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Johdanto

Vadelmanviljelyn suurin ongel ma Suomessa on satom&arien suuri vuotuinen vaihtelu, joka vaikeuttaa
tuotannon suunnittelua, koneellistamista seka kotimaisen vadelman hyodyntamista teollisuudessa.
Ongelman aiheuttgjana on viljelyssi olevien vadelmal gjikkeiden Suomen olosuhteisiin ndhden heikko
talvenkestdvyys. Yksi mahdollinen keino talvenkestévien vadelmalgjikkeiden I6ytamiseks voi olla
dollista |0yt&a rakenteellinen piirre, joka kertoo vadelmalgjikkeen hyvasta karaistumiskyvystd. Ka-
raistumiskyky on yksi talvenkestdvyyteen keskeisesti vaikuttavista tekijoista. Voidaan olettaa, etta
kylmankestavélla |gjikkeella kylmankestdvyyden paranemiseen téhtéévét solurakenteiden muutokset
ovat voimakkaampia kuin muutokset kylmélle aran lgikkeen soluissa tai, ett kylmankestavan |gjik-
keen soluissa tapahtuu muutoksia, joita el tapahdu kylmalle aran | gjikkeen soluissa.

Solurakenteiden muutoksia karaistumisen aikana e ole aikaisemmin tutkittu vadelmalla,
joten tutkimuksen tavoitteena oli ensinnékin selvittda millaisia muutoksia vadelmansilmujen soluissa
tapahtuu karaistumisen aikana. Silmut valittiin tutkimuksen kohteeksi, koska ne ovat vadelman kyl-
maélle arin osa. Kahta kylmankestavyydeltddn erilaista lgjiketta vertaamalla pyrittiin [8ytamaan kyl-
mankestavyyden kannalta olennainen solurakenteen muutos, joka selittéisi toisen lajikkeen paremman
kylmankestévyyden. Lisdks tavoitteena oli selvittdd, miten vadelman kukka-aiheiden kehittyminen
etenee Suomen oloissa, onko kukka-aiheiden tai silmun tyven johtosolukon kehityksessa eroja lgjik-
keiden valilla ja onko kukka-aiheiden kehitysasteen ja kylmankestévyyden valilla havaittavissa yhte-
ytta Solurakenteiden muutoksia tarkasteltiin elektronimikroskopian avulla ja kukka-aiheiden sek&
silmun johtosolukon kehittymistd valomikroskooppinaytteista. Tutkimus tehtiin osana Soveltavan
biologian laitoksen projektia 'Vadelman ja mansikan talvenkestévyyden parantaminen lgjikevalinnan
javiljelytekniikan keinoin'. Tutkimuksessa hagttiin vastauksia seuraaviin kysymyksiin:

- Miten vadelman kukka- ja lehtiaiheiden solurakenteet muuttuvat kylménkestévyyden muuttuessa?

- Onko syksylla karaistumisvaiheessa tai talven aikana havaittavissa eroja solurakenteessa kylman-
kestavan ja kylmélle aran lgjikkeen valill&?

- Voidaanko jokin piirre solurakenteessa yhdistéa kylmankestavyyteen siten, etta sité voidaan pitéa
hyvéasta karai stumi skyvysta kertovana piirteena?

- Onko kukka-aiheiden kehityksessa eroja kahden kylménkestévyydeltéén erilaisen lgjikkeen valilla?

Aineisto ja menetelmat

Tutkittavat vadelmalgjikkeet olivat kylmankestéva 'Ville' ja kylménarka 'Haida, joita oli saatavilla
Kiteen Vadelma Ky:n viljelmélta Kiteeltd. Naytteet otettiin ennen karaistumisen alkua 5.9.2000, ka-
raistumisen ailkana 12.11.2000 ja karaistuneen tilan ollessa oletettavasti syvimmill&an 29.1.2001.
Naytteiksi otettiin kerralla 11-12 talvehtivaa versoa kumpaakin lgjiketta. Versojen keskiosasta otettiin
valoja el ektronimikroskoopinaytteiksi silmut 12-15 kérjesté laskettuna. Silmujen 9-11 vélinen osa seka
verson alaosa (silmut 16-21) kaytettiin kylmétestiin, jonka avulla méaaritettiin eri 1gjikkeiden kylman-
kestavyys eri kasvinosien LT50-arvona. Kylmatestissa naytteet pakastettiin ohjelmoitavalla pakastus-
kaapilla, jonka lampdtilalaski kolme astetta tunnissa ja pysyi kussakin testilampdtilassa puolen tunnin
gan. Testildmpotiloja oli syyskuun pakastuksessa seitsemén ja marraskuussa seké tammikuussa kah-
deksan, jane vaihtelivat valilla-3 - -41 C. Kutakin testilampdtilaa kohden oli kaksitoista yhden silmun
mittaista versonpalaa kumpaakin |gjiketta. Naytteet sulatettiin 0 C:ssa, minka jalkeen niita pidettiin
huoneenlammadssa kahden viikon gan. Tamén jalkeen kylméakasittelyn aiheuttamat vauriot arvioitiin
stereomikroskoopin avulla silmun tyven ja verson johtosolukoista seké kukka-aiheista. Naytteille an-
nettiin arvot 0-2 solukon ruskettumisen mukaan. Téysin elava sai arvon 0 ja taysin kuollut arvon 2.
Arvo 1 annettiin vaurioituneille, mutta toipumiskykyisille naytteille. Tilastollisia analyysgja varten
arviointiasteikko muutettiin kaksiluokkaiseksi, jolloin eldviin naytteisiin laskettiin myds alunperin
arvon 1 saaneet naytteet. Kummankin lgjikkeen versoille, silmun tyven johtosolukolle ja kukka-
aiheille laskettiin LT50-arvot logit-mallg a kayttéen; myos lgjikkeiden kylméankestavyyseroja testattiin
logit-malleilla.
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Vaomikroskopointia varten silmuista valmistettiin parafiinileikkeitd, jotka kasiteltiin kesto-
preparaateiksi. Fiksatiivina kaytettiin formaldehydid, etikkahappoaja 50 % tai 70 % etanolia sisdltévaa
FAA:ta. Fiksatiivikasittely kesti vuorokauden huoneenlammadssa. Néaytteet dehydroitiin nousevassa
etanolisarjassa ja niihin imeytettiin butanolin kautta tukiaine, parafiini, johon néaytteet valettiin. Imey-
tys kesti 60 C:ssa 4-10 pédivda. Tavoitteena oli saada kaikilta néytteenottokerroilta néytteet neljasta
silmusta lgjiketta kohti, mika onnistuikin lukuunottamatta syyskuun 'Haida-naytteitd, joista saatiin
leikkeitd vain kahdesta silmusta naytteiden repeilyn vuoksi. Lasille sirretyt 10mm paksuiset para-
fiinileikkeet kuivattiin 40 C:ssa, niista poistettiin parafiini ksyleenin avulla ja ne vérjéttiin safraniini-
kristalliviolettivaaleanvihredl 18, safraniini-fast greenilla tai pelkdlla safraniinilla. Véarjdyksen jakeen
naytteet kasiteltiin sulkuaineela, kanadabal samilla.

Elektronimikroskopointia varten silmuista pyrittiin preparoimaan naytteeksi vain kukka-
aiheet ja sismmét lehtiaiheet. Fiksatiivina kaytettiin 2,5 % glutaraldehydia 0,1 M natriumfosfaatti pus-
kurissa (pH 7,2) ja 1 % veteen laimennettua osmiumtetroksidia. Glutaral dehydissi ndytteet olivat kak-
si tuntia ja osmiumtetroksidissa tunnin. Osmiumtetroksidikasittelyn jalkeen ndytteet dehydroitiin nou-
sevassa etanolisarjassa ja imeytettiin tukiaineena kaytettyyn muoviin, johon naytteet valettiin, Syys-
kuussa kéaytettiin Epon LX 12-muovia, mutta sen huonojen leikkausominaisuuksien vuoks marras-
kuussa siirryttiin Spurrin muoviin. Osmiumtetroksidikasittelysta |ahtien ndytteiden valmistus ja ku-
vaaminen tapahtui Helsingin yliopiston Biotekniikan instituutin elektronimikroskopian yksikdssa.
Muoviblokeista leikattiin 50-60 nm paksuja leikkeitd. Jokaisen naytteenottokerran naytteist, leikattiin
silmun pituussuuntaisia leikkeita ja tammikuun nédytteista poikittaissuuntaisia leikkeitd. Leikkeet var-
jéttiin uranyyliasetaatilla (kasittely 30 min) ja lyijysitraatilla (1,2 min). Joka ndytteenottokerralta tar-
kasteltiin 1-2 silmua | gjiketta kohti.

Tulokset jatulosten tarkastelu

Kylmankestavyys

Villen' kylmankestavyys oli 18hes kaikilla naytteenottokerroilla ja kaikissa kasvinosissa odotusten
mukaisesti parempi kuin 'Haidan' (Taulukko 1). Vain tammikuussa 'Villen' ja 'Haidan' kukka-aiheiden
kylménkestavyydessa ei ollut eroja. Kasvinosista versot olivat pagséantoisesti kaikkein kestéavimpia ja
silmun tyven johtosolukot arimpia. Suurin muutos kylmankestavyydessa tapahtui syyskuun ja marras-
kuun vdlilla Marraskuussa versojen mahdollista kylmankestévyyseroa ei saatu selville, koska ldhes
kaikki naytteet kestivat enemman kylmaa kuin -27 C, joka oli alhaisin testilampoétila. Tarpeeksi alhai-
siatedtilampdtiloja e osattu valita, silla vuoden 2000 syksy ja vuoden 2001 tammikuu olivat poikke-
uksellisen [ampimi&

Taulukko 1. 'Villen' ja'Haidan' versojen, silmun tyven johtosolukon ja kukka-aiheiden LT50-arvot eri
naytteenottokerroilla. Tahdella (*) merkityissa kohdissa lgjikkeiden vélinen kylmankestavyysero oli
tilastollisesti merkitseva (p < 0,05).

LTsp-arvo (°C)

Néytteenottoaika  Lajike Versot Silmun tyvi Kukka-ai heet
5.9.2000 Haida -10,2* -9,0* -10,0*

Ville -12,2 -10,5 -13,8
12.11.2000 Haida <-27 -21,8* <-27*

Ville <-27 <-27 <-27
29.1.2001 Haida -30,8* -27,0* -26,2

Ville -34,8 -314 -27,5

Kukka-aiheiden ja silmun johtosolukon kehittyminen

Syyskuun alussa otetuissa ndytteissa oli molemmilla lgjikkeilla havaittavissa pagtekukan verholehtien
aiheet jalagjentunut kukkapohjus suurimmassa osassa tutkittuja naytteitd. Marraskuussa 'Haidan' kuk-
ka-aiheissa oli havaittavissa terdehtien aiheet, mutta 'Villell& niitéd e havaittu yhdessékaan tarkastel-
lussa néytteessi. Tarkasteltujen néytteiden perusteella voitiin sis péételld, ettd kylmélle aradla 'Hai-
dalla kukka-aiheet olivat marraskuussa pidemmalla kehityksesséén kuin 'Villdl&, jonka kukka-aiheet
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olivat marraskuussa kestdvampia. Marraskuun ja tammikuun naytteenottokertojen valilla kummankaan
lgjikkeen kukka-aiheissa ei tapahtunut kehitystd. Kukka-aiheiden selviytymiseen alhaisissa lampoti-
loissa vaikuttaa ennen kaikkea niiden kyky alijédhtya syvaan, ja pienen solukoon tiedetéén edesautta-
van alijddhtymista (Ashworth 1982). Mita pidemmalle kukka-aiheet kehittyvét ennen talvea, sité suu-
remmiksi solut ehtivét kasvaa, jolloin niiden riski menettda alijddhtymiskykynsa ja vaurioitua pakka-
sessa suurenee. Taman perusteella voidaan paételld, etté lgjikkeet, joilla kukka-aiheet kehittyvét pi-
demmadlle ennen talven tuloa, ovat arempia kylméalle kuin lgikkeet, joilla kehitys pysdhtyy syksylla
aikaisempaan vaiheeseen. Toisaalta karhunvatulla e kukka-aiheiden kehitysvaiheen ja kylmankesté-
vyyden vélill& ole havaittu olevan yhteyttd (Warmund ym. 1992).

Tarkasteltujen naytteiden perusteella vaikuttaa siltg, ettd vadelman kukka-aiheiden muo-
dostuminen alkaa Suomessa aikaisemmin keséllg, tai se etenee nopeammin alkusyksyn aikana kuin
esimerkiksi |so-Britanniassa, missa kukka-aiheiden kehittymista on aikaisemmin tutkittu (Williams
1959). Tiedetdan, etta alhainen lampdtila edistéa kukka-aiheiden kehittymistd vadelmalla (Vasilakakis
ym. 1979), mink& perusteella on luonnollista ol ettaa, ettd kukka-aiheiden kehittyminen on Suomessa
nopeampaa kuin lampimadmmassa ilmastossa. Suomen ahaisemmat lampdtilat ovat todennakdi sesti
syyn, myds siihen, ett, tutkituilla lgjikkeilla kukka-aiheiden kehitys pysahtyi aikaisempaan kehitys-
vaiheeseen kuin mitd on havaittu |so-Britanniassa tehdyissé tutkimuksissa (Williams 1959).

Silmun tyven johtosolukossa e tapahtunut muutoksia kokeen aikana, eika siina ollut ha-
vaittavissa erojalgjikkeiden valill&, joten erot tassa suhteessa eivét olleet syyn, 'Villen' kukka-aiheiden
parempaan kylmankestévyyteen. Vaomikroskooppinaytteista havaittiin, ettd johtojénteen puuosan
putkiloelementtien kehitys vadelman kukka-aiheiden tai silmun tyven yldosan johtosolukossa e aa
viela keskitalvella. Jos putkiloglementit kehittyisivat toimiviksi jo keskitalvella, olisivat kukka-aiheet
vaarassa menettéd kykynsa alijadhtya syvaan jo kovimpien pakkasten aikaan, silla persikalla (Prunus
persica L.) tehdyissa tutkimuksissa on havaittu, etté vesi tai jaa eivét liiku esijdllen soluja pitkin ku-
kintoon ja tama yllapitda kukka-aiheiden kykya alijdahtya syvaadn siihen asti, kunnes putkiloe ementit
kehittyvét toimiviksi kevaalla (Ashworth 1984).

Solurakenne

Seka 'Villen' ettd 'Haidan' kukka- jalehtiaiheiden solurakenne pysyi péapiirteissdan muuttumattomana
karaistumisen aikana. Solujen rakenne oli hyvin samankaltainen eri ndytteenottogjankohtina, eika
my6skadn kukka- ja lehtiaiheiden solujen rakenteissa ollut havaittavissa suuria eroja toisiinsa verrattu-
na, vaikka lehtiaiheiden solut olivatkin yleensd suurempia. Tutkittujen vadelmalajikkeiden silmujen
soluissa el havaittu samanlaisia kylmankestéavyyden lisddntymiseen liittyvia rakenteellisia muutoksia
kuin versojen solukoissa on havaittu (Pomeroy ja Siminovitch 1971, Niki ja Sakai 1981). Kukka-
aiheiden osalta tdma on ymmarrettévad, koska vadelman kukka-aiheet alijadhtyvét pakkasessa, mutta
versoissa muodostuu oletettavasti jédta solujen ulkopuolelle. Lehtiaiheiden kylmankestavyysmeka-
nismi on kuitenkin samanlainen kuin versojen, joten niissé olettais tapahtuvan samanlaisia muutoksia
kuin versojen solukoissa, mikali muutokset todella ovat edellytyksena kylmankestéavyyden kehittymi-
selle.

Kukka- jalehtiaiheiden soluissa oli yleensd soluun kokoon ndhden suuri tuma, useita pieni,,
vakuolgjaja runsaasti eri soluelimia plastidgia, mitokondrioita, rakkul oita muodostavia diktyosomeja
ja endoplasmakal voston rakenteita. Tuman suuri koko, suuren keskusvakuolin puuttuminen ja eri so-
luelinten runsaus ovatkin kasvusolukon soluille tyypillisia piirteitd (Robards 1970). Endoplasmakal-
voston ja rakkuloita muodostavien diktyosomien esiintymistéa soluissa pidetéan yleensa merkkina jos-
takin aineenvaihduntaan liittyvasta toiminnasta, joten ilmeisesti lepotilan aikanakaan silmujen aineen-
vaihdunta ei ole tdysin pysahdyksissa. Rakkuloiden muodostuminen diktyosomeista on Robardsin
(1970) mukaan tyypillisté aktiivisesti jakautuville soluille seké soluille, joissa muodostuu uutta solu-
seindd. Todenndkdisesti silmujen soluissa muodostuu uutta soluseindd ainakin syksylld, silla haavan
(Populus deltoides Bartr. Ex Marsh) k, rkisilmun soluissa soluseinien on havaittu olevan paksumpia
lepotilan aikana kuin kasvuvaiheessa (Jian ym. 1997). Samanlaista soluseinien paksuuntumista tapah-
tui ilmeisesti myds tutkituilla vadelmalgjikkeilla, sill, syyskuussa 'Haidan' kukkapohjuksen soluissa
oli ohuet soluseindt, ja marraskuun naytteessd saman solukon solut olivat paksumpiseindisid. Myds
Villen' kukkalapakon soluissa soluseindt ndyttivét paksuuntuneen syyskuun ja marraskuun nayt-
teenottokertojen vélilla Solurakenteiden vertailua eri naytteiden valilla vaikeutti se, etta esmerkiksi
kukka-aiheista otetut kuvat eivét kaikki ole juuri samasta kohtaa kukkalapakkoa. Tdhan oli syyna
naytteiden repeily leikattaessa ja se, ettei silmuista useinkaan onnistuttu saamaan leikkeitd, joilla koko
kukinnon aihe ja sité |&hinna olevat nuorimmat |ehtiaiheet olisivat nékyneet.
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'Haidan' kukkapohjuksen soluissa oli marraskuussa todenngkoisesti enemman téarkkelysyvé-
sid ja rasvapisaroita kuin syyskuussa. Myos 'Villelld rasvapisarat nayttivét lisdantyneen syyskuun ja
marraskuun naytteenottokertojen valilla seka kukka- etta lehtiaiheissa. 'Villelld' térkkelysjyvasia oli
runsaasti osassa kukkalapakon soluja myds syyskuussa, joten niiden lisdantymista syyskuun ja mar-
raskuun vélilla oli vaikea arvioida. Aikaisemmin on havaittu térkkelygyvéasia ja rasvapisaroita kerty-
van lepotilassa olevan pajun (Salix sp. L.) (Berggren 1985) jalehmuksen (TiliaeuropaealL.) (Cragg ja
Willison 1980) hankasilmujen soluihin. Pelkastéan tarkkelysyvasia kertyy lepotilassa oleviin haavan
kérkisilmujen soluihin (Jian ym. 1997).

Johtopaat 6k set

Kylméankestavalla vadel mal gjikkeella kukka-aihei den kehittyminen oli jaljessa kylmélle aran |gikkeen
kehityksestd. Pidemmalle kehittyneet kukka-aiheet ovat sis todenndkdisesti kylmélle arempia kuin
vahemman kehittyneet. Suomen olosuhteissa vadelman kukka-aiheiden kehitys on alkusyksysta pi-
demmalld, mutta paéttyy aikaisemmin syksylla kuin Iampimammassa ilmastossa. Todennakdi sesti
Suomen alhaisemmat |ampdtilat, jotka edistavat kukka-aiheiden kehittymista kesdlla ja alkusyksyst,
saavat talven tullessa aikaan kehityksen pysahtymisen.

Vadelmansiimujen solurakenteessa e tapahtunut samanlaisia kylmankestévyyden lisdanty-
miseen liittyvia muutoksia kuin versojen solukoissa, vaan kukka- ja lehtiaihelden solurakenne vastas
kasityksia kasvusolukon solujen rakenteesta myds lepotilan aikana. Todenndkodisesti rasvapisarat li-
saantyivét ja soluseindt paksuuntuivat vadelmansilmujen soluissa syksyn aikana. Jatkossa olisikin
selvitettava, liittyvatké ndma aikaisemmin muilla lgjeilla raportoidut muutokset kylmankestavyyden
lisdantymiseen vai lepotilaan.
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