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Suomalaisten kiimmekoiden endofyyttiset sienet.

Henri Vanhanen'? , Outi Kaltiainen” & Riikka Linnakoski*”

DMTT - Maa- Jja elintarviketalouden tutkimuskeskus, Sotkamon tutkimusasema, Kipindntie 16, 88600
Sotkamo, henri.vanhanen@mitt.fi

Iti-Suomen yliopisto, Luonnontieteiden ja metscitieteiden tiedekunta, Metsitieteiden osasto,
Yliopistokatu 7, 80101 Joensuu

VI Biodiversiteetti Jja ympdristitieteen osasto, Biologian laitos, 20014 Turun yliopisto,
ritkka.linnakoski @ utu.fi

Viime vuosikymmenini kehittyneet lisdysmenetelmét ovat tuoneet trooppisten kimmekdiden lisiksi
my0s lauhkean vydhykkeen terrestrisid kimmekoitd puutarhakauppojen valikoimiin. Kdmmekat itdviit
ja eldvit symbionttisten sientensd avulla ts. ovat joko kokonaan tai osittain mykoheterotrofisia, mutta
kaupalliseen tuotantoon suunnatut lisdysmenetelmét perustuvat tdysin asymbioottisiin eli ilman
sieniosakasta ylldpidettdviin in vitro —viljelmiin.

Endofyyttisten sienten merkitystd kdmmekoiden puutarhatuotannossa ei ole tutkittu riittdvisti.
Lajistosta tai sen maantieteellisestd vaihtelevuudesta ei ole kattavaa tietoutta vaikka endofyyttisilld
sienilld voi olla suuri merkitys kestdvien puutarhakantojen luomiseksi. Osaa lajeista ei edes kyetd
lisddmaidn ilman sen sieniosakasta. Endofyyttiset sienet voivat edistdd kasvinterveyttd, kasvua ja auttaa
kasvia kestimé@didn paremmin ympériston aiheuttamaa stressid, kuten kuivuutta.

Eristimme valkolehdokilla (Platanthera bifolia) ja lehtoneidonvaipalla (Epipactis helleborine) eldvia
endofyyttisid sienid selvittddksemme suomalaisten kimmekdiden endofyyttilajistoa. Tutkimuslajeista
eristetyistid viljelmistd tunnistettiin kolme eri endofyyttisti sientd: Trichoderma hamatum, Penicillium
purporogenum ja Mortierella sp. Lajistotietdmykselld ja endofyyttisten sienten viljelyyn ottamisella
voi olla suurta merkitystd luotaessa kotimaisiin luonnonkantoihin perustuvaa kidmmekdiden
puutarhatuotantoa.

Asiasanat: Kimmekkd, endofyytti, valkolehdokki, lehtoneidonvaippa, mykoheterotrofia, Trichoderma
hamatum, Penicillium purporogenum ja Mortierella sp.
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Johdanto

Terrestristen kdmmekoiden kaupallisesta viljelystd tekee hankalan niiden symbionttisuhde
sieniosakkaan kanssa sekid kimmekoiden hidas kasvu kukkiviksi yksiloiksi (Pritchard 1989, Arditti &
Krikorian 1996, Yam ym. 2002, Rasmussen 2008). Luonnossa kdmmekit ovat tdysin riippuvaisia
niiden sieniosakkaastaan itimisen ja maanalaisen taimivaiheen ajan. Kdmmekét ovat mykoheterofisia
kunnes ne kasvattavat ensimmdiset lehtivihredlliset lehtensd. Osa kdmmekkélajeista on taasen tdysin
tai osittain mykoheterotrofisia koko elonsa ajan.

Yksittdiset kimmekkilajit kykenevit kdyttimiddn symbionttisina sieninddn useita eri lajeja,
joilla voi olla eri tehtivid. Osa sienistd kdynnistdd itdmisen, osa toimii antagonisteina taudinaiheuttajia
vastaan ja osa auttaa veden ja ravinteiden otossa. Kdimmekoiden kayttimédd endofyyttilajistoa ei ole
tutkittu Suomessa. Kehittyneistd in vitro -menetelmistd huolimatta ei joitakin kdmmekkélajeja ole
kyetty kasvattamaan ilman niiden symbionttisia sienii tai niiden itdminen ilman sientd on ollut hyvin
heikkoa (Masuhara & Katsuya 1989). Téssd tutkimuksessa eristimme endofyyttisid sienid sekd
valkolehdokilta (Platanthera bifolia) ettd lehtoneidonvaipalta (Epipactis helleborine). Sienten
eristimisen ja tunnistamisen jidlkeen ne ovat kéytettdvissd jatkotutkimuksiin joissa voidaan testata
niiden soveltuvuutta kimmekoiden kasvatuksessa.

Aineisto ja menetelmiit

Niytteiden keruu ja endofyyttisten sienten eristiminen

Kasvindytteet valkolehdokilta ja lehtoneidonvaipalta kerittiin Eteld-Karjalasta, Lappeenrannasta
maanomistajan, Lappeenrannan kaupungin ja ympéristoviranomaisen, Eteld-Karjalan ELY -keskuksen
myontdmin luvin.

Endofyyttiset sienet eristettiin kasveilta “single peloton”-menetelmilld, joka on kuvattu
tarkemmin ja yksityiskohtaisemmin Zhun ym. (2008) artikkelissa. Menetelmissd valitaan
mikroskooppiseen tarkasteluun perustuen juuren osia joissa pelotonit eli sienirihmastokerit sijaitsevat.
Seuraavaksi juuri tai siitd irrotettu exo- tai endodermis sterilisoidaan streptomysiinid ja
bentsyylipenisilliinid kisittelyin siséltdvéssd steriilissd vedessd. Sterilisointi toistetaan useasti
vaiheiden edetessi. Sterilisoinnin jidlkeen valitut yksittdiset pelotonit asetetaan inkuboitavaksi steriiliin
veteen, jossa on streptomysiinid ja bentsyylipenisilliinid. Kisittelylld pyritddn kiihdyttdméédn
sienirihmaston kasvua ulos pelotonista (Kuva 1.). Inkuboinnin jidlkeen ne pelotonit, joissa on
havaittavissa sienirihmaston kasvua, siirretdidn PDA-alustoille puhdasviljelmien aikaansaamista
varten. Téamén jilkeen puhdasviljelmisti voidaan tehdd DNA:n eristys lajin méiritystd varten.

Kuva 1. Lehtoneidonvaipalta eristetty peloton ja siitd ulos kasvavaa sienirihmastoa steriilissd vedessi
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DNA eristiminen, PCR ja sekvensointi

Sienistd tehdyt puhdasviljelmét jaettiin morfologiansa perusteella ryhmiin ja jokaisesta ryhmaéstid
valittiin yksi sienikanta DNA:n eristykseen. Néaytteet tunnistettiin tekemélld PCR ja sekvensoimalla
ribosomaalisen DNA:n ITS-alueita (ITS 1, 5.8S & ITS2).

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Kasvindytteistd eristetyistd pelotoneista tunnistettiin kolme eri endofyyttistd sienilajia. Lajien
esiintyminen endofyytisind tutkituilla kasvilajeilla osoittaa niilli olevan vuorovaikutussuhde kasvien
kanssa. Kaksi endofyyttisistd lajeista kyettiin tunnistamaan lajitasolle ja yksi lajeista sukutasolle.
Valkolehdokilta eristettiin Trichoderma hamatum ja Mortierella sp. lajit ja lehtoneidonvaipalta
Penicillium purporogenum ja Mortierella sp. Kaikki eristetyt lajit ovat maaperdssi yleisesti esiintyvid
sienilajeja joilla on todettu olevan vuorovaikutussuhteita useiden eri kasvilajien kanssa.

Valkolehdokilta eristetty 7. hamatum on tunnettu antagonisti usealle eri sienilajille. Tamén
lisdksi sen on havaittu edistivin kasvinterveyttd sekd parantamalla kasvien vedenottoa ja néin ollen
viivéstyttden kuivuuden aiheuttaman stressin ilmentymistd ettd edistdmélld kasvin kasvua (Bae ym.
2009). T. hamatum on ldydetty endofyyttisend myOs Australialaiselta kimmekkélajilta Dipodium
variegatum (Bourgoure & Dearnaley 2005).

Lehtoneidonvaipalta eristetty P. purporogenum tunnetaan kasvipatogeenini, mutta sen on
toisaalta havaittu toimivan antagonistisena muita kasvien taudinaiheuttajia vastaan, néin ollen edistien
kasvinterveyttd (Larena & Melgarejo 1996). Laji on 16ydetty endofyyttisend neidonhiuspuulta (Ginkgo
biloba) (Qiu et al. 2010) ja monilta muilta kasvilajeilta (Bhagobaty & Joshi 2011).

Mortierella suvun sienilajit esiintyvdt yleisind maaperdssd ja maailmalta tunnetaan
seitsemidnkymmentd suvun eri edustajaa. Suvun lajien tiedetddn esiintyvdn endofyyttisinad
kdmmekoilld (Ochora ym. 2001, Bidartondo ym. 2004, Jiang ym. 2011) ja niiden on havaittu
kykenevin kidynnistdimaddn kimmekén siementen itdminen (Ochora et al. 2001).

Johtopaitokset

Loydoksemme ovat linjassa jo aiemmin muissa tutkimuksissa tehtyjen havaintojen kanssa.
Tutkimuksemme lisisi tietoutta sekid suomalaisten kimmekoiden ekologiasta ettdi my0ds antoi viitteitd
kimmekédn taimikasvatuksen tukena mahdollisesti hyddynnettdvistd sienilajeista. Luonnon-oloissa
maaperdn sienilajiston on havaittu olevan kimmekoiden esiintymisti rajoittava tekija (Bayman ym.
1997). Télla tekijdlldi voi olla myos merkitysti kdmmekdiden menestymiselle puutarhaoloissa.
Sienilld tehtavilld jatkotutkimuksilla tullaan selvittiméédn sienien mahdollinen rooli kasvin ja sienen
vilisessd vuorovaikutussuhteessa.

Tunnetun  kasvipatogeenin esiintyminen endofyyttisend lehtoneidonvaipalla  herdttda
kysymyksid kasvien kansainvilisenkaupan riskeistd. Koska kimmekdilld voi olla tiiviitd assosiaatioita
kasvien taudinaiheuttajien kanssa, voi Suomen ulkopuolelta tuotu taimimateriaali aiheuttaa
kasviterveysriskin. Taimimateriaalin mukana voi kulkeutua uusia taudinaiheuttajia tai jo esiintyvien
taudinaiheuttajien erilaisia virulentimpia kantoja.

Kiitokset

Tahdomme kiittdd Nikolai & Ljudmila Borisoff puutarhasditiotd timédn tutkimuksen taloudellisesta
tuesta. Lisdksi tahdomme kiittdd Lappeenrannan kaupunkia ja Eteld-Karjalan ELY-keskusta jotka
myoOnsivit luvat kasvindytteenottoa varten.
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