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Tiivistelma

Timotei (Phleum pratense L.) on tarkein Suomessa viljelty nurmirehukasvi erityisesti sen hyvan
talvenkestavyyden ja sadon laadun takia. Kasvusto muodostuu kolmesta versotyypistd: vegetatiivisista,
elongoituvista ja kukkivista versoista. Elongoituva verso on timoteille ominainen versotyyppi, jonka
verson pituuskasvu on alkanut, mutta verson karkikasvupisteen kehitys on pyséhtynyt vegetatiiviseen
vaiheeseen. Ensimmaéisessa sadossa kukkivat versot muodostavat padosan sadosta, kun taas toinen sato
koostuu enimmékseen vegetatiivisista ja elongoituvista versoista. Elongoituvilla versoilla on suuri
merkitys sadontuoton kannalta erityisesti toisessa korjuussa ja lisdksi niiden sulavuus voi olla kukkivia
versoja parempi. Timotei on pitkén paivan kasvi, joka kukkii, kun kukkimisille kriittinen péivéan pituus
ylittyy. Se ei vaadi kukkiakseen vernalisaatiota eli kylmékasittelyd, ja tdman vuoksi kukkivia versoja
voidaan havaita myds toisessa sadossa, joka ei ole kokenut talvea. Kukintaa, ja luultavasti myods
elongoituvien versojen muodostumista, saddellddn ymparistotekijoiden sekd kasvin endogeenisien
tekijoiden, kuten vernalisaation, gibberelliinihapon (GA), pdivan pituuden ja kasvin koon, idn ja
energiatalouden, kautta. Tdssa tutkimuksessa selvitimme, miten erilaiset kukintasignaalit, erityisesti
vernalisaatio, pdivanpituus ja GA, vaikuttavat timotein kasvuston rakenteeseen ja sadon muodostumiseen
seké kuinka kaksi kukkimisen indusoijageenid ilmenee erilaisissa olosuhteissa.

Kasvihuonekokeessa tutkittiin kahden timoteigenotyypin vasteita vernalisaatiolle (0, 2, 10,
12, 18 tai 20 viikkoa), paivan pituudelle (12 tai 16 tuntia) ja gibberelliinille (GAz). Késittelyiden jalkeen
laskettiin elongoituvien ja kukkivien versojen lukumaérat kerran viikossa. Vernalisaatiolla oli vaikutusta
eri versotyyppien muodostumiseen. Elongoituvien versojen maaré oli korkeampi seka vernalisoiduissa etta
ei-vernalisoiduissa kasveissa. Lyhyessd (12 h) pdivan pituudessa ei muodostunut ollenkaan kukkivia tai
elongoituvia versoja. Pitkassa péivassa (16 h) vernalisaatio lisdsi kukkivien versojen muodostumista, kun
taas ei-vernalisoituihin kasveihin kehittyi enemmén elongoituvia versoja. GA; -kasittely ei pystynyt
korvaamaan pitkan paivan tarvetta kukkivien tai elongoituvien versojen muodostumiselle lyhyessé péivéan
pituudessa. VRN1 ja VRN3 geenien ekspressioanalyyseissa havaittiin ilmenemisen ja genotyypin
kasvutavan valilla yhtalaisyyksia. Tulosten perusteella pohditaan versojen kehittymisen séaatelyn
vaikutusta timotein sadonmuodostukseen ja kuinka alkuperéltdan erilaiset genotyypit eroavat versojen
muodostuksessa.

Asiasanat: gibberelliinihappo, kukkiminen, paivanpituus, timotei, vernalisaatio, versotyypit, VRN1,
VRN3
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Johdanto

Timotei (Phleum pratense L.) on térkein Suomessa viljelty nurmirehukasvi erityisesti sen hyvén
talvenkestdvyyden ja sadon laadun takia. Sen kasvusto muodostuu kolmesta versotyypista:
vegetatiivisesta, elongoituvasta ja kukkivasta versosta. Elongoituva verso on merkittavista nurmikasveista
ainoastaan timoteille ominainen versotyyppi, jonka verson pituuskasvu on alkanut, mutta verson
karkikasvupisteen kehitys on pyséhtynyt vegetatiiviseen vaiheeseen Ensimmdisessd sadossa kukkivat
versot muodostavat pddosan sadosta, kun taas toinen sato koostuu enimmékseen vegetatiivisista ja
elongoituvista versoista (Virkajarvi ym. 2011). Elongoituvilla versoilla on suuri merkitys sadontuoton
kannalta erityisesti toisessa korjuussa ja lisaksi niiden sulavuus voi olla kukkivia versoja parempi.

Kukintaa, ja luultavasti myds elongoituvien versojen muodostumista, saddelldén
ympaéristotekijoiden sekad kasvin endogeenisien tekijoiden, kuten vernalisaation, gibberelliinihapon (GA),
paivén pituuden ja kasvin koon, idn ja energiatalouden, kautta. (Srikanth & Schmid 2011). Nurmikasvit
voidaan luokitella vernalisaatio- ja pdivanpituusvaatimuksensa perusteella primaari-induktion
(vernalisaatio), kaksoisinduktion (vernalisaatio ja pitkd pdiva) tai ainoastaan pitkadn pdivan vaativiin
kasveihin (Heide 1994). Timotei on pitkan paivan kasvi, joka kukkii, kun kukkimisille kriittinen paivén
pituus ylittyy. Timotei ei vaadi kukkiakseen vernalisaatiota eli kylmékésittelyd, ja tdmén vuoksi kukkivia
versoja voidaan havaita myos toisessa sadossa, joka ei ole kokenut talvea. Vernalisaation on kuitenkin
havaittu nopeuttavan ja edistavan timotein kukintaa (Seppanen ym. 2010) ja hiljattain on I6ydetty myds
timoteigenotyyppi, jolla on vernalisaatiovaatimus kukkimiselle (Fiil ym. 2011). Timotein genotyypit
voidaan jaotella eteldisiin ja pohjoisiin lajikkeisiin, jotka eroavat mm. kasvutavaltaan, kehitysrytmiltadn ja
kylmankestavyydeltddn toisistaan. Eteldiset genotyypit ovat kasvurytmiltddn nopeampia, mika ilmenee
mm. hyvénd jélleenkasvukykynd, kun taas pohjoisten genotyyppien etuna on niiden parempi
talvenkestavyys (Isolahti 2010).

Syysvehndlla ja — ohralla VRN1 geenin ekspressio lisaantyy kasvin siirtyessé
vegetatiivisesta kasvusta kukintavaiheeseen (Danyluk ym. 2003). Seppénen ym. (2010) havaitsivat
VRN1:n ilmenemisen lisd&ntyvan timoteilla 10 viikon vernalisaatiokasittelyn jalkeen ja ajoittuvan aikaan,
jolloin karkikasvupiste siirtyy vegetatiivisesta generatiiviseen vaiheeseen. VRN3:n rooli syysvehnalla
liittyy myds kukinnan indusoimiseen siten, etta se yhdistda vernalisaatio- ja paivanpituusreittien signaaleja
(Liym. 2011).

Téssé tutkimuksessa selvitimme, kuinka erilaiset kukintasignaalit, erityisesti vernalisaatio,
paivanpituus ja GA, vaikuttavat timotein kasvuston rakenteeseen ja sadon muodostumiseen seka kuinka
kaksi  kukkimisen indusoijageenid ilmenee erilaisissa olosuhteissa alkuperéltddn erilaisissa
timoteigenotyypeissé.

Aineisto ja menetelmat

Kasvihuonekoe koostui kahdesta erillisestd kokeesta, joissa tutkittiin siemenmateriaalilla kahden
timoteilajikkeen (Iki ja Tuure) vasteita a) vernalisaatiolle (0, 2, 10, 12, 18 tai 20 viikkoa) tai b)
vernalisaatiolle (0 tai 10 viikkoa), paivan pituudelle (12 tai 16 tuntia) ja gibberelliinille (GA3). Liséksi
klooniaineistolla selvitettiin vernalisaation (0-15 viikkoa) vaikutusta kasvuston rakenteeseen eteldiselld ja
pohjoisella genotyypilld. Timotein siementaimia kasvatettiin kasvihuoneella (20 °C, 12 tunnin
paivanpituus) kaksi viikkoa ennen siirtoa kasvatuskaappeihin (Weiss Technik, Saksa) joko a) 2-20
viikoksi tai b) 10 viikoksi vernalisaatiokasittelyyn (6 °C/4 °C, péivd/yd, 8 tunnin pdivanpituus).
Vernalisaation jalkeen kasvit siirrettiin a) 16 tunnin péivanpituuteen tai b) joko 12 tai 16 tunnin
paivanpituuteen ja késiteltiin gibberelliinihapolla tai kontrollik&sittelylld. Gibberelliinihappoa (GAs)
pipetoitiin ylimman lehtitupen sisdén 25 pg 10 pl:ssa 20 % etanolia (mukaillen MacMillan ym. 2005).
Kontrollikasvit k&siteltiin 20 % etanolilla.

Kasveista havainnoitiin ennen kylmakasittelyd ja kolme kertaa kylmékésittelyn jélkeen
kasvin pdadverson pituus sekd lehtien ja versojen lukum&&rd. Elongoituvien ja kukkivien versojen
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kehittymistd seurattiin viikoittain koko kokeen ajan. Elongoituva verso luokiteltiin versoksi, jossa oli
aitokorsi ja vahintaan kaksi solmua. Kasveista keréttiin naytteita DNA- ja RNA-analyyseja varten 0, 7 ja
14 vuorokautta vernalisaation jalkeen. Néaytteenoton yhteydessa kasvien karkikasvupisteen kehitysaste
madritettiin Sweet ym. (1991) mukaan.

Ekspressioanalyysissa selvitettiin eri kasittelyjen vaikutusta VRN1 ja VRN3 geenien
ilmenemiseen. Timoteille suunniteltiin lajispesifit alukkeet kayttden sekvenssidataa vehnédn VRN1 geenista
(Seppénen ym. 2010). VRN3 aluketiedot saatiin valmiina Tanskasta J. Andersenin laboratoriosta.
Ekspressioanalyysi suoritettiin kvantitatiivisella RT-PCR laitteella (Roche Light cycler 480, Indianapolis,
USA).

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Vernalisaatiolla oli vaikutusta eri versotyyppien muodostumiseen. Elongoituvien versojen maaré oli
korkeampi kaikissa kasveissa lukuun ottamatta 18 ja 20 viikkoa vernalisoituja “Iki" lajikkeen kasveja
(kuva 1). Pitkdssa pdivassa (16 h) vernalisaatio lisasi kukkivien versojen muodostumista, kun taas ei-
vernalisoituihin kasveihin kehittyi enemman elongoituvia versoja. Vernalisaatiolla oli aina negatiivinen
vaikutus elongoituvien versojen maaraan. 12 viikon vernalisaation jalkeen kukkivien versojen méaara
kasvoi molemmilla genotyypeilld verrattuna lyhyemmaén aikaa vernalisoituihin kasveihin. Seppanen ym.
(2010) havaitsivat, ettd kukkivien versojen ma&drd kasvaa 10 viikkoa vernalisoiduissa kasveissa ja
kasvuvaihe siirtyy vegetatiivisesta kasvusta generatiiviseen kasvuun. Genotyypeilla ei ollut merkitsevaa
eroa versojen maarissa.
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Kuva 1. Elongoituvien ja kukkivien versojen %-osuus O- 20 viikkoa vernalisoiduissa lajikkeissa ’Iki’ ja *Tuure’
kahdeksan viikon kasvatuksen jalkeen 16 tunnin péivanpituudessa. n=9 + SE.

Tutkittaessa eroja eteldistd ja pohjoista alkuperdé olevien genotyyppien versojen lukumaarissa havaittiin,
ettd pohjoinen genotyyppi tuotti enemmén elongoituvia versoja, kun taas eteldinen tuotti kukkivia versoja
(Kuvat 2a ja b). Eteldinen genotyyppi ei vaatinut vernalisaatiota kukkiakseen, vaan se tuotti kukkivia
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versoja tasaisesti kaikkien kasittelyiden jalkeen. Pohjoisella genotyypilla havaittiin vernalisaatiovaatimus,
koska se muodosti kukintoja ainoastaan vahintdan 12 viikon vernalisaation koettuaan.
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Kuva 2. Vernalisaatiokasittelyn aikana ja jalkeen (jalk.) muodostuneiden vegetatiivisten (VEG), elongoituvien
(ELONG) ja generatiivisten (GEN) versojen lukumaard a) eteldistd ja b) pohjoista alkuperdd olevissa
timoteigenotyypeissa. n=9 + SE.

Lyhyessé (12 h) péivén pituudessa ei muodostunut ollenkaan kukkivia tai elongoituvia versoja yhteenk&én
ei-vernalisoiduista tai vernalisoiduista kasveista. GA; -ké&sittely ei pystynyt korvaamaan pitk&dn pdivan
tarvetta kukkivien tai elongoituvien versojen muodostumiselle lyhyessda pdivan pituudessa
samankaltaisesti kuin esimerkiksi englanninraiheindlla (MacMillan ym. 2005). GA; — Kasitellyt kasvit
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olivat kuitenkin kontrollikasveja pidempié (kuva 3), joka viittaa gibberelliinihapon verson pituuskasvua
edistdvadn vaikutukseen.
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Kuva 3. Vasemmalta: 10 viikkoa vernalisoitu ‘Iki’, 10 viikkoa vern.+ GAj3 ‘Iki’, 10 viikkoa vern ‘Tuure’, 10 viikkoa
vern.+ GA; ‘Tuure’. Kasvit vernalisoitiin 10 viikon ajan ja kasiteltiin GAs:lla tai kontrollikasittelylla ja niiden
kasvua seurattiin 8 viikon ajan 16 tunnin paivanpituudessa.

Johtopaatokset

Timotein kukinnan s&ately vaikuttaa olevan erilainen verrattaessa muihin jo aiemmin tutkittuihin
nurmikasveihin. Vernalisaatiolla on positiivinen vaikutus timotein kukintaan sen nopeuttaessa ja lisatessa
kukintojen maaréa verrattaessa vernalisoimattomiin kasveihin, kun taas elongoituvien versojen maara
vahenee vernalisoiduissa kasveissa. Gibberelliinihappokasittely ei toimi samankaltaisesti timoteilla kuin
esimerkiksi englanninraiheindlld (Lolium perenne L.), jolla se voi korvata pitk&n péivan vaatimuksen ja
sallia kukkimisen lyhyen péivén olosuhteissa. Lyhyt pdivan pituus on vahva kukinnan estdjé timoteilla ja
se vaatii tarpeeksi pitkan péivan kukkiakseen ja muodostaakseen elongoituvia versoja. Tulevaisuudessa
syksyjen pidentyessa voidaan nditd tuloksia hyodyntdd nurmikasvien jalostuksessa esimerkiksi
kayttamalla tietoa geeneistd ja geenimuodoista, jotka ovat osallisena timotein kasvurytmin
madrdytymisessd. Versonmuodostuksen taustalla olevien geenien tunteminen nopeuttaa jalostuksen
etenemistd timoteilla.

Kirjallisuus

Fiil, A., Jensen, B. L., Fjellheim, S., Lubberstedt, T., Andersen, J. R. 2011. Variation in the Vernalization Response
of a Geographically Diverse Collection of Timohty Genotypes. Crop Science. vol 51, 6: 2689-2697.

Heide, O.M. 1994. Control of flowering and temperature in temperate grasses. New Phytologist. 128 :347-362.



SUOMEN MAATALOUSTIETEELLISEN SEURAN TIEDOTE NRO 28

Isolahti, M. 2010. Timotein maantieteelliset geenipoolit ja niiden ké&ytto jalostusohjelmissa. Teoksessa:
Maataloustieteen Paivat 2010. Suomen Maataloustieteellisen Seuran julkaisuja numero 26. Toimittanut Anneli
Hopponen.http://www.smts.fi/jul2010/esite2010/049.pdf. Viitattu 17.11.2011.

Li, C. X,, Distelfeld, A., Comis, A., Dubcovsky, J. 2011. Wheat flowering repressor VRN2 and promoter CO2
compete for interactions with NUCLEAR FACTOR-Y complexes. Plant Journal. vol 67, 5:763-773.

MacMillan, C. P., Blundell, C. A., King, R. W. 2005. Flowering of the grass Lolium perenne. Effects of
vernalization and long days on gibberellin biosynthesis and signaling. Plant Physiology. 138, 3: 1794-1806.

Seppénen, M., Pakarinen, K., Jokela, V., Andersen, J.R., Fiil, A., Santanen, A., Virkajarvi, P. 2010.

Vernalization response of Phleum pratense and its relationships to stem lignification and floral transition. Annals of
Botany. Annals of Botany 106 (5): 697-707.

Srikanth, A. & Schmid. M. Regulation of flowering time: all roads lead to Rome. Cell. Mol. Life Sci. 68:2013-2037.

Sweet, N., Wiltshire, J.J.J. & Baker, C. K. 1991. A new descriptive scale for early reproductive development in
Lolium perenne L. Grass Forage Science 46: 201-206.

Virkajarvi, P., Pakarinen, K., Hyrk&s, M., Seppénen, M., Bélanger, Gilles. 2011. Tiller Characteristics of timothy and
Tall fescue in Relation to Herbage Mass Accumulation. Crop Science. In Press.


http://www.smts.fi/jul2010/esite2010/049.pdf



