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RYYNÄNEN,  L. 1978.  Kotimaisten  lehtipuiden siitepölyn  laadunmäärityksestä. 
Abstract:  Determination  of quality of  pollen from  Finnish  deciduous  tree  species.  
Folia  For. 366:1-12. 

Tutkimuksen tarkoituksena on ollut löytää kotimaisille  lehtipuille, lähinnä  rau  

dus-  ja hieskoivulle  (Betula  pendula Roth.  ja B.  pubescens  Ehrh.),  haavalle  (Popu  
his  tremula L.)  ja harmaalepälle (Alnus incana  (L.)  Moench)  sopiva siitepölyn laa  
dunmääritysmenetelmä. 

Neljää siitepölyn värjäysmenetelmää, in vitro- idätystä ja testatuilla  siitepölyillä 

pölytettyinä  saatujen  tyhjien siementen  määrää  on verrattu  toisiinsa.  Tulosten  
mukaan asetokarmiini-glyseroli- (ACG) ja aniliinisinilaktofenolivärjäys (ABL)  ei  
vät ilmaise  siitepölyn elinkelpoisuutta. Näillä  saatiin  kuumentamalla  tapetuista 

pölyistä  sama tulos  kuin  käsittelemättömistäkin.  Fluoreseiinidiasetaattivärjäyksen  
(FDA)  tulokset  vastasivat  parhaiten in  vifro-idätyksiä. Paras  idätysalusta oli  modi  
fioitu  Brewbakerin  ja Kwackin  alusta, johon oli lisätty emikukkauu  
tetta.  FDA-tulokset  olivat  (tosin jonkin verran emopuusta riippuen) kääntäen  ver  
rannollisia  risteytyksessä saatuun tyhjien siementen  osuuteen. 2,3,5-trifenyylitet  
ratsoliumikloridilla  (TTC) värjättäessä  saatiin  vaihtelevia  tuloksia.  Yleensä ne oli  
vat  parempia kuin ACG- ja ABL-värjäysten, mutta huonompia kuin FDA-vär  
jäyksen tulokset. 

The  aim  of the  study  was  to  find  a suitable  method for determining the  quality of 

pollen  from Finnish  deciduous  tree  species,  primarily  birches  (Betula  pendula 
Roth,  and  B. pubescens. Ehrh.), aspen  (Populus tremula  L.) and  alder  (Ainu s 
incana  (L.)  Moench).  

Four  pollen staining methods, in  vitro germination and  the  number of empty 
seeds  obtained  when  fertilising  with  tested  pollen were all compared. According to 
the  results,  staining with  aceto-carmine  glycerol  jelly (ACG)  or with  aniline-blue  
lactophenol (ABL)  cannot  be  used  to estimate  pollen fertility. Both  methods  gave  
the  same results for  heat-killed  pollen and  untreated  pollen. The  results  obtained  
with  fluorescein diacetate  (FDA)  staining were in the best agreement with the 

results  of the in  vitro  germination tests.  The  best  germination medium  was 
modified Brewbaker and Kwac k s ' medium to which  had been added  

female  flower  extract.  The results given by FDA staining were inversely 
proportional (depending to some extent on the mother tree)  to the proportion of 

empty seeds  obtained  in crossings.  Staining with  2,3,5-triphenyltetrazolium 
chloride  (TTC) gave variable  results,  which overall were better  than  those  for ACG 

and ABL  staining but  worse  than  those  for FDA staining. 
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ALKUSANAT  

Keinollisten risteytysten  yhteydessä  on to  

dettu, että tyhjien  siementen osuus  on huo  
mattavasti korkeampi  kuin vapaapölytykses  

sä. Yhtenä syynä  voitanee pitää  siitepölyn 
heikkoa laatua. Varsinkaan  lehtipuilla  siite  
pölyn  laadunmääritykseen  ei ole ollut luotet  
tavaa menetelmää. Metsäntutkimuslaitok  

sen metsänjalostuksen  tutkimusosastolla on 

nähty  tärkeäksi siitepölyn  laadunmääritys  
menetelmien kehittäminen. Tämä työ on 
aloitettu Kolarin tutkimusasemalla 1975 

professori  Max. Hagmanin  aloitteesta. 

Käsikirjoituksen  ovat tarkastaneet profes  
sorit Max. Hagman  ja Gustaf Siren, 
sekä MML Erkki Numminen ja FL 
Martti Ryynänen,  joiden  tekemät pa  
rannusehdotukset on otettu huomioon. 

Työssä on avustanut  Kolarin tutkimusase  
man henkilökunta. Englanninkielisen  teks  
tin on kääntänyt  MMK, B.Se. John De -  

rom e  . 

Kaikille työhön  osallistuneille esitän par  
haimmat kiitokseni. 

Kolarissa heinäkuussa 1978 

Leena Ryynänen  
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1. JOHDANTO 

Siitepölyn laadunmäärityksellä  pyritään  
toteamaan siitepölyn  hedelmöityskyky  ja ky  

ky  tuottaa elinkykyisiä  siemeniä. Ainoa luo  

tettava keino siitepölyn  elävyyden  määrittä  
miseksi on sen hedemöityskyvyn  selvittämi  

nen: verrataan  siemensaantoa tutkittavalla 

pölyllä  ja hedelmöityskyvyltään  tunnetulla 
pölyllä tehtyjen pölytysten jälkeen  
(Christiansen 1969). Käytännön  

työssä tämä ei yleensä  ole kuitenkaan mah  

dollista. Kun siemensaannosta on saatu tu  

lokset,  on siitepölyjen  kunto säilytyksen  ta  
kia saattanut  jo suurestikin muuttua.  Tästä 

syystä  ainoaksi keinoksi siitepölyn laadun  

määrityksessä  jäävät erilaiset ennen ristey  

tystä tehtävät in w7ro-testit. Tällaisia ovat 

mm. erilaiset morfologiset ja vitaalivärjäyk  
set sekä solukalvojen  läpäisevyyden  ja ent  
syymireaktioiden  mittaukset. Usein käyte  
tään tässä vitaalivärien fluoresenssia apuna. 

Siitepölyjen  elävyyttä  voidaan määrittää 
myös  mittaamalla solujen  hengityksen  ja iso  

toopeilla  merkattujen aineenvaihduntatuot  
teiden määrää. Toisentyyppisen  ryhmän  in  
vtfro-testeissä  muodostavat siitepölyn  itämi  

seen liittyvät testit, kuten erilaiset tuman  ja  
kautumiseen ja siiteputken  kasvuun liittyvät 
mittaukset (Jensen  1970). Käytettäessä  

in vzYro-testejä  on aina muistettava, että sii  

tepölyn  toteaminen niiden perusteella  elä  
väksi  ei  vielä takaa sitä,  että se on hedelmöi  

tyskykyinen  (Duff  i e 1 d 1954, Ek -  
lund Ehrenberg  1960, He slop -  
Harrison ja Heslop-Harri  
s  o n 1970). 

Eniten käytetty  in vzrro-testausmenetelmä 

on idätys.  Kotimaisista  puista  männylle  (Pi  
nus  sylvestris  L.)  ja  kuuselle (Picea abies (L.) 
Karst.)  idätys  on luotettava, joskin  aikaa vie  
vä siitepölyn laadunmääritysmenetelmä.  

Männyn  ja  kuusen kevyt  siitepöly  idätetään 

joko koeputkessa  tai ns.  riippuvassa  pisaras  

sa  (  Die  t z  e 1973). Tärkeimpien  kotimais  
ten  lehtipuiden  raudus- ja hieskoivun, haa  

van sekä terva- ja harmaalepän  siitepölyn  

idätys  in vitro ei näillä menetelmillä onnistu 

siitepölyn  suuren painon  vuoksi (Sato & 
M  ut o 1955). Koeputkessa  idätettyinä leh  

tipuiden  siitepölyt  painuvat  pohjaan,  ja pisa  

rassa  ne kerääntyvät  tiiviiksi  kasaksi  pisaran 
alaosaan. Itävyys  jää  tällöin alhaiseksi.  Kos  
ka  idätyksen  lisäksi ei ole ollut muuta  var  

maa  menetelmää siitepölyjen  laadunmääri  

tykseen,  ei lehtipuiden  siitepölyn  elävyyttä  
ole voitu luotettavasti määrittää ennen ris  

teytystä.  Ainoat lehtipuilla tähän asti käyte  

tyt testausmenetelmät ovat olleet asetokar  
miini- (Belling 1921) ja aniliinisini  

(puuvillasini-)  värjäykset (Man e  v  a  1 
1936). Nämä ovat  puhtaasti  morfologisia  vä  
rejä,  eivätkä  anna todellista kuvaa  siitepöly  
jen elävyydestä  (Jensen 1970, Oc  -  
kendon ja Gates 1976, Jensen & 
H e r  m s e  n 1976). 

Tämän tutkimuksen tarkoituksena on ol  

lut löytää  lehtipuiden  siitepölyn  laadunmää  
rittämiseksi luotettava värjäys-  ja in vitro  

idätysmenetelmä.  Uusina värjäysmenetelmi  

nä  on kokeiltu fluoreseiinidiasetaattivärjäys  
tä (Heslop-Harrison  ja He s  -  

lop-Harrison 1970) sekä 2,3,5-trife  

nyylitetratsoliumikloridivärjäystä (Cook 

ja Stanley  1960). Idätykseen  on yritetty 
kehittää uusi metodiikka ja idätysalusta.  

Saatuja  tuloksia on  verrattu  samojen  siitepö  
lyjen asetokarmiini- ja aniliinisinivärjäyk  
siin.  Värjäysten  tuloksia on  samoin verrattu  
tutkittavilla siitepölyillä pölytettyinä  saatu  

jen siementen itävyystuloksiin.  
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2. AINEISTO JA  MENETELMÄT  

Tutkimusmateriaali  on kerätty vuosina 1970—1974 
sekä vuonna 1977. Kittilästä  Sätkenävaarasta  sekä  Ko  

larista  Teuravuomalta  on saatu puittain kerättyä rau  
duskoivun  (Betula pendula Roth. syn.  B.  verrucosa 

Ehrh.) ja hieskoivun  (B. pubescens Ehrh.)  siitepölyä.  
Rauduskoivun  siitepölyä on myös  saatu Metsänjalostus  
säätiöltä  Läyliäisistä  vuonna 1977. Haavan  (Populus 
tremula  L.)  siitepölyä  on kerätty  Kittilästä  Aakenuksel  
ta sekä Kolarista Teuravuoman  alueelta. Runsaasti  

haavan  siitepölyä on saatu vuosittain Pellosta  useita  

puita  käsittävästä  kloonista.  Harmaalepän (Alnus inca  
na L.)  Moench)  siitepöly on kerätty Kolarista  Ylläsjoki  
suulta.  Yhteensä  on aineisto  käsittänyt  yli sata siitepö  
lyerää. 

Koivujen siitepöly  saatiin  joko  hyötämällä oksista  tai  
keräämällä  norkkoina  puista. Hyödettäessä pidettiin 

koivun  50—100  cm:n  pituisia oksia,  joiden tyvet  olivat 

vesiastiassa,  ensin  1 d:n ajan +4°C:n lämpötilassa.  Ok  
sat suljettiin muovipussiin,  jonka pohjalla oli  omenan 
lohkoja etyleenin kehittämiseksi.  Tämän jälkeet oksat  

nostettiin vesiastioineen huoneenlämpöön ja valoon.  

Vesi  vaihdettiin  päivittäin ja  samalla  lyhennettiin oksia 

pari senttimetriä.  Oksien  alle pantiin paperi,  jolle siite  

pöly varisi  ja josta se sitten kerättiin talteen.  Koivujen 

hyötö kesti  12—13 d. 

Kerättäessä  siitepölyä koivuista norkkoina, poimittiin 
norkot  puista ensimmäisten  siitepölyjen alkaessa  varis  

ta. Norkkoja kuivattiin  paperilla huoneenlämmössä  
noin  2 d. Siitepöly irrotettiin  hankaamalla  norkot  käsin  

rikki  sekä  ravistelemalla  niitä  seulan  päällä. Haavan  
siitepöly kerättiin  ainoastaan  hyötämällä. Se  tehtiin pe  
riaatteessa  samalla tavoin kuin koivuilla, mutta 

+4°C:n  lämpötilassa  ja pimeässä. Harmaalepän siite  
pöly  kerättiin  suoraan puista ravistamalla  irtoava  siite  

pöly  pulloon. 

Jatkokäsittely oli  sama kaikille  siitepölyille. Pöly seu  
lottiin  roskien  poistamiseksi  seulalla, jonka silmä  oli  
0,074  mm  (200 Meshiä). Tämän  jälkeen siitepölyt kui  
vatettiin  avonaisissa  ampulleissa eksikkaattorissa  silika  
geelin päällä huoneenlämmössä.  Muutaman vuorokau  
den  kuluttua ampullit  suljettiin ja siirrettiin  —18°C:n  
lämpötilaan säilytettäväksi. 

Siitepölyn laadunmääritysmenetelmät olivat seuraa  
vat: 

1. Värjäys asetokarmiinilla  (Belling 1921). Pre  

paraatin säilymisen  parantamiseksi  asetokarmiiniin  li  
sättiin  glyserolia suhteessa  1:2 (ACG).  Hyväksi  luettiin 
siitepöly,  joka pysyi  pyöreänä ja värjäytyi voimakkaan  
punaiseksi. 

2. Värjäys aniliinisinellä  (aniline-blue-lactophenol. 
ABL, Maneval  1936). Hyväksi  luettava siitepöly  

pysyi pyöreänä ja värjäytyi voimakkaan siniseksi.  
3. Värjäys 2,3,5-trifenyylitetratsoliumikloridilla 

(TTC, Cook  ja Stanley 1960).  Hyvän  siitepölyn 
tuli  värjäytyä punaiseksi. 

4. Värjäys fluoreseiinidiasetaatilla  (FDA, modifioitu  

Heslop-Harrison ja Heslop-Harrison 
1970). Tutkittavaa siitepölyä varistettiin koeputken 

pohjalle ja päälle pipetoitiin 2,5 ml elatusainetta tai 0.5  

M sakkaroosin  vesiliuosta sekä  0.05 ml fluoreseiiniväriä  

(2  mg  fluoreseiinidiasetaattia/1  ml  asetonia,  fluorescein  
diasetate  F 5502,  Sigma).  Tämä kokeilemalla  saatu  
fluoreseiinivärikonsentraatio, 2,4 x 10"-

7
 M, osoittautui  

tutkittavilla puilla värjäystulokseltaan selvemmäksi  
kuin  alkuperäisen reseptin M konsentraatio.  Vär  

jäytymistulos laskettiin  5 min:n  kuluttua  fluoresenssi  
mikroskoopilla. Hyvä  siitepöly loisti  kirkkaana,  kuollut  
näkyi tummana. (Jos ei  ole  käytettävissä fluoresenssi  

mikroskooppia, voidaan  siitepölyt laskea tavallisella  

mikroskoopilla.  Tällöin  esim. WILD-mikroskooppiin 
on hankittava  rajoitussuodin (esim. OG 1)  ja herätesuo  

din  (esim. BG 12). Mikäli  mikroskoopissa on vain  nor  
maali  valaisin, on lamppua hehkutettava  ylijännitteellä 

riittävän  valaisun  saamiseksi.)  

5. Siitepölyn idätys in vitro. Ennenkuin  päästiin ver  
taamaan eri laadunmääritystavoilla saatuja tuloksia  

keskenään,  oli  kehitettävä  uusi  idätysmenetelmä. Kos  
ka  tarkoituksena  oli  saada helppo ja  vaatimattomaan  
kin  laboratorioon  sopiva menetelmä, ei kokeiltu  erikois  
laitteita  vaativaa  tekniikkaa.  Siitepölyhiukkaset  idätet  
tiin  elatuspisaran pinnalla. Objektilasille pipetoitiin 
kumpaankin päähän pisara  (n.  0,5  ml)  elatusainetta,  ja 
päälle karistettiin  siitepölyä. Objektilasi  pantiin 12 
cm:n läpimittaiseen petrimaljaan, jonka pohjalla oli  tis  
latulla  vedellä  kostutettu suodatinpaperi. Petrimalja 

suljettiin kannella.  Siitepölyjä idätettiin  pimeässä 25— 
30°C:n  lämpötilassa 3 d:n ajan. Kaikki  tarvittavat  väli  
neet sekä elatusaineet  steriloitiin  ennen käyttöä ja työ 
tehtiin  aseptisesti.  Määritettäessä  siitepölyn laatua  idä  
tyskokein  hyväksi  luettiin  siitepöly,  joka oli kasvattanut  
vähintään  itse  siitepölyhiukkasen halkaisijan pituisen 
siiteputken. Itävyysprosentti laskettiin  neljän rinnak  

kaisnäytteen keskiarvona.  

Idätysalustoissa  kokeiltiin  kaikkiaan  17  erilaista  pe  
ruselatusalustaa, näistä jokaista ilman agaria sekä  

0,8  % agaria sisältävänä.  Esikokeet  parhaimman idä  
tysalustan löytämiseksi tehtiin kahdella  hyvällä raudus  
koivun  siitepölyerällä.  Varsinaisessa  kaikille  siitepöly  
erille  tehdyissä laadunmääritysidätyksessä käytettiin 

parhaimmaksi osoittautunutta, modifioitua  Brew  

baker  in ja Kwackin  (1963) alustaa. Siinä  oli  

H 3803 100 mg/l, Ca  (N03)2 x 4 H2O 300 mg/l,  

MgSO4 x  7  H2O 200  mg/l ja KNO 100 mg/l.  Tähän 
lisättiin  20  % sakkaroosia  sekä  vitamiineja (tiamiinia 50  
mg/l, riboflaviinia  25  mg/l ja askorbiinihappoa 50  mg/ 
1).  Idätysalustan pH säädettiin  5,5—6,0: n välille.  

Siitepölyn idätystutkimuksissa  kokeiltiin  myös  3-in  

dolietikkahapon (IAA)  ja gibberelliinihapon (GA3) vai  
kutusta. Kumpaakin kasvuhormonia  käytettiin  1. 10, 
100  mg/l erikseen  ja lisäksi  samalla  kertaa  kumpaakin 
10 mg/l. Idätyskokeissa  tutkittiin  myös  rauduskoivun  
emikukista tehdyn uutteen vaikutusta  raudus-  ja hies  
koivun  siitepölyn  itämiseen.  Uutteen  valmistamiseen  
käytettiin n. 5  g pakastettuja eminorkkoja.  Kukat  pois  
tettiin  tukirangastaan, rikottiin  saksilla  ja  näin  saatu 
emikukkasilppu, n. 7 cm

3
, murskattiin  edelleen huh  

maressa. Murskeeseen  lisättiin  35  ml tislattua  vettä, ja 

saatu seos suodatettiin  kahteen kertaan. Tätä suodosta 



7 

lisättiin  elatusalustaan  0,01. 0,1  ja 1 ml/l.  

6. Risteytyskokeet. Risteytyskokeet tehtiin yksin  

omaan rauduskoivulla.  Eri  siitepölyerillä  oli identtisissä 
olosuhteissa  Haapastensyrjän metsänjalostuskeskuksen 
kasvihuoneissa  Läyliäisissä  pölytetty  samoja alkuperiä 
olevia  emopuita. Käytettävät emo- ja isäpuut eivät ol  

leet  sukua  toisilleen.  Risteytyksissä  saadut  siemenet  

(pähkylät)  idätettiin Kolarin  tutkimusasemalla  Jacobse  
nin idätyslaitteessa 100: n siemenen  erissä neljänä rin  
nakkaisidätyksenä. Saatuja siementen  itävyysprosentte  

ja verrattiin  käytettyjen siitepölyjen  ACG- ja FDA-vär  
jävksillä saatuihin  tuloksiin.  

3. TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU 

31. Keruutapa  

Siitepölyjen  laadunmäärityksissä  koivun 
eri  tavoilla kerätyillä  siitepölyillä  ei  ollut laa  
tueroja.  Samoista puista  hyötämällä  maalis  
kuussa  kerätty  siitepöly  osoittautui  värjäys  
ten mukaan yhtä hyväksi  kuin kesäkuussa  
norkkoina kerätty  siitepöly.  Tässä on huo  
mattava ero verrattuna esim. männyn  (Pinus 
sylvestris  L.)  ja lehtikuusen (Larix  sp.)  siite  
pölyillä  saatuihin tuloksiin. Eräinä vuosina 

näillä lajeilla  pussittamalla  kerätystä  siitepö  
lystä on elossa keskimäärin  kaksinkertainen 
määrä verrattuna hyötämällä  kerättyyn  siite  

pölyyn.  Koivulla nyt  saatu tulos on yhden  
mukainen Saarnijoen  (1941)  lehtipui  
den siitepölyjen  itävyydestä  saamien tulosten 
kanssa.  Hänen tutkimustensa mukaan koi  

vulla siitepölyn  keräystäpä  ei  vaikuta itävyy  
teen. Saarnijoki  kuitenkin kehottaa 
välttämään hyötöä, ja hänen mukaansa 
esim.  lepällä  hyötämällä  kerätty  siitepöly  
itää huomattavasti huonommin kuin nork  

koina kerätty.  

32. Värjäys  

Asetokarmiinilla ja aniliinisinellä saadut 

siitepölyn  värjäystulokset  ovat hyvin  yhden  
mukaiset. Asetokarmiinia on vanhastaan 

käytetty  jakautuvien solujen  kromosomiväri  

nä, koska  se värjää  kromatiinin. Aniliinisini 

puolestaan  värjää  siitepölyjen  sisältämän 
kalloosin,  jota on itämättömässä siitepöly  
hiukkasessa  runsaasti ituhuokosten ympäril  
lä ja  itävässä  hiukkasessa  varsinkin siiteput  
kessa  (Stanley  ja Linskens 1974). 
Käytännössä  kumpikin  värjää  siitepölyn  ve  
getatiivisen  solun sisältämän sytoplasman.  
Värjäytymiseen  ei  näytä vaikuttavan, onko 

sytoplasma  elävää vai kuollutta. Muutama 
erä siitepölyjä  värjättiin  myös sen jälkeen  

kun pölyt  oli ensin tapettu  kuumailmakaa  

pissa.  Näiden varmasti  kuolleitten siitepöly  

jen "elävyysprosentti"  ACG- ja ABL-vär  

jäyksellä oli sama kuin samojen  kuumenta  
mattomien siitepölyjen  (taulukko 1). Toisin 
sanoen ACG- ja ABL-värjäyksellä  saadaan 
tietoja siitepölyn  morfologiasta  ja anatomi  
asta,  kuten esim. siitepölyhiukkasen  koosta 
tai muodosta sekä sytoplasman  rakenteelli  
sesta poikkeavuudesta,  jopa puuttumisesta,  

mutta  ei siitepölyhiukkasen  elävyydestä.  
Tetratsoliumikloridia ja sen johdannaisia  

on yleisesti  käytetty  vitaaliväreinä tutkittaes  

sa solukoiden elävyyttä  mm. siemenissä 

(Sarvella  1964).  Tetratsoliumin käyttö  
solukoiden elossaoloa ilmaisevana värinä pe  
rustuu  siihen,  että elävän solukon dehydro  

genaasit pelkistävät  värittömän tetratsoli  
umin solukkoon jääväksi  punaiseksi,  liukene  
mattomaksi väriksi, formatsaaniksi. Useilla  

kasveilla TTC on todettu myös  suhteellisen 

hyväksi  siitepölyn  laadun osoittajaksi.  Tässä 
tutkimuksessa käytetyille  lehtipuille  ei TTC  

värjäys kuitenkaan ole suositeltava.  Siitepö  
lyjen värjäytyminen  oli hyvin  epätasaista.  
Samalla objektilasilla olivat paikoitellen  
kaikki siitepölyhiukkaset  värjäytyneet  täy  

dellisesti, paikoitellen  ei yksikään. Keski  
määräinen värjäytyminen  oli lähes asetokar  
miini- ja aniliinisinivärjäysten  luokkaa (tau  
lukko 1). Samantapaisia  tuloksia on aikai  
semmin saatu tutkittaessa  eräiden hedelmä  

puiden,  kuten persikka-,  päärynä-  ja  omena  
lajikkeiden sekä viinirypäleen  siitepölyä  
(O  be rl e ja Watson 1953). Tutkijat  
totesivat tällöin TTC-värjäyksen  epäluotetta  
vaksi  näille lajeille.  Värjäytyminen  antoi lii  

an hyviä tuloksia,  värjäyksen  mukaan usein 

jopa  täysin  sterileistä  siitepölyistä  olisi  puo  
let ollut eläviä. Värjättäessä  kuumailmakaa  

pissa  (2 h + 120° C)  tapettuja  siitepölyjä  
TTC :11a, jäävät hiukkaset värjäytymättä.  
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TTC:n pelkistävä entsyymi  tuhoutuu 
+  100°C:een lämpötilassa.  

Mikroskooppisen  tekniikan kehityksen  
myötä ovat erilaiset fluoresenssivärjäykset  
tulleet käyttöön  solu- ja solukkovärjäyksissä.  
Fluoresenssivärien käyttö  solujen  elävyyden  
määrityksessä  perustuu  sytoplasmaa  ympä  
röivän solukelmun,  plasmalemman,  ominai  
suuksiin. Jos  se on puoliläpäisevä  kuten nor  
maalisti,  on todennäköistä, että solu on elä  
vä. Kemialliselta kannalta katsoen värjäys  
perustuu siihen,  että ei-polaarinen  yhdiste,  
tässä tapauksessa  fluoreseiinidiasetaatti,  

pääsee  solun sisään ja hydrolysoituu  siellä 
esteraasien vaikutuksesta polaariseksi  yhdis  
teeksi,  fluoreseiiniksi,  joka  pyrkii  viipymään  
solun sisällä (Rotman & Paper  
master 1966). Jos solun plasmalemma  on 

virheetön,  ts.  solu  on elävä,  poistuu  fluore  
seiinia solusta paljon  hitaammin kuin mitä 
fluoreseiinidiasetaattia tunkeutuu soluun.  

Siitepölyä  tutkittaessa  on tällöin kysymys  
sen  vegetatiivisen  solun elävyydestä.  Siitepö  
lyhiukkanen,  joka  sisältää elävän vegetatiivi  
sen solun, on mikroskooppisesti  erotettavis  

sa  fluoresoivana,  kirkkaana  siitepölyhiukka  
sena  kuolleista,  mustista hiukkasista.  Useil  

la lajeilla, esim. männyllä ja kuusella,  ei 
fluoresenssivärjäys  ole kovinkaan selvä. 
Näillä lajeilla siitepölyhiukkasen  uloimman 
kerroksen,  eksiinin, sporopolleniinilla  on 

luonnostaan oma sinivihreä fluoresenssinsa.  

Tästä syystä  kuolleetkin solut loistavat  mel  
ko voimakkaasti mikroskoopissa.  Kaikilla 
tutkimillamme kotimaisilla lehtipuilla, rau  
dus- ja hieskoivulla,  haavalla sekä  harmaa  

lepällä, on tämä luonnollinen fluoresenssi 
kuitenkin lähes olematon,  joten  fluoreseiinilla 

värjäytyneet  solut voidaan helposti  erottaa  
värjäytymättömistä.  Värjäyksen  varjopuole  

na on preparaatin  säilymättömyys.  Parin  

kymmenen  minuutin kuluttua preparaatin  
valmistumisesta alkaa fluoresenssi siitepöly  
hiukkasissa  heiketä ja samanaikaisesti taus  
tafluoresenssi varsinkin siitepölyhiukkasten  
ympärillä lisääntyy.  Tämä johtuu osittain 

siitä, että tässä ajassa  ehtivät solun ulkosei  

nästä, intiinin selluloosaosasta,  vapautuneet  
esteraasit hydrolysoida lähistöllään liuokses  

sa  olevaa fuoreseiinidiasetaattia (  K  n o  x ja 
Heslop-Harrison  1969). 

Fluoresenssivärjäyksellä  saatu hyvien sii  

tepölyhiukkasten  osuus  on lähes poikkeuk  

setta huomattavasti pienempi kuin  samojen  

siitepölyerien  ACG-  ja ABL-värjäyksillä  saa  
tu.  Tulos on odotettu, koska  fluoreseiini vär  

jää vain elävät siitepölyt,  kun taas vertailu  
värit värjäävät  sekä elävät että kuolleet siite  

pölyt, kunhan niissä vain on sytoplasma  
(Ockendon ja Gates  1976). Värjät  
täessä fluoresenssitekniikalla esim. kuumen  

tamalla tapettuja  siitepölyhiukkasia  kaikki  

Taulukko  1. Siitepölyn laadunmääritys eri värjäysmenetelmillä ja  modifioidulla  Brewbakerin  ja Kvvac  
k i  n alustalla  idätettynä. 

Tabic 1. Determination of  pollen quality using different staining methods  and  germination on modified  
B r  e tv bake  r and K »' a  c k s ' medium. 

Käsittelemätön  siitepöly "Tapettu" siitepöly 
Untreated pollen "Heat-killed"  pollen 

-aji 

re  e  species 
Itävyys  
Germination  

% 

ACG ABL TTC FDA ACG ABL TTC FDA 

Värjäytyneen siitepölun %-osuus  Proportion of  pollen stained.  % 

3etula  pendula 
iätkenä  234—73  

245—73  

161—74 

236—77  

245—77 

16,6 

13,1 

1,9 

10,1 

0,7 

97,3 

98,5 

78.5  

68.0  

94.1  

100,00 

95.5 

83.2 

72.3 
90.3 

93,0 

94,3 

85,5 

93,0 

88,3 

36,0 

18,8 

5.0 

5.1 

11,7 

92,8 

96,5 

95,2  

66.7  

96,0 

90,8 

95.2 

92,0 

62,0  

95.3 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

[letula  pubescens 
reuravuoma  

iätkenä  

°opuhts tremula  

\akenus  

Pello  

lärvisaajo 

4—74 

2—77  

4—77  

11—77 

13—77  

14—77 

15—77  

9,9 

2,4 

0 

0 

0 

0 

0 

93,2 

99,4 

99,0 

99,8 

98.2 

99.3 
100,0 

98,0 

98.5 

92,0 

100,0 

99,2 

100,0 

96,8 

79,0  

88.5 

85.8 

80,5 

98.9 

92,0 

83,0 

29,8 

5,1 

39,0 

2,4 

0,5 

0,8 

0 

99,3  
95,8  

97,3  

100,0 

100,0 

100,0 

100,0 

97,8 

96,5 

98,3 

100,0 

100,0 

100,0 

100,0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

4hius  incana 

flläsjokisuu 12—77 0 86,1  78,3 79,0  49,8 83,3 82,0 0 o 
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Taulukko  2. lAA:n  ja GA3:ji lisäyksen vaikutus  Betula  pendulan siitepölyn itämiseen  modifioidulla  Brew  
fa a k  e  r  i  n ja Kwackin alustalla.  

Table  2. Effect of  adding lAA  and  GAj on the  germination of  Betula  pendula pollen on  modified Brew  
baker and  K  w a c k  ' s medium. 

jäävät  värjäytymättä  ja ovat siis  todettavissa 
kuolleiksi (Taulukko  1). Fluoresenssivärjäys  
vaikuttaa luotettavalta lehtipuiden  siitepöly  

jen laadunmääritysmenetelmältä.  Värjäys  
kertoo suoraan siitepölyhiukkasen  vegetatii  
visen solun elävyyden.  Vaikka tämä ei vielä 

osoitakaan,  onko hiukkanen hedelmöitysky  

kyinen,  on ainakin varmaa,  että fluoresens  

sivärjäyksessä  värjäytymättömäksi  jäänyt  sii  

tepölyhiukkanen  ei sitä ole (Hes 1o p  -  
Harrison ia Heslop-Harrison  
1970). 

33. Idätys  

Idätyskokeet  tehtiin pääasiassa  koivun sii  

tepölyllä. Idätyksellä  saadut tulokset eivät 

muutamaa poikkeusta lukuunottamatta 
nousseet  yhtä  hyviksi  kuin värjäämällä  saa  
dut. Selvästi paras idätysalusta  oli modifioi  

tv Brewbakerin ja Kwackin 

(1963)  alusta. Tällä perusalustalla  saadut  
itämisluvut jäivät noin puoleen  vastaavista 

fluoresenssivärjäyksillä  saaduista elävien sii  
tepölyhiukkasten  määristä (Taulukko 1, 2 ja 
3).  Itämistulosten parantamiseksi  kokeiltiin  
erilaisten lisäaineitten vaikutusta siiteputken  
kasvuun. Kokeiltavia aineita olivat  agar,  
lAA, GA3  sekä  emikukista tehty  uute. 

Lisättäessä 0,8  % agaria  parani  itävyystu  
los noin kaksinkertaiseksi  kaikilla alustoilla,  
mikäli idätysmalja  pysyi homeettomana. 

Agarin  lisäys  teki yleensä  myös  homeitten 
määrän niin suureksi,  että siitepölyn  itämi  
nen estyi.  Tästä syystä  agarin  käytöstä  luo  
vuttiin kokonaan. 

Kasvuhormoneja,  lAA:ta ja GAj.a lisät  
täessä idätysalustaan  ei tulos eronnut kont  

rollina olleen perusalustan  itämistuloksesta 
(Taulukko 2).  Emikukkauutteen lisäyksellä  

Taulukko  3. Betula  pendulan (Järvisaajo 1—77)  emikukkauutteen  vaikutus  siitepölyjen itävyyteen modifioidulla  
Brewbakerlnja Kwackin  alustalla.  

Table 3. Effect  of  addition  of Betula  pendula  (Järvisaajo 1—77)  female flower extract  on  the  germination of 

pollen on modified B r e iv  baker  and  K w a c k  s ' medium.  

Hormonien  lisäys  mg/l  
IAA 

Hormone  addition  mg/l 
ga

3 iaa+ga
3 

Laji  
Tree  species 

FDA 

% 

Kontr. 

Control  
10 100 ■ 1000 10 100 1000  10+10 

Itävien  siitepölyjen %-osuus  Proportion of  pollen germinated, % 

Sätkenä 278-73  

272-77  1 

272-77  II 

P  153-77 

33,9 

29.5 

29,5 
61,0  

22.6 

11,5  

11.3 

10.4 

14,8 

25,4  

12,3 

11,8 

21,6 

17,6 

2,6 
20,9 

14,3 

2,9 

22,3 

16,1 

12,6 

3,5 

17,1 

11,8 

11,1 

2,2 

30,3 

21,7 

7.4 

1.5 

13,5 

21,0 

12.6 

2,4 

28,0 

Uute  ml/1 Extract ml/1  

Laji  
Tree species 

FDA 

% 

Kontr. 

Control 
0,01  0,1 1.0 

Itävien  siitepölyjen %-osuus  

Proportion of  pollen germinated, % 

Betula  pendula 

Järvisaajo 

Sätkenä 

1—77 

4—77 

153—77 

221—11  

236—77  

245—77  

272—77  

5,8  
48,1 

61,0  

29,5 

17,4 

11,4 

7,0 

9,3  

18,5 

2,1 

0,1 

10,1 

0,7 

2,6  

7,5  

12,0 

17,0 

37,7 

2,3 

10,2 

5.8 

18,0 

20,5 

18.5 

35,0 

17,4 

5,3 

10.6  

4,1 

12,6 

14.5 

34.6  

3,7 

6.1 

11.4 

Betula  pubescens 

Teuravuoma  

Hanhilehto  

2—77 

3—77 

5—77 

7—77 

5,1 

1.0 

9,8 

74.6 

0 

0 

5,0 

0 

27,1 

15,8 

16.8 

39.6 

35,0 

22,5  

7,3 

38,7 

37,1 

17,0 

10.0 

30,9  



sen sijaan oli huomattava vaikutus itämi  

seen. Itämistulos kohosi kaikilla  käytetyillä  

väkevyyksillä,  ja vastasi  melko tarkkaan 

fluoresenssivärjäyksellä  saatua  elävien siite  

pölyjen  osuutta. Milloin fluoresenssivärjäyk  
sellä  saatu luku oli  pieni,  saattoi idätystulos  
kohota huomattavastikin sen yli. Syy tähän 
on epäselvä,  mahdollisesti se  johtuu  kuolleit  

ten solujen entsymaattisesta hajoamisesta  
elatusaineessa. Kyseessä  saattaa  olla myös  
n.k. "Instant pollen  tubes" -reaktion tapai  

nen ilmiö, jota tavataan  vain ituhuokoselli  
silla pölyhiukkasilla.  Jos siitepölyjä  pannaan 
laimeaan happoon,  esim. 4 % rikkihappoon,  
intiini pullistuu ulos huokosten kohdalta. 

Lopputulos  muistuttaa erehdyttävästi  itänyt  

tä siitepölyhiukkasta  siiteputkineen,  mistä 

syystä  ilmiötä kutsutaan myöskin  vale-itämi  
seksi (Stan 1 e  y  ja Linskens 1974). 
Uute oli valmistettu yhdestä  rauduskoivuyk  
silöstä kerätyistä  emikukista. Se stimuloi yh  

tä  hyvin samasta puusta kerättyjen  kuin 
muista koivuista kerättyjen  siitepölyjen  itä  
mistä hieskoivu mukaan lukien (Taulukko 

3).  

Vaikka koivun siitepöly tällä menetelmäl  
lä saadaan itämään, ei idätys  siitepölyn  laa  

dunmääritysmenetelmänä  tunnu  tarkoituk  
senmukaiselta. Kun käytettävissä  on nopea 

ja varsin luotettava fluoresenssivärjäysmene  

telmä, on idätys  siihen verrattuna liiaksi työ  
tä  vaativa,  aikaa  vievä ja idätyksenaikaisille  
ulkoisten olosuhteitten muutoksille altis. 

34. Risteytyskokeet  

Riteytyskokeissa  tyhjien siementen määrä 
kohosi kaikissa  risteytyksissä  korkeaksi,  
50—100 %:iin, keskiarvon ollessa 86,75 %. 

Risteytettäessä  tuulipölytteisiä  kasveja  näyt  
tää tyhjiä  siemeniä muodostuvan enemmän 
kuin luonnon pölytyksessä.  Rauduskoivun 

tyhjäsiemenprosentti  luonnossa tuulipölyt  
teisenä on  30—40 %,  vaihdellen jonkin ver  

ran vuosittain (Sarvas 1948, 1952, 

Hagman  1971).  Syitä  korkeaan tyhjäsie  
menprosenttiin  on ilmeisesti useita, ensim  
mäisten joukossa  ehkä inkompatibiliteetti  ja 
väärä pölytysaika.  Tosin missään risteytyk  
sessä emo- ja isäpuu eivät olleet sukua kes  

kenään, mutta rauduskoivulla tavataan 

myös  jonkin  verran lajin sisäistä risteytysin  

kompatibiliteettia  (Hagman  1975).  Teh  

dyn risteytyssiementen  idätyskokeen  tulosten 
vertailu eri  emopuiden  kesken  viittaa tähän. 
Mutta tämän lisäksi on myöskin isäpuilla,  

so. siitepölyn  laadulla selvä vaikutus tulok  

seen. Käytettäessä  siitepölyä,  jonka elävyys  

FDA-väijäyksen  mukaan on 0,33 %, itävät 
siemenet parhaimmillaankin  n. 5 %:isesti,  
ts. tyhjäsiemenprosentti  on n. 95 (Taulukko  
4). Verrattaessa eri siitepölyerillä  pölytetty  

jen siementen itämistuloksia FDA-värjäyk  

siin,  viittaavat tulokset  samantapaiseen  ilmi  

öön kuin on  todettu ainakin Pinus jefreyillä 

ja P. ponderosalla.  Näillä risteytyskokeissa  
on saavutettu paras hedelmöityskyky  siitepö  

Taulukko 4. Risteytyksessä  käytettävän siitepölyn laadun  vaikutus  Betula  pendulan siemenen  itämiseen.  
Tabic  4. Effect  of  quality of pollen used  in  crossings  on  the  germination of  Betula pendula  seeds.  

10 

Isäpuu 
Father  tree 

FDA % 

Emopuu ACG %  

Mother  tree 

koi 003 kol410 koMll  

37,4 9,8 31,7 

99,0 97,0 92,7 

Itävien siementen %-osuus (21  d.) 

kol424 H6115 ko6792 ko6803  

27.4 9.4 0,3 41,7 

99.5 99,0 100,0 92,5 

Proportion of  seeds  germinated. %(21 dj  

kol406  

kol410  

kol420  

kol448  

kol452  

koi490 

kol494 

koi500  

ko6784  

ko6790  

ko6794  

ko6799  

ko6800  

ko6803  

ko6811  

7,25  

28,0 

0,33 

9,88 

16,25  

5,5 

0 

16,25 

53,2 

29,0 

0 

50,0 

29,0 

0,25 

9.0 

17,5 

12,75 

7,67  

4.33 

3,33 

6.1 

21,75 

40,3 

34,25 

0,31  

13,75 

24,8 

0  

12,5 

6,0 

0.25  

3,5 
5.5 

3,25 

4,5 

0.75  

3.95 

1,33 

14,25 

14,75 

2.0 

10,75 

16,0 

16,0 

11,25 
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lyerillä, joissa  on ollut vain 10—30 % eläviä 

siitepölyhiukkasia (Ca 11 ah a m ja 
Duff ie 1  d 1961). Nyt  tehdyssä  kokeessa  
siitepöly,  jossa  eläviä oli n. 10 %, tuotti emo  

puun mukaan vaihdellen siemeniä,  joista  
tyhjiä oli parhaimmassa  tapauksessa  alle 
puolet,  kun  taas  lähes 50  % eläviä siitepölyjä  
sisältävällä pölytettynä  saaduista siemenistä 

tyhjiä  oli aina yli 80 % (Taulukko 4).  

Risteytyskokeiden  tulokset varmistavat  

FDA-väijäyksillä  saatuja  tuloksia ja samalla 

osoittavat siitepölyn  laadunmäärityksen  tar  
peellisuuden  ennen risteytystä. Tämä on 
välttämätöntä  jo  yksinomaan  huonojen  siite  
pölyerien  hylkäämiseksi.  Mahdollisesti siite  

pölyjen laadunmääritys  on tarpeellista  myös  
sen vuoksi,  että ei suotta  käytettäisi liian 
elävää siitepölyä,  vaan se voitaisiin laimen  

taa sopivaksi  ja täten lisättäisiin siementuot  
toa ja säästettäisiin siitepölyä.  Tämän seikan 
varmistamiseksi on nyt käytetty  aineisto  kui  
tenkin liian suppea ja vaatii lisätutkimuksia.  
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