Kasvihormonit jalakan marjojen kehitys
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Johdanto

Lakka (hilla, muurain; Rubus chamaemorus L.) on varsinkin pohjoisessa arvokas luonnonmarja.
Lakan kaupallisen merkityksen takia sen viljelymahdollisuuksia on tutkittu varsinkin Norjassa mutta
my6s Suomessa (Rapp 1991, Pirinen 1998). Varhaisempi tutkimus pyrki selvittémaén
mahdollisuuksia lisétd lakkasatoja luontaisilla kasvupaikoilla mm. lannoituksen avulla, mutta viime
vuosina tutkimuksessa on keskitytty lakan viljelymahdollisuuksien selvittdmiseen. Norjassa on jo
aoitettu kahden hede- ('Apollen’ ja 'Apollto’) ja kahden emilgjikkeen (' Fjordgull’ ja 'Fjelgull’)
kaupallinen monistus. Suomessa lakkatutkimusta tehdéén Kuopion yliopistossa, jossa tutkitaan mm.
mahdollisuuksia kehittda yksikotinen lakkal gjike (Kokko, suullinen tiedonanto). Lakan kaksikotisuus
jaonnistuneen polytyksen riippuvuus sédol osuhteista ovat tekijdita, jotka vaikeuttavat 1akan viljelyyn
ottoa. Yksikotinen lgjike saattaa ratkaista ndméa ongelmat. Partenokarppinen lgjike, joka kehittda
marjan ilman polytysta, olisi toinen mahdollinen ratkaisu. Aikaisemmissa tutkimuksissa on osoitettu,
etta auksiini- jaltai gibberdliinikasittely indusoi partenokarppisen hedelmén useissa ruusukasvien
heimoon kuuluvissa lgeissa (Moore and Ecklund 1975). Mainittujen kasvihormonien keskeinen
merkitys hedelméankehityksen saételyssi on osoitettu lukuisissa tutkimuksissa ja tdhan tietdmykseen
perustuen on partenokarppisuutta aettu kehittd&d myos geeniteknologian avulla (Varoquaux et al.
2000). Taman tutkimuksen tavoitteena oli tehda alustava selvitys kasvihormonien vaikutuksesta
lakan marjojen kehittymiseen ja luoda siten perusta mahdollisen partenokarppisen lgikkeen
kehittamiselle.

Aineisto ja menetemat

Tutkimuksissa kaytettiin seka lgjiketta *Fjelgull’ ettd useita luonnonvaraisia lakkakantoja. Pa&osa
kasittelykokeista tehtiin kasvihuoneessa. Taimet hyddettiin fytotronissa (15°C, jatkuva valo, PAR
150 pmol m? s%) ja auenneet kukat kasiteltiin etanoliin liuotetuilla hormoneilla (10 pl/kukka).
KésittelyissA kaytettiin kaikkiaan yhdeksda erilaista gibberelliinid ja kolmea erilaista auksiinia
(indolyyli-3-etikkahappo, IAA, naftaleenietikkahappo, NAA, 24-dikloorifenoksihappo, 2,4-D).
Kukkaa kohti annetut hormoniméérét vaihtelivat 0,1 ja 10 pug:n vailla. Kussakin kasittelyssa oli 6-12
kukkaa ja useimmat kasittelyt testattiin kahdessa tai useammassa kokeessa. Osa kukista kasiteltiin
vain etanolilla (negatiivinen kontrolli), osa polytettiin kdsin (positiivinen kontrolli). Marjat kypsyivét
noin viisi viikkoa késittelyn jalkeen.

Marjanaiheiden kehittymista tutkittiin myds alustavissa in vitro kokeissa. Pintasterilisoidut
hedelménaiheet irrotettiin toisistaan ja kasvatettiin 20°C [ampdtilassa M S-alustalla, johon oli lisitty
auksiinia (NAA) jaltai gibberdliinia (GA3).

Marjanaiheiden hormonipitoisuuksia tutkittiin naytteistd, jotka kerdttiin polytyksen jalkeen
gibbereliinien (GA1, GA., GA;, GAx, GAg ja GA,;) pitoisuudet kaasukromatografia-
massaspektrometrill&

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Ensimméisessa kasittelykokeessa kaytettiin vain yhta gibberelliinia, GAs;, joka on tavallisin
kaupallinen gibberelliini. GAs-kasittely (2,5-10 pg/kukka) indusoi samanlaisen marjojen kehityksen
kuin poélytys. Hormonikasiteltyjen ja polytettyjen marjojen vailla ei ollut tilastollisesti merkittavia
eroja kypsien marjojen painossa, mutta kyllakin siementen painossa (P<0.05). Pdlytettyjen marjojen
siementen tuorepaino oli noin 12 mg, mutta GAz:lla indusoitujen marjojen siemenet painoivat vain
noin 2 mg. Ero johtui ennen kaikkea siita, etta partenokarppisten marjojen siemenissa el ollut akiota,



mutta my6s siementd ympardiva kuori, endokarppi, oli pienempi partenokarppissa (2,5+0,22 mg)
kuin polytetyissa (5,4+0,51 mg) siemenissa.

Nykyisin tunnetaan jo yli sata erilaista gibberelliinia, mutta vain harva gibberelliini on
itsessdan biologisesti aktiivinen. GA; on tarkein kasveista eristetty aktiivinen gibberelliini, sen lisiks
GA, on biologisesti aktiivinen joissakin lgjeissa. Naiden aktiivisten gibberelliinien syntees perustuu
pédasi assa kahteen erilai seen synteesireittiin ja GA1:n l[ahimpid esiasteita ovat GA 19 ja GA», kun taas
GA jaGAg ovat vastaavasti GA4:n esiasteita (Hedden and Kamiya 1999). My6s GA ; on biol ogisesti
aktiivinen ja sekin on eristetty joistakin kasveista, mutta sek& sen synteesireitti ettd biologinen
merkitys on epaselvd. GAs voi olla yksi mahdollinen GAz:n esiaste. Néille kolmelle biologisesti
aktiiviselle gibberelliinille (GA;, GA4 ja GA3 on yhteista se, ettéa niiden hiiliatomissa numero kolme
on hydroksyyliryhma (-asemassa. Kaikkien mainittujen gibberelliinien vaikutus lakan marjojen
kehittymiseen tutkittiin kahdessa erillisessd kokeessa. Kokeissa oli mukana my6s synteettinen
dimetyyli-GA,4. Ainoastaan GA;, GAsz, GA, ja dimetyyli-GA, indusoivat partenokarppisen marjan
kehittymisen. Muiden testattujen gibberelliinien inaktiivisuus viittaa siihen, etté lakan sikidin e pysty
muuntamaan esiasteita aktiivisiksi gibberelliineiksi. Useissa gibberelliinien aktiivisuutta mittaavissa
testeissa esimerkiksi GA g ja GA,o ovat |dhes yhta aktiivisia kuin GA; (Crozier et a. 1970, Junttila
and Jensen 1988). Aktiivisten gibberelliinien vélilla e olllut tilastollisesti merkittéavia eroja, mutta
dimetyyli-GA, oli kaikissa kokeissa hieman tehokkaampi kuin muut gibberelliinit. Dimetyyli-GA:n
suurempi aktiivisuus voi johtua siitd, etta metyyliryhmét estévét hormonin metaboolista hajoamista.

GA; testattiin myos kenttdkokeessa, jossa kukat ruiskutettiin hormoniliuoksella. Ruiskutus
liuoksella, jonka vakevyys oli 500 mg I indusoi partenokarppisten marjojen kehittymisen.

Auksiinilla  on keskeinen vaikutus hedelmien kehittymiseen ja sddtelemdla
hedelmanaiheiden auksiinisynteesia geenitekniikan avulla on jo saatu kehitettya partenokarppisia
kasveja esimerkiksi munakoisosta (Rotino et al. 1997) ja vadelmasta (Mezzetti et a. 2001). Kaytetyt
auksiinit eivat indusoineet partenokarppisten marjojen kehittymistéa lakkalla, vaikka joissakin
tapauksissa auksiini-kasittely aiheutti marjanaiheiden osittaista kehittymista. Alustavat in vitro
kokeet, joissa eristettyjd marjanaiheita kasvatettiin MS-alustalla, viittaavat siihen, ettd marjanaiheet
vaativat kehittydkseen seka auksiinia etta gibberdliinia. Tassa yhteydessa on mielenkiintoista todeta,
etté vaikka auksinikasittelylla e ole saatu indusoitua partenokarppisuutta vadelmalla, télainen
vaikutus on todettu siirtogeenisissd taimissa joissa on lisdtty auksiinisynteesia marjanaiheissa
(Mezzetti et a. 2001). Auksiinin ja gibberelliinin mahdollista yhteisvaikutusta lakan marjojen
kehittymiseen tullaan tarkastelemaan tarkemmin jatkokokeissa.

Lakan marjanaiheista on eristetty IAA seka gibberelliinit Ao, Az, A1, Aoy, Agja As Tama
viittaa sihen, etta lakassa saattaa olla useampia gibberelliinien synteesireittgfa. Gibberelliinien
pitoisuudet olivat korkeimpia heti polyttymisen jalkeen, mutta ne elva muuttuneet kovinkaan
merkittavasti seuraavien kolmen viikon aikana. Sita vastoin |AA-pitoisuus nousi tuona aikana varsin
voimakkaasti.

Johtopaat ok set

Suoritetut kokeet osoittavat, etta gibberelliinikasittelylld voidaan saada partenokarppisia lakkoja.
Tdlainen kasittely voi siten korvata ep&onnistuneen polytyksen. Toistaiseksi e ole tutkittu
mahdollisuutta indusoida gibberelliinikasittelylla marjojen kehittyminen myos sellaisissa tapauksissa,
joissa emikukat ovat lievasti vaurioituneet esimerkiksi hallan takia. Gibberelliini on luontainen
hormoni lakan marjoissa, mutta jatkotutkimuksissa on selvitettava kasittelyn vaikutuksia kypsien
marjojen hormonipitoisuuksiin ja niiden laatuominaisuuksiin. Naissd kasittelykokeista saadut
tulokset ja muilla kasveilla tehdyt sirtogeenitutkimukset viittaavat sihen, ettd lakastakin on
mahdollista kehittéa partenokarppisialgjikkeita.
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