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Tiivistelma

Kasvuston rakenne méaréa suurelta osin nurmikasvien sadon maaran. T&mé havaitaan selvimmin
vertailtaessa timotein kevét- ja syyskasvustojen rakennetta ja sadon maarédd; kevatsadossa
esiintyy runsaasti korrellisia, kukintoja muodostavia versoja, kun taas syksylla kasvusto on
matalaa ja lehtevad, ja kortta muodostavien versojen méaard on alhainen. Kevéatsato on myos
maaréllisesti suurempi. Korrellisten ja kukintoja muodostavien versojen maaré ohjailee myos
nurmisadon laadun kehittymistd, silla korren puutuminen kehityksen edetessa alentaa nopeasti
rehun sulavuutta. Koska korren kasvulla ja kukkimisella on suuri merkitys nurmisadon maaréan
ja laatuun, on kukinnan saately myos yksi merkittdva jalostuskohde nurmilla. Téssa
tutkimuksessa selvitettiin korrenkasvun ja kukinnan virittymisen saételya seké karkikasvupisteen
kehitysasteen ja korren lignifikoitumisen yhteyttd Viikin kasvihuoneissa ja MTT Maaningan
tutkimusaseman pellolla jarjestetyissa kokeissa. Kukintaan virittavista saatelytekijoista tutkittiin
kasvihuoneella eripituisten vernalisaatioaikojen vaikutusta kukkivien versojen maaréén, kahden
vernalisaatiota ohjailevan geenin kukinnan indusoijan VRN1 ja kukinnan estgjan VRN2
ilmenemiseen seka versojen kylménkestavyyteen. Peltokokeesta keratyistd néytteista selvitettiin
kérkikasvupisteen kehitysasteen yhteyttd korren morfologiaan ja lignifioitumiseen seké&
vernalisaatiogeenien ilmenemiseen kevat- ja syyssadoissa. Timotei on pitkén paivan kasvi eiké
tarvitse  valttamattd vernalisaatiota kukkiakseen.  Kontrolloiduissa vernalisaatio- ja
paivanpituusoloissa tehdyt kokeet kuitenkin osoittavat, ettd vernalisaatio nopeuttaa ja synkronoi
versojen  kehitystd  sekd  lisdd  kukkivien  versojen  lukumd&rad  kasvustossa.
Vernalisaatiopituudessa havaittiin optimi, jonka jalkeen korrellisten ja kukkivien versojen maara
vaheni. Timoteigenotyyppien vélilld havaittiin eroja niiden vernalisaatiovasteessa sekéd ei-
vernalisoituneiden  versojen  kyvyssd tuottaa korrellisia  versoja.  Karkikasvupisteen
kehitysasteella tai siirtymisella kasvullisesta suvulliseen vaiheeseen, ei havaittu olevan
vaikutusta kortta tukevan ja korren sulavuutta tehokkaasti alentavan puutuneen
tukisolukkovaipan muodostumiseen. Kevatsadon korsien puutuminen alkoi aikaisemmissa
kérkikasvupisteen kehitysasteissa kuin syyssadossa. Kevatsadossa karkikasvupisteen siirtyminen
kasvullisesta generatiiviseen oli yhteydessa korkeaan VRN1 geenin ilmenemisen kanssa, mutta
syyssadossa VRN1 ilmenemistd ei havaittu. Tutkimuksen tulokset osoittavat, ettd timoteilla
kérkikasvupisteen kehitysaste ei ole yhteydessa korren pituuteen tai puutuneen tukisolukon
muodostumiseen. Vernalisaatio nopeuttaa kehitystd ja korteen kehittyy hyvin varhaisessa
vaiheessa puutunut tukisolukko ja korsi onttoutuu. Korren morfologiassa ja korkeudessa havaitut
erot mahdollisesti selittavat kevat- ja syyssadon korsien erilaisen sulavuuden. Kukintaa edistavan
vernalisaatiogeeni VRN1 ilmeneminen oli yhteydessa karkikasvupisteen kehitysasteeseen, mutta
VRN2 geenin ilmenemisestd saadut tulokset viittaavat siihen, ettd timotein kukinnan virittyminen
on saadelty erilailla kuin syysviljoilla. Tassa tutkimuksessa saadut tulokset antavat ensimmaisia
viitteita niista saatelytekijoistd, jotka vaikuttavat timotein sadon mééraan ja laatuun Suomessa.
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Johdanto

Nurmikasvuston rakenne ja erityisesti korrellisten versojen méaaré vaikuttaa merkittavasti kuiva-
ainesadon maaraan. Korren kasvu ja karkikasvupisteen siirtyminen lehtid muodostavasta
kasvullisesta  (vegetatiivinen) kukintorakenteita muodostavaan suvulliseen vaiheeseen
(generatiivinen) tapahtuvat monilla kasvilajeilla ajallisesti hyvin lahekkéin, jopa niin, ettd niiden
on péatelty olevan sidoksissa toisiinsa. Kukinnan virittymista ja usein myds korrenkasvun alkua
saatelevat ymparistosta perdisin olevat signaalit kuten vernalisaatio ja péivanpituus seka kasvin
siséiset tekijat kuten gibberelliinihappo ja kasvin ika ja koko (Greenup ym. 2009). Nurmikasvit
voidaan vernalisaatiovaatimuksensa perusteella jakaa eri ryhmiin, nk. kaksoisinduktion vaativiin
lajeihin kuten Festuca-suvun heinét ja Lolium perenne, jotka vaativat kylmakokemisen jalkeen
riittdvan pitkan paivanpituuden kukintorakenteiden kehittymista varten (Heide 1994). Toisaalta
timotei luokitellaan pitk&n pdivdn kasviksi, joka muodostaa kukintorakenteita Kriittisen
paivanpituuden ylittyessa. Korsifraktion osuuden lisddntyminen nurmirehussa on yhteydessa
rehun sulavuuden nopeaan alenemiseen (Akin 1989). Korren puutumisen eli lignifikoitumisen
edetessd korteen muodostuu lignifioitunut tukisolukkovaippa, joka estdd tehokkaasti
mikrobisulatusta (Grabber ym 1992, Wilson ja Hatfield 1997). Edelld mainitut tekijat yhdessa
johtavat yleisesti tunnettuun nurmirehun sadon mé&arén ja laadun negatiiviseen korrelaatioon.
Timotein kevat- ja syyssadosta tehdyt tarkemmat analyysit kuitenkin osoittavat, ettd syyssadossa
esiintyvat kukintoja muodostamattomat korret eli nk. elongoituvat korret, voivat olla
sulavuudeltaan kevatsadon korsia parempia (Pakarinen ym. 2008). Tassd tutkimuksessa
selvitettiin  syitd kevét- ja syyssadon korsien erilaiselle sulavuudelle sek& tutkittiin
kasvustorakennetta séatelevisté tekijoista vernalisaation vaikutusta timotein satoa muodostavien
versojen méaaraan.

Aineisto ja menetelmat

Peltokokeet (cv. Tammisto Il) jarjestettiin MTT Maaningan tutkimusasemalla ja koeruuduista
keréttiin ndytteitd aikasarjana anatomisia analyyseja ja RNA:n eristdmista varten seké kevat- etta
syyssadosta. Naytteenoton yhteydessd karkikasvupisteen kehitysaste maéaritettiin Sweet ym.
(1991) kehittaman asteikon mukaan ja samalla mitattiin my6s verson korkeus. Anatomisia
analyyseja varten kerattiin korsindytteitd formaliini-etikkahappoliuokseen (FAA) ja naytteista
leikattiin 8-12 um paksuisia leikkeitd, jotka varjattiin safraniinilld. Kasvihuoneella tutkittavia
timoteigenotyyppeja (cv. Iki) kasvatettiin kaksi viikkoa (20°C, 12 tunnin paivanpituus) ennen
siirtdmistd  kasvatuskaappeihin  (Weiss Technik, Saksa) 0, 2, 10, 18, 20 viikon
vernalisaatiokasittelyyn (6°C/4°C, pdiva/yd, 8 tunnin pdivanpituus). Vernalisaatiokéasittelyn
jalkeen karkikasvupisteen kehitysaste maaritettiin Sweet ym. (1991) kehittdmén asteikon
mukaan ja kasvit siirrettiin kasvihuoneelle 16 tunnin péivanpituuteen. RNA naytteitd keréattiin
lehdista ja kérkikasvupisteestd 7-28 vrk vernalisaation jélkeen ja kukkivien versojen maéran
kehittymista seurattiin 5-6 viikon ajan kunnes uusien versojen muodostuminen oli loppunut.
Kylménkestavyys mitattiin  jalleenkasvutestilla  heti vernalisaatiokésittelyiden padtyttya.
Vernalisaatiogeenien eristamista varten tuotettiin alukkeet tunnetuille Lolium perenne, L.
temulentum ja Triticum aestivum VRN1 ja VRN2 geeneille, ja saatujen sekvenssitietojen
perusteella suunniteltiin timotein lajispesifiset alukkeet kvantitatiivistd PCR analyysia (ABI7000,
Foster City, USA) varten (Seppanen ym. 2009). Timoteigenotyyppien Vvélisida eroja niiden
vernalisaatiovasteessa tutkittiin edelld kuvatuissa oloissa kahden viikon vernalisaatioké&sittelyn
jalkeen (cv. Iki, Tuure, Tammisto Il, Tika, Tia, BOR01025, Grindstat ja Jonathan).

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Korren ligniinivaipan muodostuminen
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Korren sulavuuden alenemisen on havaittu olevan yhteydesséd kukkivien korsien runsaan
lignifikaation kanssa (Akin 1989, Grabber ym. 2005) ja siksi yksi merkittdvad nurmikasvien
jalostuksenkohde onkin ollut kukinnan sadtely, jota muokkaamalla pyritadn vaikuttamaan myos
nurmirehun laatuominaisuuksiin (Jensen ym. 2004). Tassa tutkimuksessa selvitettiin miten
karkikasvupisteen kehitysaste tai sadonkorjuukerta vaikuttaa korressa esiintyvan ligniinivaipan
muodostumiseen. Erityisesti haluttiin selvittaa miksi syyssadon korsifraktion oli havaittu olevan
sulavuudeltaan parempaa kuin kevatsadon vastaavan (Pakarinen ym. 2008). Peltokokeissa
keratyistd leikendytteistd tutkittiin ligniinivaipan muodostumista eri-ik&isissa timotein
aitokorrellisissa versoissa. Tulosten perusteella voidaan todeta, ettei lignifioituneen tukirenkaan
muodostuminen ollut yhteydessd karkikasvupisteen kehitysasteeseen tai siirtymiseen
kasvullisesta vaiheesta suvulliseen vaiheeseen (Kuva 1).
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Kuva 1. Korren keskimmaisen solmuvalin lignifikoituminen kevét- ja syyssadossa ja
karkikasvupisteen kehitysaste (Sweet ym. 1991 mukaan). Karkikasvupiste siirtyy kasvullisesta
suvulliseen vaiheeseen siirtyessaan vaiheesta A3 vaiheeseen A4. Naytteet kerattiin aikasarjana
kevatsadossa 11.-18.6. ja syyssadossas 16.7-13.8. valisend aikana.
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Lignifioitunut tukisolukko havaittiin kevétsadon versoissa jo karkikasvupisteen ollessa
kasvullisessa kehitysasteessa (A1-A3). Myods syyssadossa korren lignifioituminen alkoi
huomattavan varhain, eikd ollut yhteydessé karkikasvupisteen kehitykseen, kuten aiemmin on
yleisesti oletettu. Syyssadon korret olivat kuitenkin morfologialtaan erilaisia eivatkd ne
onttoutuneet yhta nopeasti kuin kevatsadon korret. Kaiken kaikkiaan korsien lignifikoituminen
oli yhteydessé korren korkeuteen ja siten korren tukisolukon tarve oli yhteydessa kasvuston
korkeuteen (Taulukko 1). Kaérkikasvupisteen kehitysasteella ei ollut yhteyttd kasvuston
korkeuteen, mutta syyssadon korret olivat keskimadarin matalampia kuin kevétsadon korret.
Kevét- ja syyssadon korren morfologiassa ja korkeudessa havaitut erot voivat osittain selittaa sitd,
miksi syyssadon korsifraktion sulavuus séilyy kevatsadon korsia parempana.

Taulukko 1. Timotein kérkikasvupisteen kehitysvaiheen (Al - Al4) ja keskimé&ardisen
solmuvalin pituuden (mm), korren kokonaiskorkeuden (mm), ylimman kielekkeen ja
kérkikasvupisteen korkeuden (mm) valinen yhteys kevét- ja syyssadossa.  Naytteiden
kerdysajankohdat on esitetty Kuvassa 1.

Solmuvalin Kokonais- Kielekkeen Karkikasvu-
pituus korkeus korkeus pisteen korkeus
Kevat  Syys Kevat Syys Kevat Syys Kevat Syys
Al 101 22 652 237 479 104 426 48
A2 106 53 573 528 381 222 367 165
A3 90 65 570 584 402 337 347 270
A4 92 25 562 545 375 328 320 95
A5 69 - 416 - 190 - 95 -
Al10 68 73 454 572 226 319 122 223
Al2 28 68 756 493 437 296 93 209
Al4 120 - 710 - 513 - 477 -
yhteensa kpl 111 62 111 62 111 62 109 62
p-arvo - - <0.0001 0.015 <0.0001 0.030 <0.0001 0.026
m erkitsevyys *xk * *xk * *xk *

Vernalisaation vaikutus kasvuston rakenteeseen

Timotei on pitkdn péivan nurmikasvi, joka ei vélttdmatta tarvitse vernalisaatiokasittelya
kukkiakseen (Heide 1994). Téssa tutkimuksessa riittdvan pitk& vernalisaatio kuitenkin nopeutti
merkittdvasti kukkivien versojen muodostumista sekd lisdsi niiden mé&aradd. Verrattaessa eri
timoteigenotyyppeja havaittiin niiden vernalisaatiovasteessa olevan jonkin verran eroja
erityisesti  eteldisten ja pohjoisten genotyyppien valilla. Eteldisten genotyyppien
vernalisaatiovaatimus oli kokeissa vahaisempi kuin pohjoisten, miké& havaittiin nopeana kortta
muodostavien ja kukkivien versojen muodostumisena myds ei-vernalisoituneissa kasveissa.
Tama havainto saattaa selittdd joidenkin lajikkeiden satoisuutta toisessa niitossa, joka koostuu
kesalla kasvaneista vernalisoitumattomista versoista. Syysviljoilla vernalisaatiovaatimuksen
tayttyminen ja  siirtyminen  kasvullisesta  suvulliseen vaiheeseen on  yhteydessa
kylménkestavyyden alenemiseen sek& kukinnan indusoijan VRN1-geenin ilmenemisen
lisdédntymiseen (Danyluk ym. 2003). Kasvatuskaappikokeissa suvullisia karkikasvupisteita
havaittiin ensimmaisen kerran 10 viikon vernalisaation jalkeen. Testattaessa timotein
kylmankestavyyttd eripituisten vernalisaatioaikojen jalkeen todettiin, ettei siirtyminen
suvulliseen vaiheeseen tai korkea VRNI1-geenin ilmeneminen johtanut alentuneeseen
kylménkestavyyteen. Itse asiassa kukkivia kortta muodostavia versoja muodostui pitkan
vernalisaatiokasittelyn jalkeen vield “15°C kylmakasittelyn jalkeen. Samaan aikaan testattujen
ruokonatojen kestévyys sen sijaan oli vain "5°C.
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Kuva 2. Eripituisia aikoja (0-20 viikkoa) vernalisoituneiden timoteiversojen kylmankestavyys
mitattuna kukkivien versojen maarand (% kaikista versoista) kylméakasittelyn jalkeen 72.5°C -
“15.0°C.

Tutkimuksen toisessa osassa selvitettiin  VRN1- ja VRN2-geenien ilmenemista Kkortta
muodostavissa timotein versoissa kevat- ja syyssadossa. VRN1 ilmeneminen, joka indusoi
kukkimista, ajoittui kevéatsadossa ajankohtaan, jolloin karkikasvupiste oli siirtyméssa
kukintorakenteita muodostavaan vaiheeseen (Kuva 3). Myos VRN2-aktiivisuus, joka estaa
kukintaa, oli korkein juuri ennen kukintorakenteiden muodostumista. Sen sijaan VRN2, jonka
tiedetdan syysviljoilla estdvdn kukkimisen alkamista talvea vasten (Trevaskis ym. 2007), el
aktivoitunut syyssadon korrellisissa versoissa. Tulosten perusteella voidaan todeta, ettd VRN1-
geeni ohjailee kukkimisen alkamista timoteilla kevaalla samantapaisesti kuin syysviljoilla, mutta
kukkimisen estédja toiminee nurmilla erilailla kuin viljoilla.
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Kuva 3. Kahden vernalisaatiogeenin, VRN1 ja VRNZ2, suhteellinen ilmeneminen Kortta
muodostavissa versoissa karkikasvupisteen eri kehitysasteissa (A2-A14) kevat- ja syyssadossa.
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Johtopéaatokset

Timotein kevat- ja syyssadon korsien morfologiassa havaittiin eroavaisuuksia, kuten kevétsadon
korsien onttoutuminen varhaisemmassa karkikasvupisteen kehitysasteessa, mikd voi selittaa
osittain aiemmin havaittuja eroja kevéat- ja syyssadon korsien sulavuuksissa. Korteen kehittyi
kevééalla myds hyvin nopeasti lignifikoitunut tukisolukkovaippa, joka alentaa korren sulavuutta.
Lignifioituneen tukisolukkovaipan muodostuminen ei ollut yhteydessa karkikasvupisteen
kehitysasteeseen, eiké karkikasvupisteen siirtyminen suvulliseen vaiheeseen ole edellytys korren
lignifikoitumiselle kuten aiemmin on oletettu. Sen sijaan lignifikoituminen oli yhteydessé korren
pituuteen.  Kortta  kasvavien  versojen  kérkikasvupisteen  siirtyminen  suvulliseen
kehitysvaiheeseen tapahtui samanaikaisesti kukkimista indusoivan VRN1 geenin ilmenemisen
kanssa. Syyssadon korsissa VRN1 tai kukkimista estdvan VRN2 transkripteja ei kertynyt, mika
viittaa siihen, ettd syyssadon korsien kehitysta ohjailevat eri geenit kuin kevatsadossa.
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