on havaittu eri tavoin geneettisesti sdddeltyjd



108

isoentsyymeji (Holdsworth ym. 1988), joita koodaavat geenit indusoituvat stressin
seurauksena (Kim ja Yang 1994).

Stressietyleenin merkitys kasvin otsoniherkkyydessii ja puolustusvasteessa

Kaasumainen kasvihormoni etyleeni on ns. stressihormoni. Sen synteesi kiihtyy
ldhes kaikkien stressitilanteiden seurauksena ja silld on tdrked rooli stresseihin
vastaavien puolustusmekanismien s#itelijind (Kende 1993). Stressietyleenin muo-
dostumisen on myds esitetty olevan erds ratkaisevista kasvien otsoniherkkyyteen
vaikuttavista tekijoistd (Mehlhorn ja Wellburn 1987; Langebartels ym. 1991), mutta
geenitasolla tdtd mekanismia ei ole vield tutkittu. Otsonin liséksi etyleenin synteesid
indusoivat monet muut stressitekijét, kuten haavoittaminen, patogeeni-infektio, UV-
valo, hapettomuus, kuumuus, kylmyys ja kemialliset tekijit (Abeles ym 1992).
Etyleenisynteesi on osallisena useiden puolustusvasteiden aktivoinnissa, mutta sen
tarkkaa roolia ndissd tilanteissa ei kuitenkaan vield tdysin ymmaérretd (Dixon ja
Lamb 1990). Etyleenin tiedetdén aktivoivan useita puolustusgeenejd, kuten
esimerkiksi happiradikaaleja tuhoavia entsyymejd koodaavia geenejd (Mehlhorn
1990), fenyylipropanoidien biosynteesii sditelevid geeneja (Ecker ja Davis 1987) ja
patogeenisten sienten ja bakteerien soluseinid hajoittavien lyyttisten entsyymien
geenejd, ns. PR-proteiineja (Eyal ym. 1992). Myos otsonialtistuksen on havaittu
indusoivan kaikkia niitd geenejd (Kangasjarvi ym. 1994). Etyleeni ei kuitenkaan ole
ainoa ndiden geenien aktivaattori, silld ndilli on myos etyleenistd riippumattomia
sadtelymekanismeja.

Etyleenin synteesin geenitason séitelyéd on tutkittu viime vuosina erittdin runsaasti
hedelmien kypsymisen ja kukkien lakastumisen yhteydessd, koska etyleeni toimii
ndiden prosessien kdynnistdjand. Tilld alalla tutkimus on ollut intensiivistd sovel-
lutuksellisien ndkokohtien vuoksi (Theologis 1992), joten suurin osa etyleeniin liit-
tyvastd tutkimuksesta, ja siten myos etyleeniin liittyvd geenitutkimus, kohdistuu
hedelmékasveihin ja leikkokukkiin. Puista etyleenin synteesid sdételevid geenejd on
eristetty vain omenasta, jossa kiinnostuksen kohteena on kuitenkin hedelmén
kypsymisen sdidtely. Ryhméssimme on eristetty kolme koivun etyleenisynteesid
sddtelevin -entsyymin, ACC-oksidaasin cDNA-fragmenttia polymeraasiketjureak-
tion avulla (kuva 3) kédyttden samoja alukkeita, joilla herneen ACC-oksidaasin
cDNA on eristetty (Peck ym. 1993). Southern-analyysi osoittaa myds, ettd koivussa
on kolme ACC-oksidaasin geenid. Tdm4i tarjoaa erittdin hyvit 1dhtokohdat tutkia
stressien aiheuttaman etyleenisynteesin geenitason sdételyd ja etyleenin merkitystéd
yleisten puolustusmekanismien séételijédnd koivussa.
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Kuva 3. Eristetyistd koivun ACC oksidaasin (BpACOI-3) cDNA-fragmenteista mddritetty-
jen aminohappojdrjestysten vertailu keskenddn ja tomaatin ACC oksidaasin (LeACOI),
(Hamilton ym. 1990) aminohappojdrjestykseen. Aminohappojdrjestyksessd on kdytetty
yksikirjainkoodia. Aminohappojen identiteetti on osoitettu pystyviivalla (|) ja konserva-
titvinen aminohapposubstituutio kaksoispisteelld.

Seké otsonialtistetuissa, ettd haavoitetuissa koivunlehdissd ACC-oksidaasin l4hetti-
RNA tasot nousivat jo muutaman ensimmaéisen tunnin aikana. Olemme kéytténeet
otsonin aiheuttaman etyleenin synteesin geenitason sditelyn tutkimisessa myds
tomaattia, jossa on mahdollista tarkastella kaikkien etyleenisynteesin entsyymien
geenejd (Tuomainen, Kangasjdarvi, Betz, Ernst, Langebartels ja Sandermann,
kasikirjoitus valmisteilla). Tomaatilla tehdyissa kokeissa kaikkien etyleenisynteesin
geenien ldhetti-RNA-tasot nousivat. Vilittomaésti otsonialtistuksen jilkeen reagoi
ACC oksidaasi, jonka mRNA tasot olivat jo laskemassa kun muiden geenien
mRNA tasot vasta nousivat. Koivussa ACC oksidaasin geeni reagoi vastaavalla
nopeudella. Ndmd molemmat tulokset vahvistavat viimeaikoina voimakkaammin
esille tullutta ACC-oksidaasin merkitystd etyleenisynteesin séitelyssd ja tulevissa
kokeissa aiommekin tarkastella ACC-oksidaasin roolia puissa etyleenivilitteisten
reaktioiden séételijéna.

Keskinopeat reaktiot - puolustusmekanismien aktivoituminen

Fenyylipropanoidien biosynteesireitti (Kuva 4) on yksi parhaiten tunnettuja kasvien
sekundaarimetabolian biosynteesireittejd. Reitin lopputuotteilla on useita térkeitd
tehtdvid kasveissa; esimerkiksi ligniini soluseinien vahvuuden lisddjand, kumariinit
ja stilbeenit kemiallisen puolustuksen osana, flavonit ja flavonolit mm. UV-B-
sdteilyd absorboivina pigmentteini ja antosyaniinit varipigmentteind. Kasveissa
fenyylipropanoidireitti on arviolta 500 miljoonaa vuotta vanha ja se on rakenteel-
taan ja sddtelyltdéin sidilynyt ldhes muuttumattomana koko kasvikunnassa. Reitin
ensimmdistd reaktiota katalysoi fenylalaniini-ammoniumlyaasi (PAL), joka samalla
sditelee koko reittid. PAL:n sddtely tapahtuu geenitasolla ja pal onkin hyvin usein
kdytetty malligeeni kasvien ohjelmoitujen puolustusreaktioiden kdynnistymisen
indikaattorina.
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Kuva 4. Fenyylipropanoidien biosynteesireitti kasveissa. Kdytetyt lyhenteet: Phe, fenylala-
niini; CA, kanelihappo, 4-CA, 4-kumaryylihappo, CaA, kahvihappo,; FeA, ferulihappo;
SiA, sinappihappo; SA, salisyylihappo. Entsyymit: PAL, fenylalaniiniammoniumlyaasi;
OMT, orto-metyylitransferaasi; 4-CL, 4-kumaraatti-CoA ligaasi; CHS, kalkonisyntaasi;
STS, stilbeenisyntaasi; CAD, kinnamyylialkoholidehydrogenaasi; DFR, dihydroflavono-
reduktaasi.

Otsoni indusoi useita fenyylipropanoidien biosynteesireitin haaroja. Otsonialtistuk-
sen on todettu indusoivan kasveissa ligniinisynteesid (Galliano ym. 1993), stilbeeni-
synteesid (Rosemann ym. 1991) seki flavonoidien ja kumariinien synteesi (Eckey-
Kaltenbach ym. 1993, 1994). Olemme eristéneet koivusta koko fenyylipropanoidi-
reittid sddtelevdan PAL:n ja flavonoidien haaraa sditelevin kalkonisyntaasin (CHS)
geeneistd polymeraasiketjureaktiolla koettimet (Tuomainen ym. 1996). Nailld
geenikoettimilla on analysoitu kyseisten geenien sédtelyd otsonialtistetuissa,
haavoitetuissa ja UV-B-altistetuissa koivun lehdissa.

Seki otsoni, ettd haavoittaminen indusoivat fenylalaniiniammoniumlyaasia koodaa-
vaa geenid koivussa samalla tavalla. Ennen otsonialtistusta PAL:n ldhetti-RNA-
tasot olivat ldhes havaitsemattomat. Altistuksen seurauksena PAL:n ldhetti-RNA
tasot nousivat voimakkaasti kahdeksan tunnin kohdalla ja laskivat heti sen jilkeen
(Taulukko 1). Toinen, matalampi mRNA-tasojen huippu oli 24 tunnin kuluttua
altistuksen aloittamisesta, jolloin my0s ensimmdiset nédkyvét lehtivauriot olivat
havaittavissa. pal-aktivaation ajoittuminen oli samanlainen kuin monissa muissa
kasveissa on havaittu esimerkiksi patogeenialtistuksen yhteydessd yhtend osana
ohjelmoituja puolustusreaktioita.
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Mydhiiset reaktiot - solujen kuolema otsonialtistuksen yhteydessi

Otsoni saa aikaan voimakkaan happiradikaalien muodostumisen lehden solujen sei-
nissd (kuva 1), joka puolestaan vaurioittaa plasmamembraania muuttaen sen lapéi-
sevyyttd (Heath 1987). Taté ldpdisevyyden muutosta voidaan mitata usealla tavalla.
Me olemme tarkastelleet koivussa otsonialtistuksen aiheuttamia plasmamembraani-
muutoksia vitaalivdrjayksen avulla. Vitaalivérit, kuten kdyttimdamme Evan's Blue,
eivit lapdise ehjdd plasmamembraania, joten siniseksi vérjdytyvien solujen plasma-
membraanin ldpdisevyys oli kasvanut, ts. solun plasmamembraani oli vaurioitunut.
Otsonialtistetuissa koivuissa ei ollut havaittavissa eroja vaurioituneiden solujen suh-
teellisessa osuudessa kummassakaan kloonissa (Tuomainen ym. 1996). Membraa-
nivaurioiden kasvu oli havaittavissa 12 tuntia altistuksen aloittamisen jilkeen ja 24
tunnin kohdalla vaurioituneiden solujen osuus oli korkeimmillaan. Otsonille
herkdssd kloonissa (KL-5-M) kuitenkin joissain lehdissd solujen vaurioituminen
johti laajalle levinneeseen solukuolemaan, joka nékyi nekroottisina alueina lehdissa.

Happiradikaaleilla ja vetyperoksidilla, joiden muodostumista myds otsonialtistus
kasveissa aiheuttaa, on todettu olevan tdrked rooli kasvien ohjelmoidun solu-
kuoleman kdynnistdmisessd (Greenberg ym. 1994; Levine ym. 1994). Aktiivisen
hapen (AOS) eri muotoja muodostuu kasveissa useissa solun osissa myds solun
normaalin metabolian aikana. Soluissa onkin entsyymeiti, kuten superoksididismu-
taasi, peroksidaasit ja glutationireduktaasi, jotka poistavat nditd monille solun
rakenteille ja osille haitallisia yhdisteitd (Foyer ym. 1994a, b). Ndiden entsyymien
kapasiteetti on kuitenkin rajallinen ja ne myds sijaitsevat eri paikassa solua
(kuva 1b) verrattuna otsonin aiheuttamaan AOS:n muodostumiseen. Kasvi-
patogeeni-interaktioissa muodostuu my6s huomattava méddrd happiradikaaleja
plasmamembraanin ulkopuolelle, jossa niilld on tdrked rooli puolustusmekanismien
ja solukuoleman kdynnistdjéné (Levine ym. 1994).

Superoksididismutaasilla (SOD), peroksidaaseilla (POX) ja glutationireduktaasilla
(GR) on keskeinen rooli happiradikaalien poistajana kasvisoluissa (Foyer ym.
1994b). Usein on esitetty, ettd kyseisten entsyymien aktiivisuuksien nousu otsoni-
altistetuissa kasveissa saattaisi suojella niitd otsonin haitallisilta vaikutuksilta.
Otsonialtistetuissa koivuklooneissa havaittiin myds kyseisten entsyymien aktiivi-
suuksien nousua (Taulukko 1), mutta tissd tapauksessa entsyymiaktiivisuudet koho-
sivat selvdsti enemmén otsonille herkdssd kloonissa. Entsyymiaktiivisuuksien
huippu osui samaan aikaan, jolloin alkava solukkovaurio oli havaittavissa. Foyerin
ym. mukaan (1994b) happiradikaaleja poistavien entsyymien aktiivisuudet nousevat
vasta solukon vaurioitumisen seurauksena, jolloin myds vaurioituneissa soluissa
muodostuu runsaasti happiradikaaleja. Yleensd SOD, POX ja GR aktiivisuudet
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voivat nousta niissd yhteyksissd korkeintaan 2-3 kertaisiksi. Mikéli happi-
radikaaleja on enemmén kuin entsyymit kykenevét niitd poistamaan, seurauksena
on solukuoleman kdynnistyminen, muussa tapauksessa vain ohjelmoidut
puolustusmekanismit kdynnistyvdat. Tamd on selkedsti havaittu myds kokeissa,
joissa on kokeiltu vetyperoksidin pitoisuuksien vaikutuksia kasvisoluissa (Levine
ym. 1994).

Otsonialtistetuissa koivuklooneissa puolustusreaktiot kdynnistyivdt molemmissa
klooneissa (Taulukko 1), mutta vain herkéssd kloonissa havaittiin laajoja solukko-
vaurioita. Molemmissa klooneissa (herkdssd kloonissa terveelld alueella) havaittiin
yksittdisid soluja, joiden plasmamembraani oli vaurioitunut. Otsonille herkdssd
kloonissa SOD-, POX- ja GR-aktiivisuudet kasvoivat 2-3 Kertaisiksi, kestdvissd
kloonissa nousu oli vdhdisempdd. Namd havainnot viittaavat siihen, ettd otsoni-
altistuksen jédlkeen happiradikaalien muodostuminen jatkui molemmissa klooneissa,
mutta kestdvassd kloonissa muodostumisnopeus oli sellainen, ettd antioksidatiiviset
puolustusentsyymit kykenivét pitdmddn pitoisuuden niin alhaisena, ettd solujen
kuolema ei kdynnistynyt - kuitenkin muut puolustusjérjestelmét, joista pal on
esimerkkind, kédynnistyividt. Otsonille herkédssd kloonissa happiradikaalien muo-
dostuminen oli nédhtdvdsti voimakkaampaa ylittden entsyymien kapasiteetin ja
samalla mahdollisesti kdynnistden ohjelmoidun solukuoleman. Tulevissa kokeissa
alomme selvittdd tarkemmin etyleenin roolia ndiden tapahtumien alkusdételyssi.
Stressietyleenin voimakas synteesi heti otsonialtistuksen alussa on ainoa yhteinen
tekijd, joka on havaittu kaikissa otsonille herkissé lajikkeissa/kannoissa/klooneissa
kun niitd on verrattu saman lajin kestéviin lajikkeisiin/kantoihin/klooneihin. Ety-
leenin merkityksestd kertoo myds se, ettd kun otsonille herkdssd kasvissa etyleenin
synteesi estettiin (ei-spesifiselld) inhibiittorilla (Mehlhorn ym. 1991) tai kun kéay-
tettiin siirtogeenistd kasvia, jossa etyleenisynteesid oli vdhennetty antisense tek-
niikalla (Tuomainen, Kangasjérvi, Betz, Ernst, Langebartels, Sandermann, julkai-
sematon), lehtivaurioiden maéra laski.
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Minnyn genomin koon méirittiiminen virtaussytometrilla
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Johdanto

Puiden kasvu ja ontogeneettinen kehitys perustuu meristeemisolujen jakautumiseen,
laajenemiseen ja erilaistumiseen. Niilld soluilla on yhteinen alkuperd - hedel-
moittynyt siemenaihe - ja niissd on sama geneettinen informaatio. Emosolujen
mitoottisesti jakautuessa geneettinen koodi, DNA, siirtyy muuttumattomana tytar-
soluihin.

Solujen toistuva jakautuminen, solusykli, muodostuu vilivaiheesta eli interfaasista
sekd varsinaisesta mitoosista, jonka aikana solun kromosomisto ja sytoplasma
jakautuvat syntyviin uusiin soluihin. Solukoiden kasvunopeus (cell doubling time,
cdt) riippuu mitoottisten jakautumisten maéréstd eli mitoosiaktiivisuudesta aika-
yksikkod kohden.Mitoosiaktiivisuuteen ja samalla solusyklin pituuteen vaikuttavat
monet tekijat: kasvuun’ allokoituvien hiilihydraattien maéérd, kasvusolukoiden
fysiologinen tila, veden saatavuus jne. Ympéristotekijoistd syklin kestoon vaikuttaa
erityisesti lampétila. Esimerkiksi sipulin (A/lium cepa) juurimeristeemissd solusykli
lyhenee 50 tunnista noin 12 tuntiin, kun ympéristén ldmpétila kohoaa 10 °C:sta 30
°C:een (Francis ja Barlow 1988).

Olemme kuluneen vuoden aikana selvittéineet tutkijaryhméssd (ks. Valkonen ym.
1994) ménnyn siementen kasvusolukoiden mitoosin ja solusyklin perusteita. P&i-
huomio on ollut genomin koon méirityksessd, koska solujen generaatioajan
(solusyklin pituuden) ja genomin koon vélill4 on positiivinen korrelaatio (Van't Hof
ja Sparrow 1963, Bennett 1987): mitd suurempi on emosolun DNA-méér4, sitd kau-
emmin kestdd sen mitoottinen jakautuminen kahdeksi uudeksi tytarsoluksi.
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Genomin kokovaihtelut

Koppisiemenisilld kasveilla diploidin tuman DNA-mé#rd vaihtelee yli satakertai-
sesti alle yhdestd pikogrammmasta 125:een pikogrammaan ja sukujen sisélldkin
vaihtelu on yli 40-kertaista (Price 1988). My®ds lajinsisdisen genomin kokovaihtelun
on havaittu olevan huomattavan - jopa yli sadan prosentin luokkaa (Cavallini ja
Natali 1991).

Havupuilla genomin koko on varsin suuri, mutta polyploidiaa esiintyy vain harvoin.
Sen sijaan repetetiivisen DNA:n suuri méird on tyypillisti nimenomaan suurilla
genomeilla (Miksche ja Hotta 1973). Emésparisuhteen taas ei ole havaittu vaihtele-
van genomin koon mukaan. Ohrin ja Khoshoon (1986) médritettyd 57 paljassieme-
nisen kasvin genomin koon, havaittiin niiden kesken genomin kokovaihtelun olevan
vain 12-kertaista - ja jos Gnetumia ei lasketa mukaan vain 4-kertaista - mikd on
vihiistd verrattuna koppisiemenisten yli satakertaiseen vaihteluun. Paljassiemenis-
ten on havaittu muutenkin olevan konservatiivisia. Tutkimuksen mukaan troop-
pisten méntylajien genomi on selvisti pienempi kuin viileiden alueiden ménnyilla.

Ensimmaiset tutkimukset havupuiden lajinsisdisistd genomien kokovaihteluista ovat
olleet tuloksiltaan ristiriitaisia. Mergen ja Thielges (1967) ja Miksche (1967, 1968,
1971) havaitsivat suuria vaihteluita kasvupaikan mukaisesti eri havupuiden geno-
min méadrissd kun taas Teoh'in ja Rees'in (1976) sekd Dhillon'in ym. (1978) mu-
kaan havaittavia eroja ei ollut osoitettavissa ainakaan valkokuusella (Picea glauca)
ja pikiminnylld (Pinus rigida). Varhaisten mittausmenetelmien epitarkkuus on
osaltaan varmasti vaikuttanut ndihin eroavaisuuksiin. Hesemann (1980) onkin
kiinnittdnyt suurta huomiota mittausmenetelmien tarkkuuteen ja tulosten luotetta-
vuuteen.

Kasvigenomien kokovaihtelusta on esitetty kaksi mielenkiintoista ekologista tulkin-
taa, jotka ovat osittain toistensa vastakohtia. Grime'n ja Moworth'n (1982) esittimén
hypoteesin mukaan suuri genomin koko olisi tyypillinen viileissd olosuhteissa kas-
vaville lajeille ja ndiden lajien kasvustrategia perustuisi ennemmin solujen laaje-
nemiseen kuin niiden jakautumiseen. Francis ja Barlow'n (1988) mukaan viileissd
oloissa menestyville lajeille on usein tyypillistd pieni genomin koko ja lyhyt
solusykli; ndiden lajien edustajat ehtisivit kasvaa ja tuleentua viileind ja lyhyind
kasvukausina.
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Genomin koon vaihtelu ja sen riippumattomuus elididen kehittyneisyydestd sekd
proteiineja koodaavan DNA:n vihidinen osuus koko tuman DNA-méérédstd tunne-
taan ilmiéné C-arvo paradoksi (Thomas 1971). Ilmi6n selitykseksi on esitetty kahta
teoriaa, joilla kummallakin on omat vahvat puolensa, mutta kumpaakaan ei ole vield
todistettu oikeaksi tai védraksi.

Nukleotyyppi-teoriassa ylimddrdisen DNA:n tehtdvdnd on olla erddnlaisena tuki-
rakenteena tumassa, jotta tuman ja solun koko sdilyisi vakaana. Cavalier-Smith
(1985) esittdd suurten solujen tarvitsevan suuremman tuman pinta-alan RNA:n
kuljetukseen. Ylimédrdinen DNA toimisi tdlloin tumassa erddnlaisena selkdrankana
ja genomin koko olisi suhteessa solujen kokoon.

Orgelin ja Crickin (1980) teorian mukaan tuma sisiltdd koodaavaa DNA:ta ja
roska-DNA:ta (engl. junk, parasitic, selfish DNA). Hitaammin kehittyvat yksilot
sietdvdt roska-DNA:ta paremmin. Roska-DNA:n syntymekanismiksi on esitetty
epdtasaista crossing-overia ja transpositiota. DNA:n ylimédard kulkee soluissa
mukana niin kauan kunnes sen replikointi kdy ylivoimaiseksi soluille ja tapahtuu
valikoiva mutaatio, joka poistaa ylimadrdisti DNA:ta. Genomin koko olisi
suhteessa solujen jakautumisnopeuteen (Pagel ja Johnstone 1992).

Virtaussytometria genomin koon méirityksessi

Lyhyesti médriteltynd virtaussytometri on erdanlainen mikroskooppi, jossa erityi-
sessd virtauskammiossa virtaavan vaippanesteen avulla mitattavat partikkelit kulje-
tetaan yksitellen mittauskohtaan. Mittauskohdassa partikkelit valaistaan heréte-
valolla, jolloin ne virittyvit ja alkavat sdteilld fluoresoivaa tai sironnutta valoa.
Partikkelit voivat olla solurykelmid, soluja, tumia tai yksittdisid kromosomeja.
Fluoresoiva valo muunnetaan sihkdimpulsseiksi ja ne tallennetaan tietokoneelle
voimakkuuden mukaan, jolloin niistd saadaan kuvallinen esitys - histogrammi.
Fluoresenssi saadaan aikaan virjadmélla partikkelit halutulla fluoresoivalla varilla.
Léheisesti virtaussytometriaan liittyy myds partikkelien erottelumahdollisuus eri
ominaisuuksien mukaan, mutta se ei ole mahdollista kaikilla laitteilla. Virtaus-
sytometrian etuina pidetddn nopeutta, tarkkuutta ja mahdollisuutta suurten solu-
populaatioiden analysoimiseen kerralla.

Genomin koon médrittdiminen virtaussytometrilld on nopea ja tarkka perinteisiin
menetelmiin esim. Feulgen-mikrodensitometriaan verrattuna. Galbraithin ym.
(1983) (ks. myds Arumuganathan ja Earle, 1991) kehittdmélld tekniikalla voidaan
analysoida nopeasti suuria ndytemidrid, jolloin tulosten luotettavuus paranee.
Mairitys tehdddn eristetyistd tumista, jotka on vérjdtty sopivalla fluoresoivalla
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DNA-viriaineella. Samaan aikaan tutkittavan ndytteen kanssa analysoidaan samalla
tavoin kisiteltyd ja virjattyd tunnettua materiaalia ns. standardia, jonka
DNA-pitoisuus tunnetaan. Virtaussytometri mittaa tumien fluoresenssin, joka on
siis verrannollinen niiden DNA-méirdén ja esittdd pitoisuudet histogrammina, josta

voidaan laskea tunnetun materiaalin perusteella tuntemattoman niytteen
DNA-maééra.

Minnyn genomin kokoméiritys

Kokeellisessa osuudessa mééritimme méannyn (Pinus sylvestris) genomin koon
Partec PAS II virtaussytometrilld. Ty§ssé analysoitiin kolmea eri alkuperdi olevaa
siemenerdd tarkoituksena selvittdd onko alkuperien vililld eroja. Lisdksi mukana oli
yhdeltd alueelta kahden eri tuleentumisvuoden siemenié.

Miénnyn siemenet olivat perdisin standardimetsikoistd Kolarista (G3-88-876),
Suomussalmelta (G01-88-877 ja G01-91-877) ja Ristiinasta (G3-85-0239). Méannyn
DNA-méérin mittauksissa vertailumateriaalina kéytettiin ohran - Hordeum vulgare
cv. Sultan - tumia, joiden diploidin tuman DNA-miérd on 11,12 pg (Michaelson
ym. 1991).

Ennen analyysin alkua virtaussytometrin toiminta tarkastettiin standarditumilla.
Minnyn siemenerdt oli kooditettu siten ettéd erien alkuperé ei ollut tiedossa analyy-
sin aikana. DAPI-virjdttyjen mannyn tumien fluoresenssin voimakkuus analysoitiin
Partec PAS 1II virtaussytometrilld satunnaisessa jarjestyksessd yhtdaikaa ohran
tumien kanssa 3 tunnin kuluttua virjdyksestd. Jokaista histogrammia varten analy-
soitiin vdhintddn 10 000 tumaa virtausnopeuden ollessa korkeintaan 100 tumaa
sekunnissa.

Tulokset ja tarkastelu

Minnyn genomin kokovaihtelut osoittautuivat pieniksi (Taulukko 1).
Suomussalmen méntyjen genomissa ei kahden eri kasvukauden siemenissd ollut
eroa. Ristiinan méntyjen genomi osoittautui pienimméksi kaikista tutkituista ja sen
koko poikkesi tilastollisesti melkein merkitsevisti (p=0,067) Suomussalmen
méntyjen genomista, mutta ei Kolarin méntyjen genomista.
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Taulukko 1. Virtaussytometrilla mddritetty mdnnyn diploidin genomin koko (pg+s.d.)
neljdssd eri ndytteessd. Luvut ovat 30 riippumattoman analyysin keskiarvoja, kukin
analyysi perustuu véhintddn 10 000 tuman analyysiin per kymmenen alkiota.

Nayte Genomin koko, pg
Kolari, G3-88-876 68,8+1,4
Suomussalmi, G3-88-877 69,2+1,5
Suomussalmi, G3-91-877 69,0+1,9
Ristiina, G01-85-0239 68,1+2,0

Kaikkien alkuperien diploidin genomin keskiarvoksi saadaan 68,8 pg, mikd on
ldhes 20 % enemmén kuin Valkosen ym. (1994) ménnyn alkiosta médrittdma
55,6 pg. Poikkeavien tulosten syynd on todenndkéisesti kiytettyjen DNA-vérien
erilaiset sitoutumismekanismit. Rayburnin ym. (1992) mukaan DAPI virjdd tuman
DNA:n riippumatta sen kromatiinin rakenteesta kun taas propidiumjodidi ei pysty
varjadmain konstitutiivisen heterokromatiinin DNA:ta, mikd selittdisi silld saadut
pienemmit arvot.

Erés tulosten tarkkuuteen vaikuttava tekija on molemmissa tutkimuksissa kéytetty
ohrastandardi. Ohran genomi on kooltaan selvisti méntyd pienempi ja koska lajit
ovat hyvin erilaisia on mahdollista, ettd niiden kromatiinirakenteet ja myds emaés-
parisuhteet poikkeavat toisistaan merkittavasti. Oikean standardin valintaa ovat
pohtineet myds Birstein ym. (1993) péityen siihen, ettd fylogeneettisesti kaukaisten
lajien kromatiinirakenteen erot voivat ratkaisevasti vaikuttaa DNA-mé&érien
mittaustuloksiin.

Genomin koon vaihtelu ei ndyttdnyt seuraavan alkuperien maantieteellisté sijaintia,
vaikka eteldisin alkuperd osoittautuikin Grimen ja Mowforthin (1982) teorian mu-
kaisesti genomiltaan pienimmaéksi. Ehkd enemméan huomiota olisikin kiinnitettava
kasvupaikan sijainnin asemasta varsinaisiin kasvuolosuhteisiin - kosteuteen ja lam-
potilaan (vrt. Wakamiya ym. 1993). Mielenkiintoista olisi tietdd levinneisyysalueen
adriolosuhteista perdisin olevien méntyjen genomin koko.

Genomin kokoa midritettdessd olisi syytd ottaa huomioon myds populaation siséi-
nen vaihtelu ja analysoida riittdvd méaérd kyseisen populaation edustajia, jotta tulok-
set olisivat todellisia (Lockwood ja Derr 1992). Lisédksi tiedetdédn, ettd kasveilla
genomin koko voi vaihdella lajin sisdisesti ja jopa saman yksilon eri kehitys-
vaiheiden mukaan (Bassi 1990), joten yksiselitteistd arvoa genomin koolle tuskin
edes pystytddn maarittimadn.
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Padtelmiit

Tutkittava aineisto on perdisin varsin suppealta alalta ménnyn levinneisyysaluetta
ajatellen. Erojen voisi olettaa olevan selvemmin havaittavissa, mikéli olisi tutkittu
mahdollisimman eteléisid ja pohjoisia alkuperia.

Genomin koon médrityksid tehdddn nykyisin monesta eri syystd; halutaan tehdd
luetteloita eri lajien genomeista, tutkitaan lajien kehitystd suhteessa genomin ko-
koon tai kasvuolosuhteiden vaikutusta. Genomin kokoa voidaan kayttdd hyvaksi
taksonomiassa, lajintunnistuksessa ja biodiversiteetin tutkimisessa sekd molekyyli-
biologiassa. Uusia sovelluksia kehitetdsn jatkuvasti. My6s jotkut vanhoilla mene-
telmilla tehdyt mééritykset kaipaavat varmennusta. Genomin koolla on monia ulot-
tuvuuksia luonnontieteessé ja kokoméérityksid tarvitaan.

Téhénastisista genomin koon méiritysmenetelmistd virtaussytometria on nopein ja
luotettavin. Menetelmén rajoitukset on kuitenkin syytd tuntea, jotta eri tutkimusten
tuloksia pystyy tarkastelemaan kriittisesti.

Eri tulosten vertailukelpoisuutta haittaa se, etteivdt menetelmait ole yhtenéisid. Peri-
aate kaikissa virtaussytometrisissd genomin kokomédrityksissd on kylld sama;
DNA-virilld viarjattyd tuman fluoresenssia mitataan ja tuntemattoman ndytteen
tuman siséltdimid DNA-mdird médritetddn tunnettuun standardiin vertaamalla. Erot
syntyvit erilaisista kdytetyistd vireistd, standardeista ja ndytteenvalmistusmenetel-
misté.

Oikean virin valinta genomin kokoméaéritykseen on hankalaa. Ongelmia aiheuttavat
vérien erilaiset emésspesifisyydet ja sitoutumismekanismit. Mielipiteet virien
luotettavuudesta vaihtelevat suuresti. Myds virin méérélld voi olla joissakin tapa-
uksissa olla merkitystd. Turvallisinta olisi todennékdoisesti kdyttdd rinnakkain kahta
eri emdsspesifistd virid kuten Vinogradov (1994) esittaa.

Standardeiksi sanotaan genomikooltaan tunnettuja lajeja. On kuitenkin mahdollista,
ettd liian suuren tai pienen standardin kdyttd védristdd tuloksia samoin Kuin toisis-
taan hyvin poikkeavien lajien vertaaminen keskendén, esimerkiksi kéytettdessd ka-
nan punasoluja standardina ménnylle. Joidenkin standardilajien genomin koosta on
esitetty useita eri lukuarvoja.

Néiytteenvalmistusmeinetelmissii on eroja. Virtaussytometri analysoi yhtd hyvin tuo-
reita tai fiksoituja soluja, viiltelemélld tai entsymaattisesti eristettyjd tumia. Var-
sinkin kasveilla on huomattava, ettd kokonaisista protoplasteista genomin kokoa
mitattaessa saattaa vakuolin suuri osuus solussa heikentdd mittaustarkkuutta. Eris-
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tettyjen tumien osalta on varmistettava tumien eheys. My®és fiksaatio vaikuttaa virin
sitoutumiseen.

Eri laboratorioiden vilisid tuloksia ei siis voida suoraan verrata ennenkuin on saatu
aikaan standardimenetelmd, joka ottaa huomioon mahdollisimman monta tulosten
tarkkuuteen vaikuttavaa tekijdd. Kun saadaan selville kromatiinirakenteen vaikutus
eri vérien sitoutumiseen ja selvitetdin lisdé luotettavia standardilajeja, on virtaus-
sytometrinen genomin kokomaéritys rutiinia ja voidaan paremmin keskitty4 pohti-
maan genomin kokoon liittyvid, vield vastaamattomia kysymyksia.

Tutkimus on tehty tyoryhmdssd jossa ovat olleet mukana Anne Ylonen (HY, Bio-
kemian laitos), Leena Mannonen (VIT/BEL), Jari Valkonen (HY, Kasvintuotanto-
tieteen laitos) ja Markku Nygren (HY, Metsdekologian laitos). Koemateriaalia ovat
auliisti luovuttaneet kdyttoomme Seppo Ruotsalainen (Metla, Kolari) ja Teijo Nik-
kanen (Metla, Punkaharju). Virtaussytometriajot on tehty VIT:n Bio- ja elintarvike-
tekniikan laboratoriossa Kemira Oy:n Sddtion myontimdlld apurahalla.  Tdmd
esitys perustuu Anne Ylosen pro gradu-tychon.
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Metsantutkimus uusissa puissa:
monistusta ja molekyyleji
Metséntutkimuslaitoksen tiedonantoja 574

Puuvartisten kasvien biotekniikkatutkimus Norjassa

Olavi Junttila

Tromssan Yliopisto, Kasvifysiologian laitos

Johdanto

Puihin kohdistuva fysiologinen tutkimus on perinteisesti ollut suhteellisen vihiisti
Norjassa. My6s puiden molekyyylibiologinen ja biotekninen tutkimus on sekd Suo-
meen ettd Ruotsiin verrattuna vihiistd. Téllaista tutkimusta tehdéén padasiassa Nor-
jan metsintutkimuslaitoksella (NISK) Asissa, jossa on till hetkelld kiynnissi kaksi
projektia. Tromssan yliopistossa on myos meneillddn kaksi puihin liittyvda
tutkimusprojektia. Sen lisdksi Tromssan yliopiston kasvifysiologian laitos on
osallistunut yhteispohjoismaiseen projektiin "Gene transfer to Nordic forest trees".
Tromssan osaprojektissa tutkittiin kuusen siitep6lyn fysiologiaa, siitepolyn kéyttoa
molekyylibiologisessa tutkimuksessa ja mahdollisuuksia kayttdd siitepolyd gee-
nisiirtovektorina. Tutkimustulokset on julkaistu viitoskirjana (Martinussen 1994).
Naitd siitepdlytutkimuksia ei kuitenkaan télld hetkelld jatketa.

Kuusen embryogeneesi

Kuusen embryogeneesid on NISK'issi tutkittu jo joitakin vuosia ja néistad tutkimuk-
sista on valmistunut viitoskirja (Kvaalen 1994). Projektia johtaa Harald Kvaalen ja
tutkimuksissa keskitytddn tdlld hetkelld seuraaviin kysymyksiin:

(1) Mitka tekijat sddtelevit alkioiden kehittymistd, kypsymistd ja itdmista?

(2) Mikd merkitys on varastolipideilld alkioiden itdmiselle?

(3) Onko kypsymisjakson lampd- ja valo-olosuhteilla jalkivaikutusta taimien

kasvuun?

Alkioiden kehittyminen bioreaktorissa alkaa olla suhteellisen hyvin selvitetty. Nii-
den kypsymistd sdddellddn sokerien, osmomolaarisuuden ja ABAn (abskissihappo)
avulla. Tavoitteena on tuottaa alkioita, jotka voidaan kuivattaa 5%:n vesipitoisuu-
teen, pakastaa, varastoida -20°C ja idattad sulattamisen jdlkeen. Témad tavoite alkaa
jo olla ldhes saavutettu. Suurimmat ongelmat liittyvit alkioiden itdimiseen. Somaat-
tisista alkioista itineilld siementaimilla on usein vaillinaisesti kehittyneet sirkka-
lehdet ja sekd verson ettd juurten kasvu on heikompaa kuin siementaimilla. Valo-
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olosuhteilla, mm. valon laadulla, ndyttd4 olevan merkittdva vaikutus itdmiseen ja
kasvuun. Sen lisdksi tulokset viittaavat siihen, ettd gametofyytti erittdd ainetta
(aineita), jolla on suuri merkitys itdmiselle. Tdimd gametofyyttitekijd on toistaiseksi
tunnistamaton, mutta todennikdisesti se ei ole mik#idn tavallisista kasvuhormo-
neista.

Tutkimuksessa selvitetddn myos eri tekijoiden (ABA, osmomolariteetti, happi) vai-
kutusta varastolipidien muodostumiseen kypsymisvaiheen aikana. Sen lisdksi on
tarkoitus puhdistaa ja sekvenssoida kuusen siementen oleosiinejd, sekd verrata
somaattisten ja tsygoottisten alkioiden lipidimetaboliaa ja lipidien vaikutusta alki-
oiden itdmiseen.

Jélkivaikutusten tutkimukset ovat osa pohjoismaista projektia. Namé tutkimukset
ovat vield alkuvaiheessa, mutta alustavat tulokset viittaavat siihen, ettd alhainen
lampdatila kypsymisvaiheen aikana edisti4 alkioiden itdmisté.

Kuusen resistenssimekanismit

Toinen molekyylibiologinen projekti NISK'issd liittyy kuusen resistenssi-mekanis-
meihin (Sharma et al. 1992). Projektin vetdjdnd toimii Anders Leonneborg. Resis-
tenssitutkimus liittyy sekd pohjoismaiseen ettd kansainviliseen yhteisty6hon. Tutki-
muksen yhtend tavoitteena on selvittdda Pythium dimorphum-sieni-infektion aktivoi-
mia geenejd. Useita cDNA klooneja on jo eristetty tarkempia tutkimuksia varten.
Yksi niistd nidyttdd olevan tioniinigeeni, toinen peroksidaasigeeni. Pohjoismaisen
projektin puitteissa ndiden geenien vaikutuksia on tarkoitus tutkia geenisiirtojen
avulla.

Tdhéan projektiin liittyy myos tutkimus, jossa selvitellddn ns. PR-proteiinien
(pathogen related) merkitystd kestdvyysmekanismeissa. Lonneborgin ryhmai on eris-
tanyt kuusen juurista PR-proteiineja, jotka muodostavat komplekseja polyfenolien
kanssa. Infektion yhteydessd ndmé kompleksit hajoavat ja PR- proteiinit vapautuvat
ja aktivoituvat. Namaé proteiini-polyfenoli-kompleksit voivatkin edustaa uutta resis-
tenssimekanismia.

Kansainvilisen projektin tavoitteena on kehittédd testimenetelmié, joiden avulla voi-
daan médrittdd kuusen taimien kestavyys Ophistoma ulmi-sientd vastaan. Norjalais-
ten osuus tdsséd projektissa liittyy kuusen kitinaasien eristimiseen ja karakterisoimi-
seen (Sharma et al. 1993).
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Alnus/Frankia symbioosi

Tromssan yliopiston kasvifysiologian ja mikrobiologian osaston yhtend péiprojek-
tina on tutkia kasvien ja mikrobien vilisten symbioosien fysiologista ja molekyyli-
biologista perustaa. Tutkimukset ovat kohdistuneet ennen kaikkea palkokasvien ja
Rhizobium-bakteerien vilisiin vuorovaikutussuhteisiin ja ndissd tutkimuksissa onkin
viime vuosina tapahtunut huomattavaa edistymistd. My6s Alnus/Frankia sym-
bioosia on jonkin verran tutkittu, mutta sen molekyylibiologinen tausta on vield
huonosti tunnettu. Frankian aiheuttamat juurinystyrdt poikkeavat kehityksensd ja
rakenteensa puolesta Rhizobium-nystyréistd. Niiden kehityksessd on yhteispiirteitd
sivujuurten kehittymisen kanssa mikd tekeekin niiden molekyylibiologisen taustan
tutkimisen varsin mielenkiintoiseksi. Tdmi tutkimus on ollut osa eurooppalaista
yhteisprojektia, johon on osallistunut tutkimusryhmid Hollannista ja Ruotsista.
Tromssassa tehty tutkimus on keskittynyt selvittiméidn symbioosin kehittymiseen
liittyvien signaalimolekyylien merkitystd ja rakennetta. Pddosa tuloksista on jul-
kaistu vaitoskirjana (Van Ghelue 1994).

Fytokromi ja kasvun séiitely

Péivanpituudella on keskeinen osuus pohjoisten puulajien kasvun séddtelyssd. Lyhyt
paivd kdynnistdd prosessit, jotka johtavat kasvun péittymiseen ja talveentumiseen.
Niiden prosessien fysiologia ja molekyylibiologia on heikosti tunnettua. Kasvit
havaitsevat sekd pdivanpituuden ettd valon laadun muutokset fytokromi-systeemin
avulla (Smith 1995). Fytokromitutkimus edistyy télld hetkelld varsin ripedsti. Kas-
veissa on vihintdin viisi erilaista fytokromia, A, B, C, D ja E. Fytokromiperheen
jdsenistd tunnetaan parhaiten fytokromi A ja B, joiden geenit on eristetty ja kloo-
nattu jo useista kasveista. Tromssan yliopiston kasvifysiologian osastolla on nyt
kédynnissd tutkimusprojekti, jossa selvitetdén fytokromi A ja B geenien vaikutusta
hybridihaavan (Populus tremula x P. tremuloides) taimien kasvuun, karaistumiseen
ja hormonifysiologiaan. Tutkimus suoritetaan yhteistyénd ruotsalaisen ryhmén
kanssa (prof. Goran Sandberg ja prof. Olle Olsson, Umea). Tutkimukseen siséltyy
kasvatuskokeita siirtogeenisilld taimilla. Toistaiseksi kokeissa on kiytetty taimia,
jotka tuottavat normaalia enemmin joko fytokromi A:ta tai fytokromi B:td. Pro-
jektin tarkoituksena on myds tutkia puumaisten kasvien (haapa, koivu, paju) endo-
geenisid fytokromeja. Toistaiseksi fytokromigeenejé on eristetty vain ruohomaisista
kasveista. Alustavat tulokset fytokromi A:ta ylimédrintuottavilla taimilla viittaavat
sithen, ettd fytokromi A vaikuttaa sekd nivelvélien pituuskasvuun ettd kasvin ky-
kyyn reagoida pdivanpituuteen.
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Puulajien provenienssien viliset erot liittyvit ldheisesti siihen, kuinka kasvit rea-
goivat pdivanpituuteen. Niin kutsuttu kasvun kannalta kriittinen péaivénpituus riip-
puu provenienssien kasvupaikan leveysasteesta, mitd pohjoisempi alkuperd, sen
pitempi on kasvuun tarvittava pdivinpituus. On mahdollista, ettd tillaiset erot liitty-
vit osaksi kasvien fytokromin laatuun ja/tai madrdan. Fytokromi-tutkimus avaa
uusia mahdollisuuksia selvitelld proveniessien vélisten erojen fysiologista taustaa.

Kasvuhormoneilla on ilmeisesti merkittivd osuus kasvun pédttymiseen liittyvien
tapahtumien s#itelyssd. Gibberelliinin vaikutus liittynee 1dhinnd kasvun ja kasvun
péittymisen sditelyyn (Junttila 1991, Olsen 1995), abskisiinihappo taas ndyttda
osallistuvan karaistumisen ja mahdollisesti my6s lepotilan séddtelyyn (Powell 1987).
Lehtipuiden pituuskasvu néyttd4 olevan riippuvainen gibberelliini Al:std ja on mah-
dollista, ettd paivanpituus siitelee ko. gibberelliinin biosynteesid. Useat tutkimus-
tulokset viittaavat fytokromin ja hormonien véliseen yhteisvaikutukseen ja riippu-
vuuteen, mutta mahdollisten yhteisvaikutusten tarkempi luonne on selvittamatta.
Kéynnissd olevassa fytokromiprojektissa on tarkoitus lahestyd kysymystd m.m.
tutkimalla siirtogeenisten taimien hormonitasapainoa, etenkin gibberelliinien,
abskissihapon ja auksiinien osuutta.
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