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Opinnaytetydn tarkoituksena oli karakterisoida Dof-mutanttilinjojen
geeniekspressiota, seka selvittaa estradiolilla indusoitavan
sytokiniinioksidaasigeenin yliekspression vaikutusta kasvin fenotyyppiin ja l6ytaa
saatujen tietojen avulla lupaavat linjat jatkotutkimuksia varten.

Sytokiniinioksidaasigeenin yliekspressiolinjojen CKX30 ja CKX32 analysoiminen
perustuu T-DNA-insertion avulla tehtdvddn mutaatioon, jossa estradioli-indusointi
saa aikaan sytokiniinia hajottavan proteiinin liikatuotannon. Sytokiniini on tarkea
osatekija juurten sekunddarisessd kasvussa. Mutaation vaikutuksia lituruohon
fenotyyppiin arvioitiin tarkkailemalla RFP-ekspression voimakkuutta ja sijaintia
juuressa, seka vertailemalla estradioli-indusoitujen mutanttilinjojen  juurten
sekund&aristd kasvua DMSO-kontrollimaljalla kasvaneiden saman mutanttilinjan
edustajien, seka villityypin (Columbia) linjojen kehitykseen.

Dofl-, Dof2- ja Dof3-mutanttilinjat tuotettiin laboratoriossa kasvattamalla
transgeeniset bakteerikannat, jotka transformoitiin  villityypin kasveihin. T-DNA-
insertiovektorin transformaatiossa kaytettiin floral dip —menetelmaa. Geenin
ekspressioalueita pyrittiin karakterisoimaan RFP- ja GUS-merkkigeenien avulla.

Keskeisina tuloksina homotsygooteista CKX-linjoista |6ytyi 4 tilastollisesti
merkitsevaa linjaa, joissa esiintyy mahdollinen sekundaariseen kasvuun vaikuttava
fenotyyppi. Suurin ero villityypin ja ohuimman mutanttilinjan (CKX32 9-5) valilla oli —
269 um, ja estradioli- ja DMSO-maljoilla kasvatettujen saman mutanttilinjan
edustajien valilla oli -220 um. Saatujen tietojen avulla voidaan karsia useita tutkittavia
mutanttilinjoja pienesta otoksesta huolimatta.

Dofl- ja Dof2-linjojen GUS-ekspressio sijoittui parenkyymisolukkoon koko juuren
pituudelta, kun Dof3-linjassa ekspressio nakyi kaikkialla solukossa, mutta vain

vanhimmissa juurten osissa.
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The aim of this thesis was to characterise the location of Dof gene expression in the roots
of Arabidopsis thaliana mutant lines, and analyse how over-expression of estradiol induced
cytokinin oxidase gene effects to root phenotype.

In cytokinin oxidase over-expression lines CKX30 and CKX32 a T-DNA-insertion causes a
gene mutation that leads to overproduction of cytokinin disruptive protein when exposed to
estradiol. Cytokinin is an important operator in the secondary growth of the root. The con-
clusions were made by observing the location and intensiveness of RFP-expression and
comparing the secondary growth of induced mutant lines to non-induced identical mutant
lines and wild type plants. The thickness of the root were measured from cross sections
taken 0.5 cm below hypocotyl.

Dofl, Dof2 and Dof3 lines were produced in laboratory by growing transgenic bacterial
strains containing T-DNA-insertion vector and transforming them to wild type plants using
floral dip method. The location of gene expression could be visualized by using RFP and
GUS marker genes.

As the mainline results were found 4 statistically significant mutant lines, which possibly
had phenotype modifications having an impact to secondary growth of the root. The biggest
difference between the most tenuous estradiol induced plants compared to DMSO and wild
type controls were shown in line CKX32 9-5. In this line the width of the estradiol induced
roots were —269 pm in comparison to DMSO controls and -220 um in comparison to wild
type. The purpose of this study was to help narrow down the amount of cambium mutant
gene plant lines, and help for further research.

GUS expression in Dofl and Dof2 lines were located in parenchyma cells. In Dof3 line,
GUS expression appeared only in the developmentally older parts of the root, but didn’t
seem to be specific to any cell type.
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1 Johdanto

1.1 Tyon tavoite

Fossiilisten polttoaineiden korvaaminen kestavaa kehitysta tukevilla vaihtoehdoilla on
maailmanlaajuinen ongelma, johon on esitetty ratkaisuksi biomassan kayttda.
Tutkimuksen paatavoitteena on selvittdd, milla tekijoilla saadaan kasvit tuottamaan
tehokkaammin biomassaa, jotta se voisi vastata kasvavan vaestdn energiatarpeisiin
(Mahodnen 2006.)

Kasvin biomassan tuotossa tarked tekija on puuaines, jota muodostuu putkilokasvien
jalsiosissa tapahtuvan aktiivisen solunjakautumisen seurauksena. Jalsi siis aikaansaa
kasvin sekundaarisen paksuuskasvun tuottamalla nilaa ulospdin ja puumassa
sisdpuolelle. Jallen kasvuun vaikuttavat mekanismit kuitenkin tunnetaan viela huonosti.
Lituruohon ja puiden sekundaarikasvu on siind maarin verrannollista, etta tutkimusryhma
voi tutkia naitd mekanismeja lituruohojen avulla ja mallintaa saatuja tuloksia muihin,
biomassan tuotannossa merkityksellisempiin kasvilajeihin (Helariutta 2002; Welling
2008; Tirri — Lehtonen — Lemmetyinen — Pihakaski — Portin 2001; Fagerstedt — Pellinen
— Saranpaad — Timonen 2005; Suomen luontotieto 2006.) Lituruoholla jalsisolukkoa
muodostuu seka varteen etta juureen, jolloin jo hyvin nuorien kasvien juurista voidaan

ottaa naytteitd poikkileikkeita varten (Blomster — Méahtnen 2013.)

Opinnaytety® tehdaan osana isompaa tutkimusprojektia, jossa on tarkoituksena selvittaa
kasvihormoni sytokiniinin vaikutusta lituruohon, eli Arabidopsis thalianan jallen kasvuun
kayttaen esimerkiksi T-DNA-insertiomenetelmén avulla luotuja mutanttikasveja.
Tutkimus suoritetaan Ari Pekka Mahosen johtamassa tutkimusryhmassa Helsingin
yliopiston Biotekniikan instituutissa Viikissa. Paamaaréana on edistédé kasvien geenien
toiminnan perustutkimusta. Kasvibiologi Tiina Blomster ja tohtoriopiskelija Riikka Makila

toimivat kaytannon ohjaajina tydelaméssa opinnaytetydn prosessissa.

1.2 Tyon tarkoitus



2(57)

Ensimmainen projekti liittyy indusoitavan sytokiniinioksidaasigeenin yliekspressioon ja
sen vaikutuksiin  sekundaériseen kasvuun. Normaalilla %GM-kasvualustalla
kasvatettaessa nama siirtogeeniset lituruohot eivat fenotyypiltddn poikkea villityyppia
edustavasta Columbiasta, mutta estradiolilla indusoitaessa geeni aktivoituu ja aiheuttaa
muutoksia fenotyyppiin. Tarkoituksena on tehda T2- ja T3-selektiot aiemmin tuotetuille
siemenille ja valita lopulta jatkotutkimuksia varten ne linjat, joissa geeniekspressio oli
selkein ja joiden fenotyyppi poikkeaa eniten villityypista. Ekspressiota tarkastellaan
punaista fluoresenssia aiheuttavan RFP-merkkigeenin avulla, seka vertailemalla
indusoitujen linjojen pituuksia ja paksuuksia kontrollimaljoilla kasvaneisiin samojen

linjojen edustajiin ja villityypin edustajaan.

Toinen projekti suoritetaan Dof-linjojen parissa. Sitd varten valmistetaan siirtogeenin
sisdltavia agrobakteereja (Agrobacterium tumefaciens) monivaiheisen protokollan
kautta, minkad jalkeen geeni transformoidaan Columbia-lituruohoihin. Saaduille
siirtogeenisille  siemenille  tehdaan  Tl-selektion ja tarkastellaan geenin

ekspressoitumista juuressa GUS-varjayksen ja RFP-merkkigeenin avulla.

Tutkimuksen taustalla on siis kaksi paakysymysta:

1. Miten estradioli-indusoitavan sytokiniinioksidaasigeenin yliekspressio vaikuttaa
juuren sekund&ariseen kasvuun ja l0ytyykd otoksesta sopivia linjoja
jatkotutkimuksiin?

2. Missa juuren osassa tutkitut Dof-perheen geenit ekspressoituvat?

Opinnaytety® suoritetaan maarallisin menetelmin kokeellisena tutkimuksena. Koska
tutkimus on vield kesken, kaytetddn tassa tydssa geeneista koodinimia- ja numeroita
spesifin geenin nimen sijaan. Lahtokohtana on eri tutkimusryhmien tdhan mennessa

luoma teoriapohja ja tutkimuksissa toimiviksi todetut menetelmat.

2 Tutkimuksen taustaa

Kasvit eivat voi vaikuttaa kasvupaikkansa olosuhteisiin, joten niiden on menestyakseen
kyettava sopeutumaan vallitseviin ymparistdoloihin. Kasveilla on kuitenkin lukuisia eri
tapoja, joilla véltella abioottisen ja bioottisen ymparistén aiheuttamia stressitekijoita

(Cullis 2004). Luonnonvalinta vaikuttaa siten, ettd kasvupaikalla menestyvat ja
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lisaantyvat sellaiset yksilot, jotka kulloinkin tulevat parhaiten toimeen ja joiden
ominaisuudet parhaiten palvelevat tarkoitustaan senhetkisissa oloissa. Jokin
kelpoisuutta lisddva geeni siis yleistyy ja vastaavasti heikentavat geenit harvenevat
populaatiossa. Perimén vaihtelu nékyy esimerkiksi kasvussa ja taudinkestavyydessa
(Nuorteva 2005.)

2.1 Periytymisen lait

Geenin paikkaa kromosomissa sanotaan lokukseksi, ja saman lokuksen vastingeenit
maaraavat ominaisuuden ilmenemisen jalkelaisessa. Geeneistd on olemassa useampia
tyyppeja, eli alleeleja. Lituruohon kromosomisto on kaksinkertainen eli diploidinen, jolloin
se saa samaan lokukseen sijoittuvasta geenista aina kaksi alleelia. Alleelit voivat olla
dominoivia tai resessiivisia, minka lisaksi yhteisvallitseva tai valimuotoinen eli
intermediaarinen periytyminen on mahdollista. Kahdessa viimeksi mainitussa

tapauksessa kumpikaan alleeli ei dominoi toista (Happonen ym. 2004.)

Kun jokin ominaisuus periytyy dominoivasti, vallitsevan alleelin koodittama ominaisuus
ekspressoituu elion fenotyypissd, mutta resessiivisen eli vaistyvan alleelin ominaisuus
jaa vain genotyyppiin ilman, ettd se vaikuttaa yksilon ulkoisiin ominaisuuksiin. Talléin
yksilolla on siis genotyypissddn molemmat alleelit ja se on ominaisuuden suhteen
heterotsygootti, mutta vain dominoiva alleeli vaikuttaa fenotyyppiin. Yhteisvallitsevassa
periytymisessa molemmat alleelit vaikuttavat fenotyyppiin itsendisesti, mik& nakyy
esimerkiksi ihmisella AB-veriryhmanda. Intermediaarisessa periytymisessa molemmat
alleelit vaikuttavat fenotyyppiin siten, etta yksilé on ilmiasultaan alleelien aikaansaamien

ominaisuuksien valimuoto (Happonen ym. 2004.)

Yksildiden  genotyyppia voidaan maarittda risteytysten avulla.  Mendelin
erkanemissddnndén mukaan tiettyd ominaisuutta koodaava alleelipari erkanee
sukusolujen muodostuessa, jolloin sukusoluun tulee néaista vain yksi. Kahden sukusolun
yhtyessa uuteen siemeneen tulee siis molemmilta sukusoluilta yksi alleeli, jotka
muodostavat uudenlaisen yhdistelman. Tutkimuksissa kaytettavan
antibioottiresistenssin aiheuttava alleeli on dominoiva, jolloin resistenssin suhteen
homotsygootit ja heterotsygootit siemenet itavat antibioottialustalla, mutta herkkyyden
suhteen homotsygootit eivat. Kasveja jaa siis henkiin lukusuhteessa 3:1 ja erilaisia linjoja

kaikkiaan on syntynyt lukusuhteessa 1:2:1 (Happonen ym. 2007.) Kun naiden kasvien
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annetaan itsepOlyttyd ja siemenet laitetaan jalleen antibioottialustalle, saadaan selville
kasvin fenotyypin liséksi genotyyppi ja joukosta voidaan seuloa tutkimuksiin
homotsygootit linjat. Resistenssin suhteen homotsygootin linjan kaikki siemenet itavat,
mutta heterotsygooteilla linjoilla kasvit itavat suhteessa 3:1. N&in kaikista linjoista
homotsygootteja ja heterotsygootteja on lukusuhteessa 1:2 (kuvio 1).

.

[ | | |
F2

Kuvio 1. Taulukossa on esitetty antibioottiresistenssin mendelistinen periytyminen. Isolla R-
kirjaimella merkitaan alleelia, joka aiheuttaa antibioottiresistenssin, kun taas pieni r-
kirjaimella merkitdan antibioottiherkkyyden aiheuttamaa alleelia.

2.2 Siirtogeenit

Geeninsiirto mahdollistaa geenien ja niiden koodaamien proteiinien tutkimuksen
vieraassa lajissa, seka uusien ominaisuuksien siirtdmisen yli lajirajojen. Haluttuja
geeneja on helpointa siirtda kuljettimien eli vektoreiden avulla, jotka useimmiten ovat
bakteerien tai joissain tapauksissa yksinkertaisten aitotumaisten, kuten hiivojen tai
homeiden DNA:ta siséltavid, pienikokoisia rengasmaisia plasmideja. Plasmidi on sikali
kayttokelpoinen geeninsiirtovaline, ettd se jakautuu itsendisesti solulimassa ja on
katkaistavissa ja suljettavissa uudelleen renkaaksi ennustettavalla tavalla. Kaytetyssa
plasmidissa on oltava jokin selektiogeeni, jonka avulla voidaan erotella esimerkiksi
antibioottialustalla siirtogeenin siséltavat bakteerikannat. Taméan liséksi plasmidiin
tarvitaan Ori-alue, eli plasmidin replikaation aloituskohta, sek& tunnistuskohta
restriktioentsyymeille. Tah&n tunnistuskohtaan liitetdén siirrettava geeni, jossa taytyy olla
varsinaisen koodittavan alueen lisdksi promoottorialue ja lopetuskohta, tai esimerkiksi
fluoresenssia aiheuttava merkkigeeni (Suominen — Péarssinen — Haajanen — Pelkonen
2013))
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Bakteereja kaytetdaan yleisesti halutun geenin tai proteiinin  monistamiseen ja
tutkimiseen, silla sopivissa olosuhteissa bakteerikanta lisdantyy nopeasti ja edullisesti.
Jokaisessa solunjakautumisessa siirretty geeni kahdentuu, jolloin bakteerien
lisdantyessd saadaan helposti moninkertainen maard klooneja. Kaksisirkkaisiin
kasveihin voidaan siirtdd vierasta alkuperaa olevaa DNA-juostetta agrobakteerien Ti-
plasmidien avulla. Kasvi infektoidaan agrobakteerilla, jonka plasmidiin on siirretty haluttu
tutkittava geeni. Talloin plasmidin T-DNA integroituu kasvin genomiin, ja tutkittava geeni
siirtyy osaksi kasvin genomia (Happonen ym. 2006.)

Haluttaessa tutkia tietyn geenin vaikutusta kasvin kasvuun ja kehitykseen on usein
helpointa kayttaa DNA-insertiomenetelmad, joka on eniten kaytdsséa oleva menetelman
muoto. T-DNA-inertioita voidaan soveltaa kaikkiin transformoitaviin kasveihin. T-DNA-
insertion avulla saadaan aikaan lituruohon genomiin mutaatio, joka aiheuttaa tutkittavan
geenin normaalin ekspression tai yliekspression. Kaytdnntssa tama tarkoittaa sita, etta
vektorin avulla saadaan siirrettya uusi geeni-insertti, joka aiheuttaa tutkimuksen
kohteena olevan geenin toiminnan ja sen koodittaman proteiinisynteesin tapahtumisen
kasvissa (kuvio 2) (Cullis 2004.) Tutkimusprojektissa tarkastellaan, kuinka tima mutaatio

vaikuttaa kasvin fenotyyppiin ja eroaako se villityypin fenotyypista.

Kuvio 2. Esimerkki T-DNA-insertion tydvaiheista (Cullis 2004.)

Siirtovektoriin voidaan usein lisata varsinaisen geenin ja sen promoottorin ja

terminaattorin lisdksi fluoresenssia aiheuttava reportterigeeni. Mielenkiinnon kohteena
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olevan geenin tuote on yhdistetty fluoresoivaan proteiiniin, jolloin fluoresenssin avulla
geenin toimintaa voidaan visualisoida (Siligato ym. 2016.) Kaytdssa on lukuisia eri vareja
tuottavia fluoresoivia proteiineja, joilla voidaan tarkkailla geeniaktivaatiota (Stepanenko
ym. 2011). Yksi kaytetyista ryhmistd on RFP (Red Fluorecent Protein), joka on eristetty
korallielaimistd. Se emittoi punaisen eri savyja, jolloin geeniekspressio voidaan havaita
punaisena fluoresenssina mikroskoopissa kaytettaessa sopivaa suodinta (Miyawaki —
Shcherbakova — Verkhusha 2012).

2.3 Kasvin perusanatomia ja juuren rakenne

Lituruoho kuuluu koppisiemenisten ryhmaan ja kaksisirkkaisten luokkaan, eli niilla
kehittyy itdmisvaiheessa yleensd kaksi sirkkalehted, toisin kuin yksisirkkaisille, joille
kehittyy vain yksi alkeislehti. Kaksisirkkaiset myds kasvattavat itdessdan yhden
suuremman pysyvan primaarijuuren, joka yksisirkkaisilla surkastuu ja korvautuu
sivujuurilla. Kukassa on tavallisesti viisi teralehtea, harvoin myds nelja tai vahemman
(Magnoliopsida — Dicots. 2015.)

Kaksisirkkaisille kasveille tyypillista on, ettd varren johtosolukon muodostamat
johtojanteet sijoittuvat kehamaisesti varren reunalle, kun taas yksisirkkaisilla ne ovat
satunnaisesti jakautuneet varteen. Johtojinteeseen muodostuu kerros jalsisolukkoa,
jonka solunjakautumisen seurauksena kasvin varren ulkoreunoja kohti kasvaa nilaa ja
sisdosia kohti puusolukkoa. Tama saa my0s aikaan kasvin varren ja juuren
sekundéaéarisen kasvun (Fagerstedt ym. 2004). Kasvin tukena toimii ligniinia ja
selluloosaa sisaltava puusolukko, jota pitkin juurten maaperéasta ottamat vesi ja ravinteet
kulkevat ylospain kohti muita kasvinosia (Blomster, Mahténen 2013). Lehdissa
fotosynteesin tuotteena syntynyt glukoosi taas kuljetetaan nilaosan siivilaputkia pitkin
kohti juuria (Happonen ym. 2004; Magnoliopsida — Dicots. 2015.) Johtosolukossa my6s

kulkee erilaisia signaalimolekyyleja (Blomster — Mahdnen 2013).

2.3.1 Juuren rakenne ja tehtavat

Kaksisirkkaisten prim&arijuuri kiinnittaa kasvin tukevasti maahan. Siihen kasvaa
runsaasti ochuempia sivujuuria, joiden tehtaviin kuuluu ravinteiden ja veden ottaminen

kasvualustasta ja niiden kuljettaminen johtosolukkoa pitkin kasvin kayttoon. Mita
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laajemmalle juuri leviaa ja mitd nopeammin se kasvaa veden luo, sitd paremmin se saa
vetta ja ravinteita kasvuunsa (Kasvien osat 2015.) Joillain kasveilla juuri toimii edella
mainittujen tehtéviensa lisdksi energiavarastona (Salonen 2006). Juurilla on myds tarkea
tehtdvd kommunikaatiossa maaperén mikrobiston kanssa, jonka tarpeisiin ne erittavat
hiiliyhdisteita (Bais — Park — Weir — Callaway — Vivanco 2004.)

Juurten karkea ymparoi ohut, parenkyymisolukosta muodostunut juurihuntu, joka juuren
kasvaessa auttaa lapdisemaan maaperan railoja. Heti juurihnunnun solukon jalkeen aivan
karkiosista alkaa solujen jakautumisvybhyke. Siihen kuuluu niin  sanottu
karkimeristeemisolukko, sekd sen johdannaismeristeemit. Solut ovat vilkkaasti
jakautuvia kantasoluja ja niiden tytarsoluja, jotka aikaansaavat pituuskasvua ja
rakentavat juurihuntua. Primaariseksi kasvuksi sanotaan juuri taman karkikasvusolukon
jakautumista (Fagerstedt ym. 2004). Jakautumisvybhyke loppuu
pitenemisvydhykkeeseen, jossa solut eivat endé jakaudu, vaan jatkavat pituuskasvuaan
(kuvio 3) (Blomster — Mahtnen 2013; Kasvianatomia 2006.)

Kuvio 3. Pitkittdiskuva juuresta. 1. Juurihuntu, 2. Karkimeristeemi, 3. Epidermi, 4.
Jakautumisvybhyke, 5. Pitenemisvythyke.

Kun juuren kerroksia tarkastellaan poikittain, voidaan uloimpana kerroksena nahda
epidermisolukkoa. Se on p&aosin yhden solukerroksen paksuinen pintasolukko.
Ravinteiden ja veden saantia lisdavat juurikarvat ovat yksittaisida laajentuneita
epidermisoluja. Heti epidermin alla on parenkyymisoluista muodostunut kuori, ja kuoren

sisinta kerrosta nimitetddn endodermiksi. Endodermi rajaa kuoren keskuslieridsta, jonka
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uloimpana kerroksena on tarvittaessa jakautumiskykyiseksi eli meristemaattiseksi
muuttuva perisykli. Sivujuuret saavat alkunsa naista perisyklin soluista. Keskuslieridssa
on kasvin johtosolukko, joka koostuu puu- ja nilaosasta. Naiden vélissa on jalsisolukkoa,
joka siis muodostaa kohti ulompia kuoriosia nilaa, ja sisempaan osaan puuainesta eli
ksyleemia (kuvio 4 ja 5) (Kasvianatomia 2006; Nieminen — Kauppinen — Helariutta 2004.)

U A W N =

Kuvio 4. Juuren poikkileike yhdeksan vuorokauden ikdisestda, sekundaérisen kasvun
aloittaneesta villityyppia edustavasta kasvista. Leike on otettu 0,5 cm etdisyydelta
hypokotyylialueesta. 1. Epidermi, 2. Kuori, 3. Prim&arinen nila, 4. Jalsisolukko
primaarisen puun ja nilan solujen valissa, 5. Endodermi, 6. Primaérinen puu, 7.
Sekundaarinen puu, putkilosolu, 8. Perisykli
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Kuvio 5. Juuren poikkileike kuuden viikon ikdisestéd kasvista. 1. Sekund&&rinen nila, 2.
Jalsisolukko, 3. Peridermi, 4. Sekundaarinen puu: violetiksi varjaytyvd osa
sekundaarisesta puusolukosta on erikoistumattomampaa parenkyymaa, sininen
paksuseindista erikoistuneempaa sekundaarisen kasvun toisen vaiheen solukkoa.
Toisen vaiheen solukko muodostuu vasta gibberelliinin vaikutuksesta kasvin
kukkiessa.

2.3.2 Juuren kasvuun vaikuttavat tekijat

Kasvien yksilonkehitykseen vaikuttaa ulkoisina kasvutekijoind veden, ravinteiden ja
valon maara. Naiden ohella kasvua kontrolloivat sisaiset kasvutekijat, joita ovat
kasvihormonit eli fylohormonit. Ne ovat kasvin eri osissa syntyvia, veden mukana kasvin
eri osiin leviavia orgaanisia yhdisteta. (Happonen ym. 2006). Hormonit jaotellaan ryhmiin
koostumuksensa ja vaikutustensa mukaan. Ne voivat vaikuttaa solunjakautumiseen ja
erikoistumiseen, pituus- ja paksuuskasvuun, sekd lehtien, kukkien ja siementen

kehittymiseen (Salonen 2006.)

Sytokiniinia erittyy juuressa ja muissa kasvavissa solukoissa, ja sen tehtdvana on
kiihdyttad solunjakautumista, sekd edistdd itdmistd. Sytokiniinia pidetdan jallen
toiminnan edellytyksenda, silla johtosolukko ei muodosta soluja normaalisti, mikali
sytokiniinisignalointi on hairiintynyt (Matsumoto-Kitano ym. 2008). Silla epailla&n olevan
osallisuutta yhteyttamistuotteiden kulkeutumisessa eri kasvinosiin (Voesnek — Blom
1996). Joissain kasvin soluissa auksiini ja sytokiniini inhiboivat toisiaan, mutta toisaalta
esimerkiksi jalsisolukossa vahvistavat toisiaan ja signaloivat keskenddn kasvin

rakenteen muodostumisen aikana (Bishopp ym. 2011; Blomster — Mahonen 2013).

Auksiini vaikuttaa juuren ja varren solujen pituuskasvuun (Happonen ym. 2005). Sita
syntyy kasvupisteissad seka varsissa etta juurissa, ja vaikuttavat siten kaikissa kasvin
osissa. Gibberelliinit kaynnistdvat siemenissd itamisvaiheessa tarkkelyksen
pilkkoutumisen ja kaynnistavat amylaasin tuotannon (Happonen ym. 2006). Ne
saatelevét auksiinien ohella pituuskasvua ja edistavat juurten muodostumista (Salonen
2006.)

Jalsisolukkoa tutkittaessa pyritddn selvittdamaan eri geenien vaikutuksia kasvien
kehityksessa. Nama kustakin solulinjasta [6ytyvat merkkigeenit vaikuttavat siihen, kuinka
meristeemisolukko erilaistuu eri solulinjoiksi. Kullekin solulinjalle spesifien geenien avulla

voidaan seuloa haluttuja soluja ja tutkia kaikille solulinjoille yhteisten geenien liséksi
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muita vain ndissa soluissa esiintyvid geeneja, jotka yhdessa aiheuttavat erilaistumisen
(Birnbaum ym. 2003.)

Mutanttikasvien geenitutkimuksella kartoitetaan, mitd geenejd tai saatelytekijoita
tarvitaan kasvin normaaliin kehitykseen. Kantasolujen sijaintia pyritdan selvittamaan
siten, etta jallen solukosta otetaan satunnainen solu, jonka genomiin istutetaan jokin
merkkigeeni. Merkkigeeni saa solussa aikaan jonkun histologisessa leikkeessa nakyvan
muutoksen, joka periytyy myos kaikille siitd l&ahtoisin oleville tytarsoluille. Mikali muutos
on useiden solunjakautumisten jalkeen edelleen havaittavissa jalsisolukossa, voidaan

olettaa emosolun olleen kantasolu (Blomster — Mahonen 2013.)

Dof-perheen (DNA-binding One Zinc Finger) transkriptiofaktoreita tavataan
koppisiemenisilla ja paljassiemenisilla kasveilla, sekda myds joillain levilla ja sammalilla.
Ne ovat saatelytekijoita, jotka vaikuttavat esimerkiksi kukintaan, stressireaktioihin ja
fotosynteesiin. Ne vaikuttavat myos kudosten erikoistumiseen ja niiden kokoon. Dof-
ryhman faktoreita esiintyy erilaisissa kudoksissa (Noguero — Atif — Ochatt — Thompson
2013))

CKX eli sytokiniinioksidaasi on entsyymi, joka katalysoi tiettyjen sytokiniinien
metabolointia ja taten inaktivoi niita. Sen mé&ara vaihtelee kasvun eri vaiheissa (Jones —
Schreiber 1997.) Koska sytokiniineilla on téarkea rooli solunjakautumisessa, on niilla
erityisesti vaikutusta juuren sekundaariseen kasvuun ja siten sen paksuuteen, jota

sytokiniinioksidaasi saételee.

2.3.3 Geenien aktivoiminen indusoitavan osan avulla

Joissain tutkimuksissa on hyodyllista, ettei insertoitu geeni ekspressoidu kaikissa kasvun
vaiheissa, vaan toiminta voidaan kaynnistaa kontrolloidusti haluttuna ajankohtana.
Talléin vektoriin voidaan siirtaa halutun promoottorin ja geenin liséksi induktio-osa, jolloin
geeni aktivoidaan vasta halutuissa olosuhteissa. Indusoitavana osana kaytetadn paljon
ihmisen estrogeenireseptoria. Kokonaisuutta kutsutaan XVE-konstruktiksi. On todettu,
ettd XVE-konstruktin kaytolla itsellddn on vain hyvin vahaisia fysiologisia tai
kehityksellisia vaikutuksia kasviin, mink& vuoksi se on monikayttdinen (Zuo — Niu — Cua
2000.)
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2.4 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana eli lituruoho on hento ja matalakasvuinen ristikukkaiskasvien
heimoon kuuluva yksivuotinen ruoho, joka eldd Suomenkin eteldosissa
luonnonvaraisena. Normaalisti se talvehtii joko siemenend tai syksylld itaneena
lehtiruusukkeena, minka jalkeen se pian aloittaa kukkavanan kasvattamisen ja kukinnan
alkukesasta touko-kesadkuussa. Lituruoholla on kukkaverson padssa pienet valkeat
kukat, joissa on nelja teralehted. Kasvi pystyy hyonteispdlytyksen liséksi polyttamaan
itse itsensa. Lehtiruusukkeen lisdksi kasvin varteen voi kasvaa harvakseltaan

kapeatyvisia varsilehtia (Lituruoho 2015).

Koska lituruohon elinkierto jd& vain muutaman kuukauden mittaiseksi ja se
semelparisena kasvina lisaéantyy elinaikanaan vaan kerran, sille on edullisempaa kayttaa
saatavilla oleva energia kukkien ja mythemmin siementen tuottamiseen varsinaisen
kasvun sijaan. Lituruoho kuolee nopeasti tuotettuaan suuren maaran pienia siemenia.

Siemenet kypsyvét pitkdnomaisissa liduissa (Salonen 2006.)

Lituruoho on yleensa itsepdlyttyva laji, eli yksilon tuottamat munasolut hedelmoittyvét
kasvin oman siitepdlyn avulla. Useimmiten tama tapahtuu kukan sisaisené polytyksena
eli autogamisesti, mutta onnistuu myds eri kukkien vélisesti, eli geitonogamisesti. Usein
polytys tapahtuu jo ennen kuin kukka ehtii kunnolla aueta. Téllainen itsep6lyttyminen on
lituruoholle joissain tilanteissa edullista, koska vaatimattomat kukat eivat valttamatta riita
Kiinnittdmaan polyttajien huomiota, eikd kevaalla viileyden vuoksi valttdmatta viela ole
riittavasti polyttajia. Itsepolytykseen liittyy myds heikkouksia, kuten elinvoimaa
huonontava sisasiitosheikkous, joten sen lisaksi ristipélytys on lituruoholle mahdollista.
(Salonen 2006). Naita tietoja hyddynnetdén, kun halutaan saada aikaan kontrolloituja

risteytyksia kasviyksildiden valille.

Lituruohoa on hyddynnetty paljon genetiikan tutkimustydssa (Lituruoho 2006). Kasvilla
on pieni genomi, vain viisi kromosomia ja noin 27 000 proteiinia koodittavaa geenid, ja
sen genomi selvitettin kauttaaltaan sekvensoimalla kromosomit vuonna 2000 (The
Arabidopsis Information Resource 2014). Kayttokelpoisuutta tutkimuksissa liséa sen
helppo kasvatus ja nopea elinkaari. Lituruoho tuottaa runsaasti siemenid, ja uuden
sukupolven tuottamiseen menee vain noin kaksi kuukautta. Kasvi ei ole kovin vaatelias

kasvatusymparistonsa suhteen, vaan rikkakasvien tapaan menestyy karummalla ja



12(57)

kuivemmallakin kasvualustalla. Kasvin genomiin on myos suhteellisen helppo saada
integroitumaan vierasta DNA:ta ilman, ettd kasvi kérsisi siitd muutoin. Nama
ominaisuudet tekevat siitd kaytannollisen kasvibiologian malliorganismin (Welling 2008;
The Arabidopsis Genome Initiative 2000.)

Eniten kaytetty lituruohon villityyppikontrolli on Columbia. Sita on kaytetty
ensimmaisené lituruohon DNA-sekvensointiin, joten sen genomi tunnetaan tarkoin ja
se sopii siksi myds esimerkiksi PCR-reaktiossa tarvittavien alukkeiden malliksi (The
Arabidopsis Information Resource 2014.)

3 Menetelmat

Tassa luvussa kuvataan kaikki tutkimuksessa kaytetyt menetelmat. Menetelméat on
pyritty kuvaamaan siten, etté ne ovat tarvittaessa toistettavissa.

3.1 Transformaatio

Transformaatiossa siirretdaan geneettistd materiaalia solujen vélilla. Osa bakteereista on
luonnostaan kompetentteja ja kykenevia transformaatioon. (Transformaatio 2006.)
Laboratoriossamme kasiteltavat E. coli —bakteerit eivat olleet valmiiksi kompetentteja,

joten niitd oli kasitelty vastaanottamaan DNA:ta elektroporaation avulla.

Kun halutaan selvittaa jonkin tunnetun geenin ilmenemispaikka ja —tapa, on ensin
luotava sopiva vektori, jolla geeni siirretaan kasvin perimaan. Yleensa vektorina
kaytetaan plasmideja. Vektorissa on oltava mielenkiinnon kohteena olevan geenin lisaksi
geenin promoottorialue, sekd& esimerkiksi merkkigeeni tai terminaattorialue

kayttétarkoituksesta riippuen.

3.1.1 Thermo Fisher Scientific MultiSite Gateway 3-Fragment recombination reaction

Laboratoriossa on kaytdssa Thermo Fisher Scientific MultiSite Gateway 3-Fragment
recombination reaction, eli protokolla, jolla voidaan yhdistdd kolme haluttua yksikkda
yhteen vektoriin. Yleensd ensimmaisena yksikkbna on promoottorialue, toisena

tutkittava geeni tai merkkigeeni, kuten RFP tai GUS, ja kolmantena yksikkona
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terminaattorialue. Promoottorialueeseen saadaan myos tarvittaessa yhdistettyd XVE-
konstrukti, jolloin tutkittavan geenin luenta kaynnistyy vain estradiolikasittelyn
vaikutuksesta (Siligato ym. 2016.) Protokollaan kuuluu kaksi vaihetta.

Ensin jokainen haluttu osa, kuten geeni on saatava siirtymaan omiin vektoreihinsa. Tata
vaihetta kutsutaan BP-reaktioksi. Reaktion aloituspaivané haluttua tuotetta kloonataan
PCR-menetelmalla. Reaktiossa myos lisataan tuotteen paihin sekvenssit, joiden avulla
haluttu geeni saadaan tarttumaan vektoriin. Vaihe pitd& toista jokaiselle kolmelle
yksikdlle ennen seuraavaa vaihetta.

Taman jalkeen siirrytddn LR-reaktioihin, eli protokollaan, jossa halutut kolme insertion
siséltamaa vektoria saatetaan yhdeksi vektoriksi. Aiemmissa vaiheissa saadut tuotteet
siirretaan koeputkeen plasmidien, veden ja LR clonase Il -entsyymin kanssa
inkuboitumaan 25 asteeseen yon yli. Inkubaatioajan paatyttya toisena paivana reaktioon
lisataan proteinaasi-K —entsyymi ja liuoksen annetaan inkuboitua vield 10 minuuttia 37

asteessa, jolloin tuotteena on siirtogeenisia plasmideja (kuvio 6).

Bl — Bl —

S'element gene 3’element

S'element 3’element

Kuvio 6. Yksinkertaistettu kuva LR-reaktiosta. BP-reaktiossa on tuotettu kolme erillista vektoria,
joissa on kussakin replikaation aloittava ori-alue (vihrea), antibioottiresistenssigeeni
(keltainen), seka sekvenssien (sininen) avulla osaksi vektoria saadut elementit (pinkki).



14(57)

Sekvenssien avulla saadaan kaikki elementit sekvensseineen siirtymaan yhteiseen
vektoriin, jolloin samassa vektorissa on promoottori, geeni ja terminaattori (Mukailtu
MultiSite Gateway® ThreeFragment Vector Construction Kit 2007).

Inkuboinnin jalkeen plasmidiliuosta lisataan 2,5 pl kompetenttien Dh5a Escherichia coli
— bakteerien joukkoon ja suoritetaan elektroporaatio. Elektroporaatiossa E. colin
solukalvoon saadaan séhkoiskun avulla hairi6, jonka ansiosta siirrettava periméa voi
siirtya solun sisdan (Tenhunen — Ulmanen — Ylanne 2004). Jotta solu saadaan kasittelyn
jalkeen palautumaan ja lisdantymaan, laitetaan solujen joukkoon 1 ml SOC-liuosta
(Super Optimal broth with Catabolite repression), joka on glukoosi- ja ravinnepitoista
elatusainetta. SOC-liuoksen kaytto lisda solujen transformaatiotehokkuutta (Hanahan
1983). SOC-liuoksen lisaamisen jalkeen bakteereiden annetaan jakautua tunnin ajan 37
asteessa ravistelijassa, minka jalkeen ne viljellaan selektiossa kaytettavaa antibioottia

siséltaville elatusmaljoille ja annetaan kasvaa yon yli 37 asteessa.

Kolmantena paivana maljoilta tehdaan hajotusviljelméat siten, etta kustakin kloonista
otetaan nelja yksittaista pesaketté ja viljelladn uusille selektiomaljoille. Selektiomaljoja

kasvatetaan 37 asteessa yon yli.

Neljantené paivana hajotusviljelmista tehdaan 5 ml nestekasvatusviljelmét siten, etta
kunkin kloonin neljdstda hajotusviljelmastd otetaan yksittdiset pesékkeet viljeltaviksi
elatusnesteeseen. Elatusnesteessa on kaytettava samaa antibioottia, jota on kaytetty

selektioon aiemminkin. Nesteviljelmat laitetaan kasvamaan 37 asteeseen yon yli.

Seuraavana paivana plasmidit eristetddn  soluista  kayttden kaupallista
silikapuhdistusmenetelmaan perustuvaa Thermo Fisher Scientific GeneJET Plasmid
Miniprep Kit —valmispakkausta ohjeen mukaan. Lopputuotteeksi saadaan joko veteen tai

kitin mukana tulevaan eluointiliuokseen eluoituja plasmideja.

3.1.2 Digestio

Jotta voidaan varmistaa halutun PCR-tuotteen siirtyminen plasmidiin, on naytteet
digestoitava. Digestio suunnitellaan ensin virtuaalisesti tietokoneella erityisella
tarkoitukseen sopivalla ohjelmalla. Ohjelma nayttdd plasmidin oletetun rakenteen

nukleiinihappojen tarkkuudella, seké& ilmaisee plasmidin eri funktionaalisten osien
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sijainnin ja pituuden. Digestointiin kaytetdan restriktioentsyymeja, jotka loytavat
plasmidin DNA:sta niille ominaisen sekvenssin ja katkaisevat juosteen jattaen siihen joko
kohessiiviset tai tylpat paat entsyymista riippuen (Digestio 2006.) Yhdella entsyymilla voi
olla plasmidissa useita katkaisukohtia, jolloin saadaan useampia juosteita.
Tietokoneohjelmalla voidaan mallintaa restriktioentsyymin toimintaa ja valita entsyymit,
jotka tuottavat halutun pituiset juosteet (kuvio 7). Yleensé pyritaan valitsemaan kaksi
entsyymia ja tuottamaan naiden avulla juosteita, jotka ovat pituuksiltaan toisistaan
poikkeavia. Entsyymilla pilkotut tuotteet erotellaan geelielektroforeesilla ja nékyviin
tulleita juosteita verrataan tietokoneohjelman antamaan arvioon. Jos lopputulos vastaa

arviota, on digestio onnistunut ja PCR-tuote siirtynyt oletuksen mukaisesti osaksi

plasmidia.
51 Sad (3)
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Kuvio 7. Ohjelman tuottama nadkyma digestoitavasta vektorista. Sinisella on merkitty siirretty
geeni. Apall- ja Sacl-restriktioentsyymien katkaisukohdat on merkitty mustalla.
Vasemmalla vaaleanpunaisella varilla on myos merkitty geeni, joka antaa resistenssin
ampisilliinille.

3.1.3 Konstruktien transformointi agrobakteereihin

Jotta onnistuneen reaktiosarjan lopputuloksena syntynyt halutun geenin sisaltava
plasmidivektori voidaan siirtdd kasviin, on se saatava ensin transformoitumaan
agrobakteereihin. Veteen tai eluointiliuokseen eluoituja plasmideja sekoitetaan 0,5 pl
kompetentteihin agrobakteereihin ja suoritetaan elektroporaatio. P&élle pipetoidaan 1 ml
SOC-liuosta ja bakteerien annetaan jakautua 2 tuntia 28 asteessa. TAman jalkeen

bakteeriliuosta pipetoidaan 50 pl maljalle, jossa on plasmidien selektiossa kaytettya
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antibioottia, seka rifampisiinia, jolle kaytetty agrobakteerikanta on tolerantti. Maljoja
kasvatetaan 28 asteessa 2-3 vuorokautta, minka jalkeen kahdesta yksittaisesta
pesdkkeesta tehdaan hajotusviljelmat ja kasvatetaan toiset 2-3 vuorokautta.

Maljakasvatuksen jalkeen kultakin maljalta otetaan yksittainen peséke ja tehdéén 5 ml
nesteviljelmat. Elatusaineeseen lisdtddn selektioantibioottia ja rifampisiinia ja
kasvatetaan 28 asteessa 1-2 paivaa. Nesteviljelmastd tehd&én varastoviljelma
glyseroliin my6hemp&a kayttdoa varten lisdamalla 500 pl 60 % glyseroliin 500 pl
bakteerien nestekasvustoa.

3.1.4 Floral dip —menetelméa

Floral dip —-menetelma eli ’dippaus” on nykyisin eniten kaytdssa oleva
transformaatiomenetelma lituruohon geeninsiirtoon. Dippaus voidaan suorittaa joko
kastamalla koko kasvi siirtogeenisid agrobakteereita sisdltavaan liuokseen tai
vaihtoehtoisesti pipetoimalla liuosta kypsyvien nuppujen paalle (Davis — Hall — Millar —
Darrah — Davis 2009). Agrobakteeri infektoi kasvisolut ja Ti-plasmidi integroituu osaksi
kasvin perimda. Nain haluttu geeni on periaatteessa saatu siirrettya kasvin genomiin.
Tatéd ennen agrobakteereista on erotettu edellisissa tydvaiheissa ne pesakkeet, jotka
sisaltavat haluttua siirtogeenia (Suominen ym. 2013.)

Transformaatiota varten kasvatetaan villityypin lituruohoja ensin Iyhyen péaivan
olosuhteissa noin 3 viikkoa, minka jalkeen kukkavarsien alkaessa muodostua kasvit
siirretdan pitk&n paivan olosuhteisiin noin viikoksi. Kasvit istutetaan siten, ett yhteen
ruukkuun tulee 5 kasviyksiloa ja ruukkuja varataan kaksi yhtéa kloonia varten, jotta ne
riittdvat haluttuihin transformaatioihin. Mydhemmin ruukkujen ymparille asetetaan
muoviset kasvipussit, jotta eri geenein transformoidut kasvit voidaan eristaa toisistaan

helposti ja estdaa mahdollinen ristipélytys.

Haluttua siirtogeenia sisaltavia glyseroliin pakastettuja agrobakteereja inkuboidaan
ravistelijassa 28 asteessa yon yli ravinteikkaassa LB-mediassa (Lysogeny broth), jossa
on aiemmin kaytettya selektioantibioottia ja rifampisiinia. Seuraavana péaivana liuos
bakteereineen siirretddn 15 ml Falcon-putkeen ja sentrifugoidaan 5 minuuttia 4000 rpm.
Supernatantti kaadetaan pois ja pelletti jatetddn putken pohjalle. Bakteerit sekoitetaan

liuokseen, johon tulee MQ-vetta, sek& veden tilavuudesta 5 % sakkaroosia ja 0,05 %
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Silwet L-77 —surfaktanttia (Zhang — Henriques — Lin — Niu — Chua 2006). Sakkaroosi
toimii bakteereiden aktivaatioaineena ja Silwet L-77poistaa nestejannitetta, jotta kasville
pipetoidut agrobakteeriliuospisarat eivat putoaisi kasvin pinnalta, vaan bakteerit
paasisivat siirtymaan kasviin. 5 ml liuosta riittda infektoimaan kaksi ruukullista kasveja.
Liuos pipetoidaan kasvin kukkiin ja nuppuihin kertakayttoisella Pasteur-pipetilla, minka
jalkeen kasvipussit suljetaan yoksi.

3.2 Kasvien steriiliviljely

Jotta olosuhteet saadaan vakaiksi ja vertailukelpoisiksi, ja halutuille kasveille voidaan
tehda estradiolikasittely, on kasvatusmenetelmien oltava steriileja. Lisdksi jokaiseen
kasvualustaan pyritadn saamaan mahdollisimman samanlaiset kosteus-, ravinne- ja
valaistusolosuhteet. Talla voidaan poissulkea kaikki ymparistéoloista johtuva muuntelu,

jolloin voidaan olettaa muutosten johtuvan vain muuntogeenista.

3.2.1 Sterilointi

Laboratorioon saapuneet siemenet steriloidaan joko pelkélla kloorikaasulla tai
vaihtoehtoisesti kloori-etanoli —kasittelylla. Talla varmistetaan, etta siementen pinnalla
mahdollisesti olevat homeet ja bakteerit tuhoutuvat, eivatkd vaikuta kasvuun

kontaminoimalla kasvualustaa.

Kloorikaasukasittely tapahtuu siten, ettd siemenid siséltavat avonaiset koeputket
asetetaan vetokaapissa sijaitsevaan eksikaattoriin. Eksikaattorin sisélle laitetaan myos
50 ml klooriliuosta siséaltava astia. Kun astiaan kaadetaan 1,5 ml 37 % suolahappoa,
kloori hoyrystyy ja steriloi siemenet. Eksikaattori on suljettava valittbmasti suolahapon
lisaamisen jalkeen ja pidettava vetokaapissa, jottei hoyrystyva kloori pééase
huoneilmaan. Siemenia steriloidaan muutaman tunnin ajan, minka jalkeen ne peitetaan
0,1 % agaroosigeelilla. Kaasusterilointi sopii erityisesti suurten naytemaarien sterilointiin,
silla eksikaattoriin mahtuu kerralla useita koeputkia ja nain ollen eri linjoja edustavia

siemenia.

Siemenet voidaan steriloida myds nestemaisella kloorilla. Talldin siemenia sisaltaviin

koeputkiin  pipetoidaan Klorin-liuosta (natriumhypokloriitti) ja muutama tippa
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nestejannitteen poistavaa Tween20-liuosta, ja naiden annetaan inkuboitua noin 3
minuuttia. Taman jalkeen klooriliuos pipetoidaan pois ja siemenet pestaan kertaalleen
70 % etanolilla ja kolmesti steriililla vedella. Pesujen tarkoitus on poistaa kloorijaadmat,
silla kloori vaurioittaa siemenia ja haittaa itamista, mikali sitd jaa siementen pinnalle.
Lopuksi siemenet peitetddn 0,1 % agaroosigeelila samalla tavalla kuin
kaasumenetelméaé kaytettdessa. Nestekasittelyd on yleensa helpointa soveltaa pieniin
steriloitavien siemenlinjojen maariin. Jos steriloitavia siemenia on linjaa kohden paljon,
mutta linjoja vah&n, on protokolla muutoin sama kuin steriloitaessa pienempia
siemenmaaria, mutta tilavuudet ovat suurempia ja inkubaatioajat ovat hieman pidemmat

suuren siementilavuuden vuoksi.

3.2.2 Idatys eli germinaatio

Lituruohon siemenet yleensd kylméakasitellddn yhden tai mieluiten useamman
vuorokauden ajan ennen protokollan aloittamista, jotta ne itdisivat synkronoidusti

Siementen vaatimaa kylmakasittelya nimitetaén stratifikaatioksi (Salonen 2006.)

Kasvatusalustana toimii steriili viljelyalusta, jossa on kasvien tarvitsemia ravinteita ja
sokereita, seka tarvittaessa myos selektiossa kaytettavdd antibioottia. Kasvualustaa
varten valmistetaan litran pulloon seos, jossa on 10 g sakkaroosia, 8 g kasviagaria, 2,2
g kasvien tarvitsemia vitamiineja ja kivennaisaineita sisaltavaa MS-jauhetta (Murshige &
Skoog Medium), seké 0,5 g MES-monohydraattijauhetta puskurointiin. Pullo taytetaan
mittavivaan saakka MQ-vedella ja pH tasapainotetaan tarvittaessa 2 M
kaliumhydroksidin tai 2 M natriumhydroksidin avulla lukemaan 5,7 - 5,7. Lopuksi pullo
steriloidaan autoklavoimalla. Nestemaiseksi sulatettua kasvualustaa kaadetaan maljoille
50 ml maljaa kohden tasaiseksi kerrokseksi ja annetaan jaAhmettyd. Siemenet pyritaan
istuttamaan pipetinkarkea apuna kayttden suoraan riviin geelin paalle, jolloin juurten
pituuksien ja kasvin kasvun vertailu on helpompaa. Kaikki tydskentely geelin steriloinnin

jalkeen suoritetaan laminaarivirtauskaapissa, jotta kasvualustaan ei paase mikrobeja.

Joillain lajeilla valon maara vaikuttaa itdmiseen. Lituruoho on pienisiemeninen laji, jonka
siemeniin ei mahdu paljonkaan vararavintoa. Niiden siemenille onkin edullista itaa l[&hella
maanpintaa valoisassa, jolloin vararavintoa ei tarvita niin paljon maaperan Ilapi

kasvamiseen (Salonen 2006). Laboratorion kasvatuskaapeissa kaytetaan niin sanottua
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pitkan paivan syklia, eli kasvit saavat valoa 16 tuntia ja ovat pimeéssa 8 tuntia. Lampdtila

pidetaan lahella 23 astetta. Nain ne taimettuvat nopeasti.

Tutkimuksista riippuen yhden tai kahden viikon ikaiset taimet voidaan istuttaa kosteaan
kasvualustaan, joka sisaltaa vermikuliittia ja turvetta suhteessa 1:1. Kasvihuoneella ne
peitetddn ensin muovilla, jotta olosuhteiden muutos ei aiheuttaisi tarpeetonta stressia.
Ensimmaisina viikkoina valo-olosuhteet vastaavat lyhyen paivan syklia, eli 8 tuntia valoa
ja 16 tuntia pime&a. Talla saadaan kasvit tuottamaan pituuskasvun sijaan enemman
lehti& ja kasvamaan tukevammiksi. Ensimmaisten kukkavarsien tultua nékyviin kasvit
siirretaan toiseen huoneeseen, jonka valo-olosuhteet vastaavat pitkaa paivaa, eli samaa

kuin kasvatuskaapeissa. Tama edistaa vertikaalista kasvua ja nopeuttaa kukintaa.

3.2.3 Indusointi estradiolilla

Laboratoriossa on maéaritetty, etta lituruohon sekundaarinen kasvu alkaa kyseisissa
olosuhteissa noin neljan paivan iassa, joten neljan paivan kasvatuksen jalkeen taimet
siirrettiin kasvamaan uusille maljoille indusointia varten. Estradiolimaljojen haluttu
konsentraatio on 5 uM ja se tehdaan pipetoimalla 125 pl 20 mM varastoliuosta 500 ml
sulatettuun  %2GM-liuokseen. Maljat valetaan estradiolik&sittelyyn sopivassa
laminaarivirtauskaapissa ja niiden annetaan jdhmettya. Jotta estradiolin vaikutusta
voidaan arvioida, valmistetaan myds kontrollimaljat, joissa geenin indusoitumista ei
tapahdu. Koska estradiolin varastoliuos on laboratoriossa liuotettu DMSO:iin
(dimetyylisulfoksidi), tehd&&n kontrollimaljat pipetoimalla 125 pl DMSO:a Y2GM-
liuokseen ja valamalla maljat kuten edella. DMSO:lla itselladn ei ole laboratoriossa

todettu olevan vaikutusta kasvin kasvuun.

3.3 Genotyypitys

Tutkimuksissa  kaytettavat geenimuunnellut siemenet tilataan  ulkopuolisilta
kantakeskuksilta, mikali geenimuutosta ei tehdd laboratoriossa. Homotsygoottisuus
siirtogeenin suhteen taytyy aina varmistaa joko antibioottiselektion avulla, tai
genotyypittdmalla PCR:n ja geelielekroforeesin avulla. Mikali kasviin on tehty useampi
kuin yksi insertio, tai antibioottiselektio ei anna selvdd tulosta, voidaan kayttaa

genotyypitystd homotsygoottiuuden varmistamiseen.
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3.3.1 Genotyypitys PCR:n avulla

PCR-menetelméalla voidaan monistaa seka siirtogeenisten, etta villityypin kasvien
lehdistd otettuja DNA-naytteitd. Geelielektroforeesierottelulla tarkasteltavien linjojen
edustajat voidaan genotyypittaa homotsygooteiksi tai heterotsygooteiksi, tai vastaavasti
villityypin tai toivotun mutantin kaltaiseksi.

Jotta geelielektroforeesissa saadaan selville, onko yksil6 siirtogeeninen ja jos on, onko
se homotsygootti vai heterotsygootti, on siirtogeenia varten pitanyt suunnitella alukkeita.
Alukkeet suunnitellaan siten, ettd ne sitoutuvat villityyppi-PCR:ssa villityypin geenissa
kahteen kohtaan, eli DNA-insertiokohdan oikealle ja vasemmalle puolelle. Jos DNA-
insertio on onnistunut ja vierasta DNA:ta l6ytyy tarkastellusta geenista, alukkeiden valiin
jaa niin paljon emaspareja, etta monistaminen ei onnistu ja geelielektroforeesiin ei synny
juostetta. Jos taas insertiota ei ole, alukkeiden véliin jaava juoste on riittavan lyhyt ja siita

syntyy juoste geelielektroforeesissa (kuvio 8 ja 9).

LP RP
I - - |
Esim. 1-2 Kb

Kuvio 8. Kuvaan on merkitty alukkeiden paikat punaisella ja niiden valiin jaava villityypin genomi
keltaisella. Villityyppi-PCR:ssa monistuu alukkeiden véliin jddvan alue, mikali se on
tarpeeksi lyhyt. Yleensa alueen kooksi valitaan noin 1-2 Kb.

LP RP
— ] — s —

Esim. 4 Kb

Kuvio 9. Kuvaan on merkitty alukkeet ja villityypin genomi kuten edella, mutta insertio on varjatty
vihredlla. Mikali tutkittava DNA sisaltdé insertion, on alukkeiden véliin jaéva osa liian
suuri  monistettavaksi, ei monistustuotetta synny, eikd se nay siten
geelielektroforeesissa.
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Mutaation osoittava PCR suunnitellaan siten, etta toinen aluke sitoutuu johonkin kohtaan
insertiossa ja toinen sitoutuu insertiokohdan jalkeiseen DNA-juosteeseen.
Insertiokohtaan sitoutuva alukkeelle ei ole vastinetta villityypin DNA:ssa, jolloin
monistustuotetta ei synny. Jos insertio taas on onnistunut ja aluke sitoutuu siihen,

saadaan geelielektroforeesierottelussa nakyviin tietyn mittaisia juosteita (kuvio 10).

LP RP
I | - | — | | - | ]
L ]
Esim. 1 Kb

Kuvio 10. Kuvaan on merkitty alukkeet, villityypin genomi ja insertiokohta kuten edella. Alukkeet
on suunniteltu niin, ettd ensimmainen aluke sitoutuu insertion sisalla haluttuun kohtaan.
Talldin monistettava alue on riittdvan lyhyt, yleensa noin 1 Kb, ja monistustuote syntyy.
Mikali insertiota ei ole, ei ensimmainen aluke voi sitoutua, eika monistustuotetta synny.

Eri PCR-tuotteet monistetaan eri reaktioissa. Toiseen reaktioon siis tulee alukkeiksi
insertioon ja kasvigenomiin sitoutuvat alukkeet, ja toiseen Vvillityyppiin sitoutuvat
alukkeet. Kun tuotteet erotellaan geelielektroforeesilla, voidaan syntyvista juosteista
paatella kasvin homo- tai heterotsygoottisuus. Mikali molemmista PCR-tuotteista on
syntynyt geelille juosteet, on kasvilla villityypin ja insertion alleelit ja kasvi on
ominaisuuden suhteen heterotsygootti. Jos taas ndkyviin tulee vain toisen PCR-tuotteen
juoste nakyy, on kasvi ominaisuuden suhteen homotsygootti (kuvio 11).

b-2 1 2
'—_-\_Nﬂ' 4 ,;-1 21

Kuvio 11. Nakyma insertiogeelielektroforeesierottelun jalkeen. Mustan nuolen osoittamassa
kohdassa kuuluisi nakya villityypin PCR-tuote, ja oranssin nuolen kohdalla mutaation
PCR-tuote, eli jokaista naytettéd kohden on kaksi naytepaikkaa. Koska villityypin PCR
ei ole tuottanut geelille nakyvaa juostetta, on nuolten osoittama DNA-nayte ollut
insertion suhteen homotsygootista kasvista. Sen sijaan neljas nayte vasemmalta

oikealle on heterotsygootista kasvista, koska nékyvilla on tuotteet seké mutaation, etta
villityypin PCR:sta.
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3.3.2 DNA:n eristysmenetelmat

Kasvin DNA:n eristimiseen kaytetdan laboratoriossa tehtya puskuriliuosta, joka siséltaa
10 ml 1M Tris (trishydroksimetyyliaminometaani) -HCI — puskuria, 2,5 ml 5M Na-Cl, 2,5
ml 0,5M EDTA:a (etyleenidiamiinitetraetikkahappo), 1,25 ml 20% SDS:ia
(natriumlayruulisulfaatti) ja 33,75 ml vetta. Naytteeksi kasvista irrotetaan yksi lehti, joka
laitetaan inkuboitumaan 95 asteeseen puskuriliuoksen kanssa 15 minuutiksi.
Kuumakasittely puskuriliuoksessa saa naytteen hajoamaan ja DNA:n ja proteiinit
liukenemaan puskuriin. Taméan jalkeen puskuriin pipetoidaan kylmaa isopropanolia
suhteessa 1:1, sekoitetaan valittomasti ja sentrifugoidaan nayte, jolloin DNA saadaan
saostumaan ja epdapuhtaudet liukenevat nesteeseen. Isopropanolisupernatantti
kaadetaan pois, tilalle pipetoidaan kylmdad 70 % etanolia ja sentrifugoidaan.
Etanolisupernatantti kaadetaan pois ja koeputkia kuivatetaan yl6salaisin, minka jalkeen

putken pohjalle jaanyt DNA-pelletti suspensoidaan steriiliin veteen ja pakastetaan.

DNA:ta voidaan myds eristaa agaroosigeeliltd kromatografisesti kaupallista pakkausta
hyddyntéaen. Talloin haluttu geelilla oleva PCR-tuote leikattiin geelista ultraviolettivaloa
apuna kayttden. Geelipala punnitaan ja liuotetaan 50 - 60 asteessa puskuriliuokseen
suhteessa 1 mg : 1 pl. Saatu liuos pipetoidaan pakkauksen mukana tuleviin silikaputkiin
ja sentrifugoidaan, jolloin korkeassa ionivahvuudessa nukleiinihapot sitoutuvat silikaan
ja epapuhtaudet huuhtoutuva sen lapi. Putkiin lisdtdan vield erityistd pesuliuosta, joka
irrottaa loputkin proteiinit ja muut tuotteet, joita ei haluta naytteeksi. Pesun jalkeen DNA
eluoidaan vedella tai muulla matalan ionivahvuuden omaavalla liuoksella puhtaaseen
koeputkeen ja pakastetaan. Samalla menetelmalla voidaan eristdd myos bakteereiden
plasmidien DNA:ta (Nukleiinihappojen eristys ja puhdistus 2006.)

3.4 Segregaatio

Antibioottiselektio perustuu siihen, ettd plasmidiin istutetaan mielenkiinnon kohteena
olevan geenin lisaksi selektiogeeni, joka antaa resistenssin spesifille antibiootille. Mikali
insertio on onnistunut, tata spesifia antibioottia sisaltavalla maljalla kasvatetut siemenet
itdvat normaalisti, kun taas insertion epaonnistuessa ja siten selektiogeenin puuttuessa

antibiootti haittaa siementen itdmista ja kasvua (kuvio 12) (Suominen ym. 2013.)
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Kuvio 12. Selektio antibioottimaljalla. Punaisella ympyralla on merkitty taimet, joille ei ole siirtynyt
antibioottiresistenssigeenia ja siksi kasvavat huonosti tai kuolevat antibioottipitoisella
maljalla. Punaisella suorakulmiolla on merkitty antibioottiresistentit taimet, jotka
kasvavat normaalisti.

T1-sukupolven selektio aloitetaan steriloimalla transformoiduista kasveista keratyt
siemenet nestekloorimenetelmallda. Kylmakasittelyn jalkeen siemenet maljataan
kasvualustoille siten, ettd yhta maljaa kohden pipetoidaan siemenia sisaltidvaa geelia 1
ml ja levitetddn mahdollisimman tasaisesti maljalle. Nain siemenid tulee noin 2000
maljaa kohden. Kasvualustan on siséllettava seka selektiossa kaytettavaa antibioottia,
etta agrobakteerin kasvua estavaa antibioottia. Alle viikon idssa kaikki itdneet yksilot
siirrostetaan samoja antibiootteja siséltaville maljoille valjemmin, jotta niilla on tilaa
kasvaa paremmin ja niistd on helpompi tarkastella haluttuja ominaisuuksia, kuten
fluoresenssia. T1-polven selektiossa siis valikoidaan kaikki antibioottiresistentit yksilot

tuottamaan seuraavaa sukupolvea.

T2-selektioon kaytetddn T1-polven tuottamia siemenid. Siemenet steriloidaan ja
kylmékasitelldadn, minka jalkeen ne maljataan resistenssigeenin mukaan valitulle
antibioottialustalle riveihin. Selektiotekijan on siis oltava sama kuin ensimmaisessa
selektiossa. Selektiossa kaytetddn suurta otantaa, silla talléin sattuman aiheuttaman
hajonnan merkitys on pienempi prosentuaalisia maaria laskettaessa. Selektiossa
valitaan heterotsygootit linjat siten, etta itaneiden siementen kokonaismaarasta
lasketaan elavien, eli antibioottiresistenttien taimien prosentuaalinen maara ja verrataan
sitd  periytymissaanndn  mukaisiin  prosenttimaariin.  Talldin  T2-selektiossa
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heterotsygooteiksi voidaan olettaa linjoja, joiden yksildistd noin 75 % on
antibioottiresistentteja ja 25 % kuolevat maljalla. Taman prosenttisuhteen omaavat linjat

valitaan jatkamaan sukua.

T3-selektiota varten T2-polven tuottamat siemenet maljataan antibioottia sisaltaville
kasvualustoille noin 20 yksilon riveihin. Selektioantibiootti on samaa, joka on ollut
kaytossa aiemmissakin selektiovaiheissa. Tassé vaiheessa otannan ei tarvitse olla yhta
on antibioottiresistenssigeeni ja ovat nadin ollen periytymissddnnén mukaan
homotsygootteja alleelin suhteen. Homotsygootin linjan siemenista siis 100 % pitaisi olla

elossa antibioottialustalla.

3.5 Histologinen leike

Kasvatettujen Arabidopsis thaliana — mutaatiolinjojen fenotyyppeja tutkitaan ottamalla
juurista poikkileikkeita ja vertaamalla solukkoa villityypin solukkoon. Nain selvitetdan

mutaation vaikutusta kasvin jallen paksuuskasvuun ja muodostumiseen.

3.5.1 Juurien leikkaus

Naytteeksi voidaan ottaa koko juuri, tai vain pieni osa siita. Heti hypokotyylialueen alla
on juuren vanhinta osaa, missa sekundaarikasvu on yleensa edennyt pisimmalle. Mikali
vain tatd osaa halutaan tarkastella, poistetaan paajuuresta skalpellilla sivujuuret ja
hypokotyylialueen yléapuolelle jddva osa eli lehdet, minka jalkeen paajuuri katkaistaan
muutaman senttimetrin paasta hypokotyylialueesta ja fiksoidaan. Koko juurta

tutkittaessa padjuurta ei katkaista laisinkaan.

3.5.2 GUS-varjays

E. colista on eristetty B-glukuronidaasientsyymia tuottava reportterigeeni GUS. Sita
kaytetaan ilmaisemaan transformoitujen kasvien geeniekspression sijaintia siten, etta
leikkeitd inkuboidaan substraatissa, joka muuttuu variyhdisteiksi GUS-reportterigeenin
vaikutuksesta. B-glukuronidaasilla ei ole todettu vaikutuksia kasviin ja se sailyy vakaana

kasvin solukossa (Jefferson — Kavanagh — Bevan 1987.)
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Naytteité fiksoidaan 90% asetonissa jailla 30 minuuttia, minka jalkeen asetonijadmat
pestaan kahdesti siten, ettd naytteitd inkuboidaan jokaista pesua kohden 10 minuutin
ajan 0,05 M natriumfosfaattiliuoksessa. Liuoksen pH on 7,4 ja se on valmistettu
liuottamalla 1 M natriumfosfaattia MQ-veteen.

Pesujen jalkeen naytteet siirretdan GUS-liuokseen. 500 ml 5 mM vahvuisen GUS-
liuoksen valmistamiseen kaytetdan 15 ml 1 M Na;HPO4, 10 ml 1 M Na;HPO4, 0,105 g
KsFe - 3 Hx0O, 0,082 g KsFe ja 250 mg X-Gluc-reagenssia liuotettuna 1ml eli DMF:in
(dimetyyliformamidi). Jotta GUS-liuos vaikuttaisi nopeammin, pidetdan naytteita
vakuumissa juuren paksuudesta riippuen viidesta minuutista kahteen tuntiin. Taman
jalkeen naytteita inkuboidaan 37 asteessa pimeédssd 20 minuutista tunteihin, kunnes
saavutetaan haluttu varjaytymisaste. Varjaytymista on tarkkailtava vahintaan tunnin
valein, jotta naytteet eivat ylivarjaytyisi. Varjayksen jalkeen naytteita pestaan taas
kahdesti 0,05 M natriumfosfaattiliuoksessa 10 minuuttia kerrallaan. Taman jalkeen

naytteet ovat valmiita fiksointiin ja muuhun prosessointiin.

3.5.3 Fiksointi ja kudosprosessointi

Ensin juuret fiksoidaan eli kiinnitetaan liuoksessa, joka sisdltaa 1 % glutaraldehydia ja 4
% formaldehydi&, seka 5 % 0,05 M natriumfosfaattipuskuria, jolloin liuoksen pH on noin
7,4. Kaytetty fiksatiivi tappaa solut nopeasti, jolloin solun kuoleman jalkeiset muutokset
tai hajoamisreaktiot ovat vahdisid ja naytteet sailyvdt samassa tilassa kun
kerayshetkella. Fiksointi myds muuttaa naytteen koostumusta siten, ettd kudoksesta
tulee lujempaa ja edistdaa valon taittumista naytteessa (Naytteen valmistus 2006).
Fiksointi tapahtuu kuoppalevylla, jossa yhden kasvilinjan juuret laitetaan aina samaan
kaivoon. Jokaisessa kaivossa on oltava fiksointiliuosta niin paljon, etta juuret peittyvat

kokonaan. Yleensa sopiva maaréa on noin 2-3 ml kuoppaa kohden.

Naytteista poistetaan vesi nousevalla etanolisarjalla siten, etta juuria pidetaan 20 - 30
minuutin ajan vuorollaan 10 %, 30 %, 50 %, 70 %, 96 % ja kahdesti absoluuttisessa
etanolissa. Sarja aloitetaan poistamalla fiksointiliuos kuopasta ja lisddmalla 10 %
etanoliliuos sen tilalle. Sarjaa jatketaan poistamalla inkubaatioajan paattyessa aina
edellinen etanoli kuopasta mahdollisimman tarkoin ja lisaamalla sen tilalle vahvempi

liuos, kunnes viimeisessa vaiheessa kaytetaan 100 % etanolia. Taman jalkeen naytteet
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jatetddn viela absoluuttisen etanolin ja kaupallisen Leica Historesin Solution A:n
seokseen inkuboitumaan vahintaan kolmeksi tunniksi. Lopuksi naytteet jatetéaéan
kolmeksi tunniksi inkuboitumaan Solution A:han, joka talldin korvaa kudoksen etanolin.
Veden poistamiseen kaytetdan etanolia siksi, ettd se liukenee seka veteen, ettd
valuaineena kaytettavaan Solution A:han. Solution A ei suoraan liukenisi veteen, jolloin

etanolin kayttd on valttamatonta.

3.5.4 Naytteen valaminen muotteihin

Naytteet valetaan ohueksi levyksi hapettomissa oloissa kovaksi muoviksi
polymeroituvaan seokseen, jota varten sekoitetaan Solution A:ta ja Leica Historesin
Hardeneria suhteessa 14:1. Samaa kasvilinjaa edustavien yksildiden juurten
hypokotyylialueet ovat naytteessa siis vierekkain samassa tasossa, jolloin naytepalaa
leikatessa saadaan kaikista juurista leikkeet samasta tasosta ja niiden kokoa ja
morfologiaa voidaan mythemmin vertailla kesken&én. Eri linjojen edustajien juuret
laitetaan omiin kammioihinsa, jolloin kustakin linjasta saadaan useita juuria sisaltava
ohut levy. (kuvio 13) Levyt leikataan ja kasataan péaaéallekkain torniksi, joka kuivumisen
jalkeen asetetaan vield muottiin siten, ettd leikatut sivut tulevan samansuuntaisesti
valoksen pohjaa kohti. Muotti taytetdan samalla aiemmissa tyovaiheissa kaytetylla

muoviseoksella, joka kovetuttuaan muotista irrottamisen jalkeen liimataan puupalaan.

Al A2 A3  jne.

Kuvio 13. Juurten asettelu kammioihin. Samaa linjaa edustavat juuret asetetaan samaan
kammioon hypokotyylialueet vierekkdin samansuuntaisesti tasoon, ja jokaiselle linjalle
on oma kammionsa. Hypokotyylialue on merkitty kuvaan punaisella.

Mikali halutaan tarkastella koko juuren matkalta jotain spesifi& solukkoa, leikataan juuria
siséltava levy paloihin, jotka asetetaan samansuuntaisesti paallekk&ain. Lopputuloksena
on torni, jossa ylimp&na on juuren kéarkiosia sisaltava pala, ja alimpana hypokotyylialuetta

l[&hinn& olevat juuren osat. Juuri leikataan paloihin siten, ettd ensimmainen tarkasteltava
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alue on 0,5 cm hypokotyylialueesta, seuraava 0,9 cm ja kaikki sitéd seuraavat +0,3 cm

edellisesta (kuvio 14).

jne..

0,5cm
+0,4cm
+0,3cm
+0,3cm

Kuvio 14. Juuren leikkaaminen koko juuren tarkastelua varten. Haalealla punaisella on merkitty
leikkauskohdat. Tummalla punaisella on merkitty kasvin hypokotyylialue.

Jos taas halutaan vertailla eri linjoissa tapahtuvaa geeniekspressiota jollain juuren
alueella, leikataan kaikki vertailtavat juuret vain yhdesta kohdasta 0,5 cm etaisyydelta
hypokotyylialueesta. Nama palat asetetaan halutussa muistiin merkityssa jarjestyksessa

paallekkain, jolloin yksi kerros edustaa aina saman kasvilinjan juuria. Tarkastelun

kohteeksi jaa kaikista juurista sama kohta (kuvio 15).

0,5 cm

T
P

P

Kuvio 15. Juuren leikkaaminen linjojen vertailua varten. Haalealla punaisella on merkitty
leikkauskohta 0,5 cm paahan tummanpunaisella merkitysta hypokotyylialueesta.

Kun pinojen on annettu kuivua ja kovettua yon yli, ne valetaan lopuksi samaan Solution
A:n ja Historesin Hardenerin seokseen, johon juuret edelld valettiin. Pino asetetaan

muotin pohjalle siten, etta leikattu, tarkasteltava alue jad muotin pohjaa vasten. Pintaa
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kohti siis tulee juuresta se osa, jota ei haluta tarkastella (kuvio 16). Paalle asetetaan ohut

muovikalvo, jotta muottiin saadaan hapettomat olosuhteet ja liuos kovettuu.

Kuvio 16. Juuripinot valetaan Solution A:n ja Historein Hardenerin seokseen leikkauspuoli
alaspain. Hypokotyyli jaa valoksen ylaosaan.

3.5.5 Leikkeiden teko, jalkivarjays ja leikkeiden tarkastelu

Kun muovin on annettu kovettua yon yli, irrotetaan palat muoteista ja liimataan kiinni
puupalikoihin. Hypokotyylialue tulee puuta vasten, jolloin leikattavaksi sivuksi jaa
katkaistu pinta. Palasta leikataan mikrotomilla ensin ylimaaréainen muovi pois niin, etta
tasoon saadaan nakyuville kaikki tarkasteltavat juuret. Leikkeiden paksuudeksi valitaan 5
um ja leikkeitd otetaan 5 um, 50 um ja 100 um paksuudelta, kustakin kolme kappaletta.
Leikkeet siirretddn 50 asteiseen vesihauteeseen, siitd naytelaseille ja kiinnitetd&n lasiin
55 asteisella [ampdlevylla.

Leikkeiden tekemisen jalkeen naytteet varjataan. Varjaysta varten valmistetaan veteen
laimennettu 0,05 % ruthenium red -liuos, seka 0,1 M natriumfosfaattipuskuriin
laimennettu 0,05 % toluidine blue -liuos. Ruthenium red (ammoniated ruthenium
oxychloride) varjaa kasvista pektiinia siséltavat soluseinat punaiseksi. (Mariani Colombo
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— Rascio 1997). Toluidine blue (tolonium chlorine) varjaa sekundaarisen kasvun
vaiheessa muodostuvien putkilosolujen selluloosaa ja ligniinia siséltavéat soluseinét
kirkkaan sinisiksi (Pradhan Mitra - Loqué. 2014). Naytelasit upotetaan ruthenium red —
liuokseen noin kuudeksi sekunniksi ja huuhdellaan nopeasti vedella. Taméan jalkeen
naytteet viela upotetaan neljdksi sekunniksi toluidine blue — liuokseen, huuhdellaan

nopeasti vedella ja annetaan kuivua.

Mikroskopoitaessa p&aélle asetetaan veden avulla peitinlasi. Yleensd poikkileikkeita
tarkastellaan niiden koosta riippuen joko 20- tai 40-kertaisena suurennoksena ja

kuvataan myohempdada analysointia varten.

4 Toteutus

Toteutusvaiheessa kaytettiin kaikkia ylld mainittuja menetelmida. Menetelmien kaytto
kuitenkin vaihteli kasvilinjan mukaan, silla Dof-linjojen tutkimus oli vasta alussa, jolloin
niiden tutkimiseen ja analysointiin tarvittin eri menetelmid kuin jo tutkimuksissa
pidemmalle edenneiden CKX30- ja CKX32-linjojen tarkasteluun. Seuraavissa

kappaleissa on kuvattu, miten néita eri linjoja prosessoitiin.

4.1 Dof-geeniperhe

Dof-linjojen tutkimuksessa oli maara luoda kokonaan uusi transgeeninen kasvilinja

tutkimuksia varten. Alla on kuvattu linjan prosessikaavio (kuvio 17).
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- Geenin valinta

- Columbian siementen kasittely

¥

- Transformaatiot E. coliin ja agrobakteeriin

- Columbian kasvatus

9

Dippaus

Siementen keruu, kasittely ja

kasvatus

Kuvio 17. Yksinkertaistettu kaavio Dof-linjojen prosessoinnista.

Dof-geeniperheen tutkiminen aloitettiin valitsemalla mielenkiintoiset geenit, jotka ol
maara transformoida villityyppid edustaviin kasveihin. Kaytan tdméan geeniperheen
edustajista nimid Dofl, Dof2 ja Dof3, joista kaksi ensimmaista edustivat saman geenin
eri variantteja DNA-juosteen pituuden suhteen.. Dof-linjojen luomiseen ja tutkimiseen
kaytimme Thermo Fisher Scientificin MultiSite Gateway 3-Fragment recombination
reaction -transformaatiomenetelmad. Vektoriin tarvittiin promoottori, varsinainen geeni,
seka terminaattorialue. Terminaattori ja merkkigeeni oli tehty aiemmin samoilla reaktioilla
ja varastoitu myohempaa kayttéa varten, joten teimme nyt vain promoottoria varten

tarvitut reaktiot.

Kun haluttu promoottorialue oli siirretty plasmideihin BP-reaktioissa, tehtiin ensimmaéinen
digestio (kuvio 18). Dofl- ja Dof2-linjoihin oli siirretty saman geenin promoottori, mutta
jalkimmaisessa DNA-juoste oli lyhyempi. Dof2- ja Dof3-geenin sisaltaviin plasmideihin
kaytettiin samoja restriktioentsyymeja, mutta Dofl-plasmidit digestoitiin eri entsyymeilla.

Kaikille reaktioille tehtiin sama PCR-ohjelma ja geelielektroforeesi.
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Size  sitel ' site2 Mass %
3205 Sadl = Sacl 3348 5 [olead ==
1246 Apall 4185 Apall 5431 19 —
1040 ApaLl 5431  Sacl 54 16 J—
726 Sacl 3459 Apall 4185 1 —
13 Sacl 3346 Sacl 2450 2 —_—
p—
=36 s ——
- 4185 Apall
5431 Apall

Kuvio 18. Ohjelman tuottama esimerkkindkym& plasmidien digestiosta. Vasemmalla nékyy
lukuina restriktioentsyymin tuottamien juosteiden koot. Oikeassa laidassa
geelielektroforeesierottelun jalkeen odotettavat juosteet “ladderin”, eli mallijuosteen
rinnalla.

Onnistuneiden plasmidien digestioiden jalkeen kullekin kloonille tehtiin LR-reaktiot,
joiden avulla yhteen samaan plasmidiin siirrettiin kaikki kolme komponenttia. Nama

plasmidit siirrettiin elektroporaatiolla E. coli —bakteereihin.

Bakteereille tehtiin viela uudet digestiot, jotta voitin varmistaa LR-reaktioiden

onnistuminen. Dof2- ja Dof-3-linjat digestoitiin tdssakin vaiheessa samoilla entsyymeilla,

ja Dof1-linja eri entsyymeilla (kuvio 19).

Kuvio 19. Geelielektroforeesierottelun tuottama ndkymé& Dof-linjoihin kaytettyjen E. colien
digestiosta. Juosteita verrataan ohjelman antamaan oletukseen, mink& perusteella
arvioidaan digestion onnistumista.

Kun reaktioiden onnistuminen oli todennettu digestoimalla, siirrettin  vektorit
agrobakteereihin. Kun siirtovektoria oli kloonattu agrobakteereissa riittévasti, siirrettiin
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geeni aiemmin protokollan mukaan kasvatettuihin villityypin kasveihin floral dip —

menetelmalla. Nain ne saatiin tuottamaan transgeenisia siemenia.

Transformoitujen kasvien siemenille sovellettiin ker&d&misen ja puhdistuksen jalkeen
nesteklooristerilointimenetelm&a. 15 ml koeputkeen mitattiin noin 0,5 ml siemenia. Paalle
pipetoitiin 4-5 ml Klorin-liuosta ja pari tippaa Tween20-liuosta. Putkea ravisteltin 5
minuuttia, mink& jalkeen siemenet sentrifugoitiin putken pohjalle. Klorin-liuos kaadettiin
pois ja tilalle pipetoitin sama tilavuus 70 % etanolia, mink& jalkeen putkea taas
ravistettiin ja sentrifugoitiin. Kun etanoli oli kaadettu pois, siemenet pestin samalla
tilavuudella MQ-vetta kolmesti. Lopuksi vesi kaadettiin pois ja tilalle pipetoitiin 3 ml 0,15

% agar-geelia, johon siemenet jatettiin kahdeksi yoksi jaakaappiin.

Steriloiduille ja kylmakasitellyille siemenille tehtiin viikon idssa T1-selektio, jotta voitiin
valita geeni-insertion sisaltavat uudet kasviyksilot. Selektiossa kaytettiin rikkakasvien
torjuntaan kaytetttavaa glufosinaatti-ammoniumia sisaltdvaa Basta-valmistetta (Basta.
2007) ja claforan (cefotaxime) -antibioottia ¥2GM-elatusalustalla suhteessa 50 pg/ml.
Selektiota varten T1-siemenet istutettiin kolmelle maljalle yll& mainitulla menetelmalla.
Kasvien kasvua tarkkailtiin maljoilla ja henkiin jaaneet yksil6t siirrettiin vajaan viikon
ikaisina uusille Basta-maljoille kasvamaan, jotta niilla olisi enemman tilaa. Siirrettavia

yksilgita oli yhteenséa noin 40 yhta linjaa kohden.

Dof-linjoissa oli varsinaisen tutkittavan geenin ohella merkkigeenina fluoresenssia
aiheuttava RFP (Red Fluorecent Protein)-geeni, eli punaista fluoresenssia aiheuttava
geeni. Fluoresenssigeenin aktivaatio on sidoksissa varsinaisen tutkittavan geenin
proteiinisynteesiin, jolloin RFP-ekspression alkamisesta voidaan p&atella myos
tutkittavan geenin aktivoituneen. Toisen kasvatusviikon jalkeen kasvien fluoresenssi
tarkastettiin, minka jalkeen kustakin Dof-linjasta istutettiin kasvihuoneelle noin 20 yksil6a
yksittaisiin astioihin. N&in ne voitiin eristda toisistaan erityisilla muoviputkilla ja taten
varmistaa, etta kustakin yksilostd saatavat siemenet olisivat vain itsepdlytteisesti
tuotettuja saman yksilon siemenid. Naitd yksiloitd hyddynnetddn mahdollisesti

jatkotutkimuksissa.

Kustakin Dof-linjasta otettiin kolme kasviyksil6a varjaysta ja poikkileikkeita varten. GUS-

ekspressiota haluttiin tarkastella eri solukoissa juuren koko pituudelta sen eri
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kehitysvaiheista, joten naytteeksi otettiin koko juuri. Tutkimukseen kaytettiin kahden
viikon ikaisia Basta-maljalla kasvatettuja kasveja. GUS-varjayksen ja fiksoinnin jalkeen
suoritettiin - kudosprosessointi, valumuottien teko ja leikkaus mikrotomilla.
Jalkivarjaykseen kaytettiin ainoastaan ruthenium red-liuosta ja naytteitd tarkasteltiin
mikroskopoimalla 20x suurennoksella. Juuret kuvattiin ennen fiksointia lateraalisesti, ja
fiksoinnin jalkeen vertikaalisesti poikkileikkeind. Na&in saatiin hyva kasitys GUS-

ekspressiosta juuren eri osissa ja taten eri kehitysvaiheita kuvaavaa materiaalia.

4.2  Sytokiniinioksidaasigeenin yliekspressiolinjat

Sytokiniinioksidaasigeenin yliekspressiolinjoja CKX30 ja CX32 tutkittaessa oltiin

alemmissa vaiheissa jo tehty sama protokolla, joka Dof-linjoille tehtiin. Jatkoin siis

aiemmin aloitettua tutkimusty6ta (kuvio 20).

- T1-selektiossa valittujen
siementen kasittely ja kasvatus

$

T2-selektio (heterotsygootit) ja
valittujen linjojen kasvatus

$

Siementen keruu, kasittely ja kasvatus

T3-selektio (homotsygootit) ja
valittujen siementen kasvatus

Kuvio 20. Yksinkertaistettu kaavio sytokiniinioksidaasigeenin yliekspressiolinjojen
prosessoinnista.

Sytokiniinioksidaasin yliekspressiolinjojen T1-segregaatio oli tehty jo aiemmin
kanamysiinimaljoilla ja ensimmadisen sukupolven siemenet keratty kasittelya varten.
Puhdistin ja steriloin siemenet nestekloorimenetelmélla, minka jalleen niita

kylmakasiteltin jadkaappilampétilassa 2 vuorokautta. Kasvatuksessa kaytettiin
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kanamysiinia sisaltavaa %GM-alustaa, jonka vahvuus oli 50 pg/ml. Kutakin linjaa

istutettiin noin 40 - 60 siementa rivia kohden.

Kanamysiinimaljoilla viikon kasvaneille CKX30- ja CKX32-linjoille tehtiin T2-selektio,
jossa valittiin yhden insertion linjat. CKX30-linjasta valittiin selektion perusteella jatkoon
linjat 1, 6, 11, 14 ja 17 (Liite 1). CKX32-linjasta valittiin linjat 1, 2, 3, 9, 15, 16, 18 ja 20
(Liite 2.) Kustakin linjasta istutettiin 17 yksil6& kasvihuoneelle tuottamaan siemenia

seuraavaa selektiota varten.

Kun T2-selektiossa valittujen linjojen istutetut yksilot olivat tuottaneet itsepdlytteisesti
siemenia, valittiin kustakin linjasta summittaisesti kuusi edustajaa, joille tehtiin kerayksen
ja puhdistuksen jalkeen kaasuklooristerilointi. Siemenet kylmakasiteltiin kuten edella ja
istutettiin  kanamysiinimaljoille. Sitten niille tehtiin T3-selektio kanamysiinimaljoilla.
Selektion perusteella homotsygooteiksi linjoiksi osoittautuivat linjat CKX30 1-12, 6-2, 11-
1, 11-10, 14-5, 17-1 ja 17-3 (Liite 3.), seka CKX32 1-2, 1-3, 3-9, 3-10, 9-1, 9-5, 18-4 ja
20-7 (Liite 4.). Kustakin linjasta valittiin viisi yksilda istutettavaksi kasvihuoneelle
siementuotantoon. Liséksi valituista linjoista, seka villityyppid edustavasta Columbiasta
istutettiin kustakin 20 siementd maljaa kohden Y%2GM-alustoille kasvamaan neljaksi
paivaksi, minka jalkeen itaneistda taimista puolet siirrettin estradiolimaljalle
indusoitavaksi ja puolet DMSO-maljoille kontrolleiksi. Kasveja kasvatettiin uusilla
maljoilla kuusi pdaivaa, jolloin kasvit olivat leikattaessa ja fiksoitaessa kymmenen

vuorokauden ikaisia

Tutkittujen linjojen kasveissa oli estradiolilla indusoitava geeni, jonka vaikutuksesta
sytokiniinioksidaasin vaikutus lisdantyy. Kokeessa haluttiin tutkia kasvin sekundaariseen
kasvuun vaikuttavia tekijoitd, joten segregaatioissa homotsygooteiksi todettuja siemenia
ei suoraan istutettu estradiolimaljalle, vaan annettiin ensin kasvaa nelja paivaa ¥2GM-
maljalla. *>GM-maljalla siirretty geeni ei ekspressoidu, jolloin kasvit kasvoivat
normaalisti. Siemenia istutettiin linjaa kohden noin 20 kappaletta. Kasveja kasvatettiin

nelja paivaa ¥2GM —maljoilla ja 6 paivaa estradioli- ja DMSO-maljoilla.

Linjoihin oli geenisiirron yhteydessa siirretty myos tutkittavaan geeniin kytketty ja siten
sen aktivoitumista ilmaiseva fluoresenssia aiheuttava geeni. CKX30-linjaan oli siirretty
jalsispesifinen XVE-konstrukti, kun taas CKX32-linjan yksil6illa oli kaikkialla kudoksessa

iimeneva  XVE-konstrukti  kukkakaalimosaiikkiviruksesta saadun  promoottorin
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alaisuudessa. Heti indusoinnin aloittamisen jalkeen kasvien fluoresenssi tarkastettiin ja
tutkittavan sytokiniinioksidaasigeenin todettiin fluoresenssin perusteella aktivoituneen

halutuissa solukoissa molemmilla linjoilla estradiolimaljoilla.

Linjoista haluttiin ainoastaan tutkia ja vertailla juuren paksuuksia eri linjojen ja eri maljoilla
kasvaneiden saman linjan edustajien valilla. Tarkastelu suoritettin 0,5 cm paasta
hypokotyylialueesta, jolloin juuresta riitti pieni patk&. Koska naytteeksi ei tarvittu koko
juurta, sivujuurten ja hypokotyylialueen ylapuolelle jddvan osan leikkaamisen jalkeen
juuren tyvestd leikattin noin 2-3 cm pala fiksointia varten. Fiksoinnin,
kudosprosessoinnin, valumuottien tekemisen ja mikrotomilla leikkaamisen jalkeen

naytteet varjattiin ruthenium red- ja toluidine blue — liuoksilla.

5 Tulokset

Seka Dof-linjoissa, ettd CKX30- ja CKX32-linjoissa tarkasteltiin silmamaaraisesti RFP-
ekspression voimakkuutta ja mahdollista kudosspesifisyyttd. Taman lisdksi Dof-linjoissa
tarkasteltin ~ koko  juuresta  GUS-ekspression  voimakkuutta, sijaintia ja
alkamisajankohtaa. CKX30- ja CKX32-linjojen analysointia varten mitattiin juurten
paksuus 0,5 cm hypokotyylialueen alapuolelta, seka juurten pituus kahdessa eri
kasvuvaiheessa.

5.1 Dof-linjat

Dof-linjoissa tarkastelun kohteena oli ennen kaikkea GUS-varjayksen avulla ilmenevit
geenin ekspressioalueet, eli maaranpaana oli selvittdd, missd solukossa tutkittavat
geenit aktivoituvat. GUS-ekspression lisaksi niista tarkasteltin myos fluoresenssin

ilmenemista.

5.1.1 Fluoresenssi

Dof-linjoissa ei ollut indusoitavaa geenid, jolloin ekspressiota ja siten fluoresenssia
aiheuttava geeni oli aktiivisena jatkuvasti Basta-maljallakin. Fluoresenssia tarkasteltiin
kaikista kasveista koko juuresta samoilla suurennos- ja valotusasetuksilla, jotta niiden

RFP-ekspressiota voitiin vertailla keskendan ja selvittaa, missa geeni ekspressoituu.
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Tarkastelu tehtiin kahdeksan paivan ikaisille kasveille, jotka oli siirretty uusille Basta-
maljoille. Dofl- ja Dof2-linjoilla ekspression odotettiin ilmenevan jalsisolukossa, silla
niihin siirretty geeni oli oletettavasti johtosolukkospesifinen. Lateraalisista kuvista voi

paatella, ettd ekspressio ilmeni juuri jalsisolukossa ja fluoresenssi oli selvasti erottuva
(kuvio 21).

Kuvio 21. Lateraalinen kuva Dofl- ja Dof2-linjojen juuren tyven RFP-ekspressiosta. Vasemmalla
Dof1.

Dof3-linjan RFP-ekspressio oli ensimmaisella tarkastelukerralla hyvin heikko (kuvio 22),
joten siirsimme viikon ikéaisia taimia sytokiniinimaljalle kasvamaan. Sytokiniinin

vaikutuksesta RFP-ekspressio voimistui huomattavasti aiemmasta.

Kuvio 22. Lateraalinen kuva Dof3-linjan juuren tyven RFP-ekspressiosta.

5.1.2 GUS-ekspressio
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Dofl- ja Dof2-linjoissa GUS-ekspression odotettiin nakyvan jalsisolukossa, silla niihin
siirretty geenin toivottiin olevan spesifi kyseisille soluille. Molemmissa linjoissa
parenkyymisolukko oli varjaytynyt, mutta Dof2:ssa ekspressio oli heikompi juuren
nuoremmissa osissa (kuvio 23 ja 24). Lateraalisista kuvista erottui myos hyvin, kuinka
juuren karjen parenkyymisolukko varjaytyi voimakkaasti (kuvio 25).

100 == 100 pm. 100 pm 100 pm

100pm 100 pm 100 um 100 ym

Kuvio 23. Dofl-linjan GUS-ekspressio poikkileikkeissa koko juuren pituudelta. Etaisyydet
hypokotyylistd vasemmalta ylhaalta oikealle alas: 0,5 cm, 0,9 cm, 1,2 cm, 1,5 cm, 1,8
cm,2,1cm, 2,4cm, 2,7cm, 3,0cm, 3,3cm, 3,6 cm ja 3,9 cm.
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700 pm 300 pn "i 700 pm 700 pm

100 um 100 pm 100 ym 100 um

60 um 100 pm

Kuvio 24. Dof2-linjan GUS-ekspressio poikkileikkeissa koko juurten pituudelta. Etaisyydet
hypokotyylistd vasemmalta ylhaalta oikealle alas: 0,5 cm, 0,9 cm, 1,2cm, 1,5¢cm, 1,8
cm,2,1cm, 2,4cm, 2,7cm, 3,0 cm ja 3,3 cm.

Kuvio 25. Lateraalinen kuva Dof1- ja Dof2-linjan GUS-ekspressiosta. Vasemmalla Dof1.

Dof3 —linjassa GUS-ekspressiota nakyi kaikissa juuren solutyypeissa, mutta vain
vanhimmassa juuren osassa. Dof3-linjaa jouduttiin inkuboimaan huomattavasti muita
pidempaan GUS-varjaysliuoksessa heikon varjaytyvyyden takia, mutta siitdkaan

huolimatta kaikki juuret eivat varjaytyneet kunnolla (kuvio 26 ja 27).
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160 ym 100 pm 100 pm 100 ym

100 ym. 00 jam 00 pm * 100 ym

100 ym

Kuvio 26. Dof3-linjan GUS-ekspressio poikkileikkeisséa koko juurten pituudelta. Etaisyydet
hypokotyylistd vasemmalta ylh&alta oikealle alas: 0,5 cm, 0,9 cm, 1,2cm, 1,5¢cm, 1,8
cm, 2,1cm, 2,4cm, 2,7 cmja 3,0 cm.

Kuvio 27. Lateraalinen kuva Dof3-linjan GUS-ekspressiosta.

Vertailemalla kaikkien Dof-linjojen lateraalisia kuvia niiden GUS-ekspressiosta, voidaan
havaita ettd Dofl-linjan juurissa juurten karjet ja johtojanteiden sivujuuria muodostavat
osat ovat varjaytyneet voimakkaimmin. Dof2-linjassa juuren karki ei varjaydy yhta
selkeasti. Dof3-linja varjaytyi heikoimmin, eikd GUS-ekspressio ole lainkaan

havaittavissa juurten karkiosissa (kuvio 28).
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Kuvio 28. Dof-linjojen GUS-ekspression vertailu lateraalisista kuvista. Ylarivisséa Dofl, keskella
Dof2 ja alhaalla Dof3.

5.2 Estradioli-indusoidut sytokiniinioksidaasigeenin yliekspressiolinjat

Selektioissa tutkittaviksi homotsygooteiksi linjoiksi lopulta valikoituivat CKX30 1-12, 6-2,
11-1, 11-10, 14-5, 17-1 ja 17-3, seka CKX32 1-2, 1-3, 3-9, 3-10, 9-1, 9-5, 18-4 ja 20-7.
Naista tarkkailtiin ensin RFP-ekspressiota, etta primaari- ja sekundaarikasvua.

5.2.1 Fluoresenssi

CKX30- ja CKX32-linjojen fluoresenssia tarkasteltiin 5 paivan ikaisista kasveista pian
estradioli- ja DMSO-maljoille siirtamisen jalkeen. DMSO-kontrollimaljoilla ei nakynyt
ekspressiota, kuten oletettiinkin. Estradiolimaljoille siirretyilla yksildilla indusoitava geeni
oli sen sijaan alkanut heti ekspressoitumaan ja tuottamaan nakyvaa fluoresenssia.

Kontrollina toimivilla villityypin edustajilla ei nakynyt fluoresenssia.

CKX32-linjassa merkkigeeni ekspressoituu kaikissa juuren soluissa eika ole
kudosspesifinen, jolloin fluoresenssi ekspressoituu kaikkialla juuressa. Fluoresenssi oli
voimakas kaikissa juurissa, eikd kovin huomattavia eroja yksildiden valilla ilmennyt.
Heikoin se oli linjoissa CKX32 9-1, 9-5 ja 20-7, mutta oli siitd huolimatta selkeasti
iimentynyt. Fluoresenssi heikkeni juuren karkea kohden, mutta oli kuitenkin havaittavissa
koko pituudelta (kuvio 29).
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Kuvio 29. CKX32-linjan RFP-ekspressio juuren eri osissa. Vasemmalta oikealle: juuren tyvi,
juuren keskiosa ja juuren karki.

Sen sijaan CKX30-linjassa fluoresenssin aikaansaava promoottori oli jalsispesifinen
(kuvio 30). Fluoresenssi nakyikin hyvin juuri jalsisolukossa juuren keskella. Fluoresenssi
oli heikompi kuin linjalla CKX32, ja CKX30-linjan yksildiden valilla oli jonkin verran eroa.
Ekspressio kuitenkin nakyi kaikissa linjoissa. Heikoin ekspressio ilmeni linjassa CKX30
1-12 ja vahvin linjoissa CKX30 17-1 ja 17-3 (kuvio 31).

Kuvio 30. Lateraalinen kuva CKX30-linjan RFP-ekspressiosta.
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Kuvio 31. CKX30- ja CKX32-linjojen vertailu. Ylarivissa nédkyy CKX30-linjan jalsispesifinen RFP-
ekspressio ja alarivissé CKX32-linjan RFP-ekspressio. Kuvat on otettu kasvien juurten
tyvialueelta.

5.2.2 Kasvu

Juuret analysoitiin Image-J-ohjelman avulla. Juurten kéarjet merkittin maljoille heti
estradioli- ja DMSO-maljoille siirron jalkeen neljan paivan iassa, seka uudelleen 10
paivan iassd. Nain voitin tarkastella estradioli-indusoinnin vaikutusta juurten
pituuskasvuun. Pituuskasvua pidetdan merkittavana indikaattorina kasvin kasvusta ja
hyvinvoinnista ja sita voidaan hyddyntaa pohdittaessa, johtuuko kasvin sekundéarisessa
kasvussa havaittava naennainen fenotyyppi yleisestd kasvun heikkoudesta vai vain
sekundaariseen kasvuun vaikuttavista tekijéistd. Sekundaarisen kasvun arviointia varten
kymmenen paivan ikaisistd kasveista tehtiin leikkeet 0,5 cm hypokotyylialueen
alapuolelta. Paksuus mitattiin tekemalla lineaarinen viiva akselille prim&arinila —
puuakselin keskiosa — primaarinila. Seka juurten pituuksista, etta paksuuksista laskettiin
keskiarvot ja keskihajonnat (Liite 5. ja Liite 6.) Vain sekundaarisen kasvun analysointia
varten suoritettiin Studentin t-testit SPSS-analyysiohjelmalla. Primaarikasvussa saattaa
olla luonnostaan paljon hajontaa, joten Studentin t-testia ei pidetty tarpeellisena, vaan

silmamaaraisen arvioinnin koettiin riittavan niiden analysointiin.

Juurten pituuksissa eri maljoilla kasvatettuna ei ole havaittavissa silmamaaraisesti
merkittdvia eroja ensimmaisen neljan paivan jalkeen missaan linjoissa, kun kaikkia
kasveja oli kasvatettu 2GM-maljoilla, eikd hajontaa viela esiinny paljonkaan. Linjassa
CKX32 20-7 oli eniten vaihtelua ja estradiolimaljalla kasvaneet yksilét erosivat DMSO-
maljalla kasvaneista kontrollikasveista keskim&éarin -3 cm. Keskimaérin lyhin estradioli-
indusoitu CKX30-linja oli CKX30 1-12 (ka=4,75 cm) ja pisin CKX30 14-5 (ka=7,59 cm),
joiden valilla eroa 2,8 cm (kuvio 32). Estradiolilla indusoiduista CKX32-linjoista lyhin oli
CKX32 20-7 (ka=4,21 cm)ja pisin CKX32 3-10 (ka=6,89 cm), joiden keskiarvoisten
pituuksien vali oli 2,7 cm (kuvio 33). Hajontaa oli kaikissa linjoissa niin paljon, ettei eroja

voida pitda kovin merkittavina.

Lisdksi huomattiin, ettd linjassa CKX30 1-12 ilmeni kasvun suhteen poikkeava
fenotyyppi. Juurten karjet nayttivat kiertyvan ja kasvavan eri suuntiin, kun ne normaalisti

pyrkivat kasvamaan melko suoraan alaspain.
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CKX30 -linjojen prim&arikasvu
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Kuvio 32. CKX30-linjan juurten kasvua havainnollistava kuvaaja. Villityypin edustaja on merkitty
vaaleanpunaisella.

CKX32 -linjojen juurten primaarinen kasvu
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Kuvio 33. CKX32-linjan juuren kasvua havainnollistava kuvaaja. Villityyppid edustava Columbia
on merkitty vaaleanpunaisella.

Useissa CKX30-linjoissa estradiolimaljalla kasvaneet juuret olivat jaaneet DMSO-
maljalla kasvaneita verrokkeja ohuemmiksi, paitsi linjoissa CKX30 6-2 ja CKX30 1-12.
Ohuin estradiolilla indusoitu linja oli CKX30 17-3 (ka=201,4 um) ja paksuin oli Columbia
(ka=360,9 um). Studentin t-testilla analysoituna merkitsevia tilastollisia eroja DMSO- ja
estradiolimaljoilla kasvaneiden kasvien valilla oli linjoissa CKX30 17-3 (p=0,002), CKX30
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14-5 (p=0,004) ja CKX30 6-2 (p=0,000). Estradiolilla indusoitujen mutanttilinjojen ja
Columbian valilla merkitsevia eroja 16ytyi linjoista CKX30 17-3 (p=0,002), CKX30 17-1
(p=0,001) ja CKX30 11-10 (p=0,002) (kuvio 34).
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Kuvio 34. CKX30-linjan juurten paksuus estradioli- ja DMSO-maljoilla kymmenen paivan iassa.
Villityyppié edustava Columbia on merkitty vaaleanpunaisella.

Linjassa CKX30 17-3 estradiolilla kasvaneet juuret jaivat keskimaarin 127 um DMSO-
maljalla kasvaneita saman linjan kontrollikasveja ohuemmiksi, ja 160 pum villityypin
estradiolimaljalla kasvaneita kontrollikasveja ohuemmiksi. Taméa nakyi my0s

poikkileikkeissa fenotyyppina (kuvio 35).

Kuvio 35. Linjassa CKX30 17-3 nakyi selvd muutos estradioli- ja DMSO-maljoilla kasvaneiden
juurten valilla. Vasemmalla DMSO-maljalla ja keskella estradiolimaljalla kasvanut juuri.
Oikealla on villityypin edustaja vertailua varten. Kuva on 20x suurennos alkuperéisesta.

Etenkin linjassa CKX30 6-2 maljojen valiset erot olivat suuret ja painvastaiset hypoteesiin
nahden. Estradiolilla indusoitu juuri oli paksuudeltaan keskimaarin -155 pm DMSO-

maljalla kasvaneeseen verrattuna (kuvio 36).
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Kuvio 36. CKX30 6-2-linjan juuret. Vasemmalla estradioli-indusoitu juuri, keskella DMSO-maljalla
kasvaneita kasveja ja oikealla villityypin edustaja vertailua varten. Kuva on 20x
suurennos alkuperaisesta.

Linjoissa CKX32 3-9 (p=0,000), CKX32 9-1 (p=0,000) ja CKX32 9-5 (p=0,000) estradioli
on saanut aikaan insertoidun geenin ekspression ja taten erittdin merkitsevia muutoksia
DMSO- ja estradiolimaljojen valilla. Geenin aktivoitumisen vaikutuksesta sekundaarinen
kasvu on hidastunut tai loppunut kokonaan. Suurin ero eri maljoilla kasvatettujen kasvien
juurten paksuuksien valilla oli linjalla CKX32 9-5 (ka=92,5 cm), jonka estradioli-
indusoidut juuret olivat jaaneet jopa keskim&arin 220 pm ohuemmiksi kuin DMSO-
verrokeilla (ka=312,3 cm), ja 269 pm ohuemmiksi kuin estradiolilla kasvatettujen
villityypin edustajien (ka=360,9 cm) juuret. Myos villityyppiin nahden merkitsevia
tilastollisia poikkeamia l6ytyi linjoista CKX32 9-5 (p=0,000), CKX32 9-1(p=0,000) ja
CKX32 3-9 (p=0,000). Villityypin kasvuun estradioli ei sen sijaan vaikuttanut (kuvio 37).
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Kuvio 37. CKX32-linjan juurten paksuus estradioli- ja DMSO-maljoilla kymmenen paivan iassa.
Villityyppia edustava Columbia on merkitty vaaleanpunaisella.
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CKX32 20-7 - linjassa on muutaman CKX30-linjan tapaan hypoteesiin nahden
painvastaisia lukemia, eli DMSO-maljalla kasvatettu linja erosi estradiolilla indusoidusta
verrokista -97,7 cm ja eri maljoilla kasvaneiden kasvien valilla oli tilastollisesti melko
merkitsevid eroja (p= 0,002) (kuvio 38).

Kuvio 38. CKX32 20-7 —linja. Vasemmalla tietojen mukaan estradioli-indusoitu ja keskella DMSO-
maljalla kasvanut juuri. Oikealla villityypin edustaja vertailua varten.

Poikkileikkeista tarkasteltin myds mahdollisia fenotyyppieroja estradioli- ja DMSO-
maljoilla kasvaneiden yksildiden valilla. Selvia fenotyyppien eroja I6ytyi ainakin linjoista
CKX32 3-9, 9-1, 9-5, joissa estradiolilla kasvaneet yksil6t olivat silminnahden pienempia
ja kehittymattomampia. Estradioli-indusoiduilla juurilla oli monesti viela kuorikerros

ymparillaan, vaikka se normaalisti irtoaa sekundaarisen kasvun edetessa (kuvio 39).

Kuvio 39. Estradioli- ja DMSO-maljoilla kasvaneiden linjojen vertailua. Kaikki kuvat on on otettu
20 kertaisena suurennoksena. Estradiolilla indusoidut juuret ovat kuvan vasemmalla
puolella, keskirivissa on DMSO-maljalla kasvaneita kasveja ja oikean puolimmaisessa
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rivissa on villityypin edustajia vertailua varten. Linjat ylhaalta alas: CKX32 3-9, CKX 32
9-1 ja CKX32 9-5.

Kontrollina toimivat villityypin edustajat olivat odotetusti keskenddn melko saman
kokoisia siita huolimatta, milla maljoilla ne olivat kasvaneet. Samalla maljalla kasvaneilla

juurilla oli jonkin verran koon vaihtelua, mika on kuitenkin taysin luonnollista (kuvio 40).

Kuvio 40. Villityyppia edustavia Columbia-kasvin juuria. Vasemmalla reunimmaisena on DMSO-
maljalla kasvatetun kasvin juuri ja keskella ja oikealla estradiolimaljalla kasvatettujen
kasvien juuria. Eri maljoilla kasvaneiden yksildiden vélilla ei ollut merkittévaa eroa.

6 Johtopaatdkset ja pohdinta

6.1 Dof-linjat

Dofl- ja Dof2-linjojen RFP-ekspressio oli tarkasteltaessa melko voimakas ja
jalsispesifinen, kuten hypoteesissa oltiin oletettu. Na&ihin linjoihin siirretyn geenin
promoottori oli muuten sama, mutta siirretty DNA-juoste oli Dof2-linjassa lyhempi. TAman
takia linjojen RFP-ekspressiot ovat keskenddn melko samanlaiset. Dof3-linjan RFP-
ekspressio poikkesi kahdesta edeltavasta, silla se ei ollut jalsispesifinen. Ekspressio oli
hyvin heikko ensimmaisella tarkastelukerralla, mutta konfokaalimikroskoopilla
tarkasteltuna nékyi kuitenkin selvét viitteet ekspressiosta, joten paatimme kokeilla
sytokiniini-indusointia siirtimalla kasvit sytokiniinimaljalle. Sytokiniinik&sittely sai heti

aikaan RFP-ekspression voimistumisen.

Dofl- ja Dof2-linjojen GUS-ekspression intensiteetin vaihteluista havaittiin, ettd geeni
ilmentyi parenkyymisolukossa molemmissa linjoissa, mutta Dof2-linjassa varjaytyminen
vaikutti heikommalta. Vanhemmat juuren osat olivat varjaytyneet paremmin. Dof3-linjan
GUS-vérjays tuotti vaikeuksia, silla vain osa juurista varjaytyi ja niita piti inkuboida

huomattavasti kauemmin kuin Dof2- ja Dof3-linjojen juuria. Juurten paksuudesta ja
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pituudesta, seka poikkileikkeista nakyvasta solukosta paatellen naytti silta, etta vain
kehityksellisesti vanhimmat juuren osat varjaytyivat. Naissa osissa myods sekundaarinen
kasvu oli edennyt pidemmalle. Tasta voidaan mahdollisesti paatella, etta kyseinen geeni
aktivoituu vasta sekundaérisen kasvun aikana ja vaikuttaisi siten ennen kaikkea juuren
paksuuskasvuun. Varjaytyneiden juurien poikkileikkeistd huomattiin, etta vari ja siten
geeni ekspressoitui aktivoiduttuaan kaikkialla solukossa.

Kaikissa Dof-linjoissa oli havaittavissa jonkinlainen RFP- ja GUS-ekspressio, mista
voidaan paatella transformaation onnistuneen. Dof-linjojen GUS-ekspressiota
tutkittaessa tutkimusotos oli todella pieni, silla leikkeet tehtiin vain kolmesta yksilosta
linjaa kohden. Tarkoituksena olikin vain todentaa, etta transformaatioprosessi on

kaikkiaan onnistunut ja tarkistaa geenin ekspression sijainti.

6.2 Estradioli-indusoidut sytokiniinioksidaasigeenin yliekspressiolinjat

Linjoissa CKX32 9-1 ja CKX30 9-5 oli heikoin RFP-ekspressio, seka suurimmat erot
DMSO- ja estradiolimaljoilla kasvaneiden kasvien juurten valilla. DMSO-maljalla
fluoresenssia ei muodostu laisinkaan estradiolin puuttuessa, joten indusoitava geeni
kaynnistaa fluoresenssin muodostumisen aktivoituessaan. Talldin olisi oletettavissa, etta
paksuuden suhteen voimakkaimmissa fenotyypeissé olisi voimakkain RFP-ekspressio.
Havainto ei kuitenkaan tue oletusta. Juuret olivat hyvin ohuita, jolloin yksinkertaisesti
pienemma&n biomassan vuoksi fluoresoivaa solukkoa on vahemmaén ja siten fluoresenssi
nayttdd heikommalta. RFP-ekspressiota tarkasteltiin vain silmamaaraisesti, joten mitaan
spesifida mittaria fluoresenssin voimakkuudelle ei ole. Kuitenkin estradiolimaljalla
voimakkaimman fenotyypin kehittaneessa linjassa CKX30 17-3 ilmentyi voimakkain
fluoresenssi. Eri linjojen tulokset ovat ristiriitaisia, minka voisi arvioida johtuvan
siirrettyjen geenien erilaisista ekspressioista. Koska esimerkkeja on tassa tapauksessa

hyvin vahan pienen otoksen vuoksi, ei voida sulkea pois sattuman merkitysta.

Estradioli-indusoitujen juurten oletettiin jaavan verrokkeja ohuemmiksi, mikéli geeni
ekspressoituu odotetulla tavalla. Sen sijaan primaariseen eli pituuskasvuun estradiolilla
ei pitaisi olla merkittdvad vaikutusta, jolloin saman linjan juurten pituuksien ei pitéisi
vaihdella merkittavasti siitd huolimatta, olivatko ne kasvaneet estradioli- vai DMSO-
maljalla. Siitd huolimatta ettd estradioli-indusoinnilla ei pitéisi olla vaikutusta kasvin

pituuskasvuun, lahes kaikissa linjoissa DMSO-maljoilla kasvatetut yksilot olivat pidempia
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kuin estradiolilla indusoidut linjat. Eroja ei kuitenkaan tarkasteltu Studentin t-testilla, joten
erojen merkitsevyys jai selvittamatta. Villityypin edustajaan verrattuna linjoissa ei ollut

silméamaaraisesti merkittavia pituuseroja.

Juurihunnun solujen sisélla oleva tarkkelysjyvaset aktivoivat soluseinaa kasvamaan
niissa kohdin, mihin ne osuvat. Tarkkelysjyvaset vajoavat painovoiman vaikutuksesta
solujen maata kohti osoittavaan osaan, joten normaalisti juuri pyrkii kasvamaan suoraan
alaspéain (Raudaskoski 1998). CKX30 1-12- ja CKX32 1-2- ja 1-3-linjojen juuret nayttivat
kuitenkin kasvavan enemman ik&&n kuin rullalle sen sijaan, ettd olisivat kasvaneet
alaspain painovoiman ohjaamana. Fenotyyppi voi johtua geenin aiheuttamasta hairiésta
juuren karkisolukossa tai sen tarkkelysjyvasissa. Primaarikasvun fenotyyppia voisi tutkia
jatkossa kasvattamalla naytteet kaikista CKX30 1- ja CKX32 1-linjojen kasveista, kun nyt
kohteena oli vain muutama esimerkkilinja. Sekundaarisen kasvun suhteen nama linjat
evat sen sijaan vaikuttaneet lupaavilta, joten linjoja ei liene tdssa sekundaarikasvua
tarkkailevassa tutkimuskokonaisuudessa syyta tutkia tarkemmin mielenkiintoisesta

primaarikasvun fenotyypista huolimatta.

Paksuuskasvun suhteen tulokset vastasivat muutoin hypoteesia, mutta CKX30 6-2- ja
CKX30 1-12-linjoissa DMSO-maljoilla kasvaneet yksilot nayttaisivat olevan ohuempia
kuin estradioli-indusoidut verrokit, eli tulokset olivat painvastaiset hypoteesiin ndhden.
CKX30 1-12-linjassa oli niin suurta hajontaa, ettei eroa voida pitdad merkittdvana, mutta
CKX30 6-2 -linjassa erot maljojen valilla olivat merkitsevat, joten sille olisi syyta uusia
koe ja verrata uutta tulosta nyt saatuun lopputulemaan, jotta voitaisiin varmistaa tulosten
oikeellisuus ja poissulkea esimerkiksi naytteiden sekoittuminen keskendan, minka itse
vahvasti epdilin tapahtuneen jossain aiemmassa vaiheessa. Mikali DMSO- ja
estradiolimaljojen tulokset naissa tapauksissa todella olisivat sekoittuneet keskenéén ja
todellisuudessa estradioli olisi vaikuttanut oletettavalla tavalla lopettaen juuren
sekund&éarisen kasvun, voitaisiin CKX30 6-2 —linjaa pitdd jatkotutkimuksia ajatellen
mielenkiintoisena kohteena vahvan geeniekspression vuoksi. Mikali nykyisen kokeen
tulos on oikea, ainoa potentiaalisen oloinen linja on Studentin t-testien ja silmamaaraisen
arvioinnin valossa CKX30 17-3. Linjassa vaikuttaisi olevan suurin ero estradioli-
indusoitujen ja kontrollimaljalla kasvaneiden yksil6iden valilla, eli geeniekspressio on

vahvin tarkastelluista linjoista.
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Joidenkin CKX32-linjojen juurten paksuuskasvussa taas tapahtui huomattavia
muutoksia estradioli-indusoinnin  my6ta. Linjoissa CKX32 3-9, 9-1 ja 9-5 geeni
ekspressoitui estradioli-indusoinnin vaikutuksesta ja sekund&arinen kasvu oli vahasta.
CKX32 20-7 -linjassa on muutaman CKX30-linjan tapaan hypoteesiin n&hden
painvastaisia lukemia, joten sen kohdalla olisi syyta selvittdd myds tulosten oikeellisuus,
kuten muillakin vastakkaisia tuloksia saaneilla linjoilla.

Lopputulemana voidaan siis sanoa, etté jatkon kannalta merkittavimpia tutkimuskohteita
tulosten perusteella olisivat varmasti linjat CKX30 17-3 ja CKX32 3-9, 9-1 ja 9-5.
Fenotyyppi oli selkein ja kaikissa havaittiin tilastollisesti merkitsevid tai erittain
merkitsevia eroja. Liséksi linjat CKX-30 6-2 ja CKX32 20-7 saattavat olla lupaavia, mikali
koetta uusittaessa todettaisin  DMSO- ja estradiolinaytteiden sekoittuneen tassa

koejarjestelysséa, mutta erot linjojen valilla olisivat muutoin yhta suuret.

6.3 Luotettavuus

Tutkimusta tehtaessa noudatettiin tutkimusryhman laboratorion tyGohjeita ja yleisia
kaytantoja, jotka oli suunniteltu juuri kyseisen laboratorion kaytt6on. Kaikista tydvaiheista
tehtiin merkinnat henkilokohtaiseen laboratoriopaivékirjaan. Nain paivékirjasta voitiin
jalkikateen selvittdd esimerkiksi onnistuneen PCR-reaktion komponentit ja kaytetty
ohjelma, kaytettyjen liuosten pitoisuudet tai mahdollisia virheldhteitd. Nain kaikki
prosessit voidaan jaljittda yksityiskohtaisesti ja tarvittaessa toistaa dokumenttien

pohjalta.

Pyrin kayttdamaan tydssani monipuolisesti seka kotimaisia, ettad ulkomaisia lahteita.
Erilaisina  lahdeformaatteina  kaytin  esimerkiksi  kirjoja,  verkkoartikkeleita,
videomateriaalia, sekd suullista tiedonantoa. Lahteita valitessani pyrin kriittisesti
arvioimaan niiden oikeellisuutta, seka valitsemaan tunnettujen ja arvostettujen tahojen,
kuten Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America- ja Nature- lehtien julkaisuja. Kaytin myds jonkin verran lahteena yliopistojen

oppimateriaalia. Kaytetyt lahteet dokumentoin viitteisiin.

Opinnaytetydn alkuperéisyys tarkistettin  Turnitin-analyysiohjelmalla, joka antoi
vastaavuusprosentiksi 10 %. Varsinaisessa tekstissd vastaavuus on kuitenkin

huomattavasti pienempi, silla ohjelma etsii vastaavuuksia myds lahdeviitteista. Lisaksi
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se ilmoitti jonkin verran yhtaldisyyksia muiden Metropolia AMK:lle tehtyjen
opinnaytetdiden kanssa, silla laitoksella on yhtendinen linjaus opinnaytetytn ulkoasun ja
sisdltovaatimusten kanssa, jolloin esimerkiksi otsikot saattavat olla eri toissa

samanlaisia.

Kaikkia linjoja tutkittaessa otokset olivat hyvin pienet ja kokeet suoritettiin vain kerran.
Tarkoituksena oli kuitenkin ensisijaisesti poissulkea CKX30- ja CKX32-linjojen joukosta
ne linjat, joilla ei ole syytd jatkaa tutkimuksia, sek& Dof-linjoissa osoittaa alustavasti
transformaation onnistuminen ja geeniekspression karkea sijainti. Siksi otoksen pienuus
ei tdssa yhteydessa haittaa. Hypoteesin vastaisia tuloksia tuottaneet linjat CKX30 6-2 ja
CKX32 20-7 voidaan halutessa jattaa myos jatkossa kokonaan pois, silla jo varmasti
jatkotutkimuksia varten mielenkiintoisiksi osoittautuneet nelja linjaa riittéavat hyvin. Niissa
oli kuitenkin sikali merkitsevia eroja, ettad resurssien puitteissa kokeet voidaan uusia.
Mahdollinen virhe on todennakoisesti tapahtunut inhimillisen erehdyksen kautta, jossa
linjat on vain yksinkertaisesti merkitty vaarin tehtdessa leikkeitd. Vastaavia virheita
pyritdan tietenkin valttamaan, mutta siitd huolimatta niita sattuu silloin talléin, jolloin

tulosten kriittinen tarkastelu onkin erittain tarkeaa.

6.4 Ammatillinen kehittyminen

Opinnaytetydprosessin alussa olin sahkdpostitse yhteydessa opiskelijaohjaajaani, seka
tutkimusryhman johtajaan ja muihin ty6elamaohjaajiini tutkimusryhméssa. Koko
tutkimuksen ajan tein t6itd yhdessé ohjaajani kanssa, jolloin kommunikaatio oli jatkuvaa
ja vuorovaikutteista. Myos muut tutkimusryhmassa tyoskentelevat henkilét opastivat
kaikissa tehtdvissda mielellddn ja sain osallistua tasavertaisesti kaikkeen ohessa
tapahtuvaan toimintaan, kuten kokouksiin ja vapaa-ajan aktiviteetteihin. Tama lujitti
vuorovaikutussuhteita ja helpotti kommunikointia. Tutkimusryhmén kanssa tydskentely
ja sen dynamiikka tarjosi uutta nakokulmaa tydelamaan, sillda en ollut aiemmin
tydskennellyt vastaavassa ymparistdssd. Kokeellisen osuuden jalkeen olin vield
sahkopostitse yhteydessa tydeldmaohjaaijiini, opponointipariini, seka

opiskelijaohjaajaani ja sain palautetta opinnaytetytstani viimeistelya varten.

Opinnaytetyén tekeminen on syventdnyt huomattavasti ymmarrystani etenkin
bioteknologian hyddyntadmisesta ja genetiikan alasta yleisesti. Tehtaviin kuului myés

paljon kudosprosessointia ja jonkin verran mikrobien kanssa tyoskentelyd, joten
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opinnaytetytn aikana olen laajentanut tietojani ja taitojani nailtéakin aloilta merkittavasti.
Kaytannon tekeminen ja tutkiminen laajensi kirjallista teoriapohjaa, sek& opintojen
aikana hankittua aiempaa osaamista. Kasvibiologia oli minulle tieteenalana aivan vieras,
joten niiltd osin jouduin hankkimaan kaiken tietopohjan perusteista lahtien ennen
tutkimusta ja sen aikana. Tassd hyddynsin yliopisto-opetuksessa kaytettavia
perusteoksia kasvien anatomiasta ja juuren osien toiminnasta, seka tutkimusryhmalta
saatua tietoa ja materiaalia. Tein opinnaytetyohon liittyvda toiminnallista tutkimusta
tydeldméaohjaajani kanssa jatkuvassa vuorovaikutuksessa, jolloin opin havainnoimaan
oikeita asioita ja toimimaan kyseisen tutkimusryhméan kaytéanteiden mukaan. Oppimisen
kannalta oli hyvin tarkeda, ettéd kaytannén opastamista oli koko ajan saatavilla ja sain

heti palautetta tekemisistani.

Tutkimusryhmassa tydskentely antoi arvokkaan kokemuksen tyéelamaa ja jatko-opintoja

varten, silla ty6tavat poikkesivat merkittavasti aiemmista kokemuksistani.

6.5 Etiikka

Merkittavimman eettisen ongelman aiheuttaa riski muuntogeenisten kasvien tai niiden
siementen leviamisestd ymparistoon, silla sen vaikutuksia on hankala ennustaa ja
kasvien leviamistda on hankalaa estdd kokonaan. Laboratoriossa yllapidetaan
lainmukaisia kaytantoja, joilla pyritddn ehkaiseméaan geneettisesti muunneltujen
siementen ja kasvien levidminen luontoon. Kaikki siementen, bakteerien tai antibioottien
kanssa mahdollisesti kosketuksissa olleet jatteet lajitellaan GMO-jatteeseen, joka
autoklavoidaan ennen jatkokasittelyd. Autoklavoimalla pyritaan tappamaan kaikki elavat

organismit, jotta niista ei olisi end& uhkaa ymparistolle.

Lituruoho on Suomessa luonnonvaraisena elava laji, joten ympéaristddén joutuneen
geenimuunnoksen selviytyminen ja risteytyminen luonnossa on mahdollista. Luontoon
paastessddn geenimuunnellut siemenet kuitenkin todennékoisesti levidvat samalla
tehokkuudella luonnonvaraisten kasvien siementen kanssa (Persley 2003).
Geenimuunnos saattaa kuitenkin usein héairitd kasvin normaalia kasvua, jolloin se ei
valttdmattd muutoinkaan parjaisi kilpailussa villityypin kanssa. Lisdksi varsinaisista
geenimuuntelun riskeistd ja haitoista on toistaiseksi 10ytynyt erittédin vahan todisteita

(Nicolia — Manzo — Veronesi — Rosellini 2014).
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Kasvihuoneella kasvatettavien lituruohojen tuholaistorjuntaan kaytetaan ensisijaisesti
biologista tuholaistorjuntaa, kuten esimerkiksi tuhohyonteisia syodvia petohyonteisia.
Taméan lisaksi tarvittaessa kaytetddn myos torjunta-aineita kasvien suojeluun.
Tutkimusryhman kasvattamissa lituruohoissa kaytetdan jonkin verran geenimuunnosta,
joka antaa resistenssin Basta-kasvintorjunta-aineelle. Mikali téllainen lituruoho leviaa
luonnossa ja risteytyy villityypin kanssa, on mahdollista, etté resistenssigeeni leviaa tai
jopa siirtyy muihin lajeihin. Lituruoho ei pidetd merkittavana torjuttavana rikkakasvina,
jolloin torjunta-aineresistenssista ei ole todennakaoisesti kilpailuetua. Mikali geeni voisi
levita toiseen haitallisena rikkakasvina pidettyyn lajiin, voisi resistenssigeeni olla
merkittava kilpailuetu ja geenimuunnos menestya suhteessa sen lajin villityyppiin. Tama
voisi pitkalla tahtaimella kéyhdyttdd biodiversiteettia. Resistenssin ei ole kuitenkaan

toistaiseksi todettu siirtyvan yli lajirajojen, joten uhka on epatodennakoinen.

6.6 Opinnaytetydn merkitys ty6elamassa

Kasvien kasvua saatelevien tekijdiden perustutkimus on tarkeda, koska néiden
prosessien tuntemus antaisi uusia menetelmia paitsi biopolttoaineiden kehittelyyn, niin

my0Os ravintokasvien jalostukseen. Maapallon suurimpia uhkakuvia ovat talla hetkella
ilmaston lAmpeneminen ja myds osittain tasta johtuva nalanhata. Kasvien biomassan
tuoton tehostaminen voisi ainakin jossain méaérin tuoda osaratkaisuja naihin ja moniin
muihin maailmanlaajuisiin  kysymyksiin. Perustutkimusta tehd&&n kasvattamalla
tietopohjaa pieni yksikko kerrallaan kohti suurempien kokonaisuuksien ymmartamista ja
hyddyntamistda. Opinnadytetydssani saatuja tuloksia voidaan hyodyntaa yhtend osana
naita laajempia kokonaisuuksia. Tulosten pohjalta voidaan varmasti poissulkea useita
CKX30- ja CKX32-linjoja, seka jatkaa tutkimuksia muutaman mielenkiintoa heréattdneen

linjan kanssa.
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LITE 1

T2-selektio CKX30

T2-selektio CKX30

Malja Elossa
1 40
2 28
3 26
4 14
5 34
6 29
7 37
8 37
9 34
10 34
11 41
12 30
13 25
14 38
15 35
16 51
17 46
19 8
20 13
22 42

77
62
61
31
85
74
93
86
87
87
70
60
43
73
61
86
81
13
19
62

Kuolleita %

12
17
17
31

6
10

23
38
39
69
15
26

14
13
13
30
40
57
27
39
14
19
87
81
38

Yhteensa

52
45
43
45
40
39
40
43
39
39
59
50
58
52
57
59
57
64
70
68

58(57)



LITE 2
T2-selektio CKX32

T2-selektio CKX32

Malja Elossa
1 48
2 54
3 55
4 63
5 61
6 47
7 56
8 29
9 57
10 43
11 44
12 39
13 51
14 42
15 38
16 55
17 57
18 58
19 50
20 44
21 41
22 52
23 46

71
73
80
86
84
100
86
40
75
63
66
52
69
59
75
76
81
76
64
72
63
81
68

Kuolleita %

19
20
14
10
12

0

9
43
19
25
35
36
23
29
13
17
13
18
28
17
24
12
22

28
27
20
14
16

14
60
25
37
34
48
31
41
25
24
19
24
36
28
37
19
32

Yhteensa

67
74
69
73
73
47
65
72
76
68
35
75
74
71
51
72
70
76
78
61
65
64
68

59(57)
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LITE 3
T3-selektio CKX30

T3-selektio CKX30

Linja Elossa % Kuollut % Yhteensa
CKX30-1 1 14 77,77778 4 22,22222 18
2 7 63,63636 4 36,36364 11 Huono itdvyys
3 19 90,47619 2 9,52381 21
4 24 96 1 4 25
5 21 77,77778 6 22,22222 27
12 22 100 0 0 22
CKX30-6 1 19 70,37037 8 29,62963 27
2 25 100 0 0 25
3 24 77,41935 7 22,58065 31
4 21 84 4 16 25
5 22 78,57143 6 21,42857 28
6 22 91,66667 2 8,333333 24
CKX30-11 1 19 95 1 5 20
2 15 78,94737 4 21,05263 19
3 17 85 3 15 20
4 21 80,76923 5 19,23077 26
6 16 80 4 20 20
10 20 100 0 0 20
CKX30-14 2 20 80 5 20 25
3 8 61,53846 5 38,46154 13
4 1 100 0 0 1 Huono itavyys
5 25 100 0 0 25
6 11 84,61538 2 15,38462 13
7 1 100 0 0 1 Huono itavyys
CKX30-17 1 16 100 0 0 16
2 19 95 1 5 20
3 23 100 0 0 23
4 20 100 0 0 20 Eiistutettu
5 10 76,92308 3 23,07692 13
10 13 86,66667 2 13,33333 15
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LIITE 4
T3-selektio CKX32

T3-selektio CKX32

Linja Elossa % Kuollut % Yhteensa
CKX32-1 2 30 100 0 0 30
3 31 100 0 0 31
4 17 70,83333 7 29,16667 24
5 18 66,66667 9 33,33333 27
6 17 60,71429 11 39,28571 28
7 22 81,48148 5 18,51852 27
CKX32-2 1 20 95,2381 1 4,761905 21
2 17 73,91304 6 26,08696 23
4 13 72,22222 5 27,77778 18
5 9 56,25 7 43,75 16
6 18 69,23077 8 30,76923 26
7 16 69,56522 7 30,43478 23
CKX32-3 1 17 89,47368 2 10,52632 19
2 21 84 4 16 25
3 13 86,66667 2 13,33333 15
4 23 71,875 9 28,125 32
9 31 100 0 0 31
10 26 100 0 0 26
CKX32-9 1 21 100 0 0 21
2 30 100 0 0 30 Ei istutettu
3 30 96,77419 1 3,225806 31
4 22 95,65217 1 4,347826 23
5 27 100 0 0 27
9 20 68,96552 9 31,03448 29
CKX32-15 4 17 94,44444 1 5,555556 18
7 5 100 0 0 5 Hunosti siemenid, huono itdvyys --> ei istuteta
9 17 85 3 15 20
10 7 87,5 1 12,5 8 Huono itdvyys
16 2 20 8 80 10 Huono itavyys
17 10 71,42857 4 28,57143 14 Huono itavyys
CKX32-16 5 22 75,86207 7 24,13793 29
11 15 57,69231 11 42,30769 26
12 17 70,83333 7 29,16667 24
13 19 70,37037 8 29,62963 27
14 15 60 10 40 25
17 17 70,83333 7 29,16667 24
CKX32-18 3 24 82,75862 5 17,24138 29
4 30 96,77419 1 3,225806 31
5 10 76,92308 3 23,07692 13
6 26 92,85714 2 7,142857 28
14 13 46,42857 5 17,85714 28
CKX32-20 1 15 88,23529 2 11,76471 17
2 32 91,42857 7 20 35
3 11 55 9 45 20
4 15 68,18182 7 31,81818 22
5 30 93,75 2 6,25 32
7 22 100 0 0 22



LITES

Juurten pituudet CKX30 ja CKX32

CKX32 20-7
CKX329-5
CKX321-2
CKX32 3-9
CKX321-3
CKX32 18-4
CKX329-1
WT

CKX32 3-10

CKX301-12
CKX3017-1
CKX30 6-2
WT
CKX3011-1
CKX3011-10
CKX3017-3
CKX30 14-5

4d :GM

1,3728
1,5334
1,562444
1,389
1,6144
1,6941
1,5503
1,6074
1,6549

4d %.GM
1,7649
1,6203
1,6548
1,6074
1,6999
1,8758
1,6203
1,6544

stdev
0,399983
0,375077
0,275306
0,235464
0,404945
0,465623
0,286627
0,297832
0,412268

StDev

0,18051
0,261677
0,405665
0,297832
0,267889
0,399653
0,233242
0,173868

4d GM

1,2056
1,158
1,454111
1,379
1,6568
1,4164
1,6099
1,370727
1,442

0,261532
0,299694
0,321924
0,376855
0,325532
0,248872
0,285023
0,246449
0,346391

4d %5GM  Stdev

1,8508
1,5863
1,5599
1,370727
1,6298
1,357778
1,5495
1,7219

0,390418
0,459375
0,434396
0,246449
0,324757
0,387158
0,305717
0,245072

10d EST

4,2087
4,7437
5,070333
5,2892
5,5735
5,8535
6,117
6,1822
6,8774

2,073576
1,838668
1,101795
1,237091
1,780486
1,474945
1,587312
2,080518
0,831025

10d EST  Stdev

4,7537
4,988444
5,6703
6,1822
6,3068
7,0016
7,3176
7,5942

0,597102
1,169425
0,958498
2,080518
1,061409
1,375466
1,675952
1,426239

10d DMSO
7,3378
6,007
5,725778
5,5891
6,874
6,9911
7,7941
6,700182
6,1248

62(57)

1,576421
1,595169
1,348685
0,376855
1,673666
1,502016
1,491671
1,413565

1,18941

10d DMSC Stdev

5,5761
6,464
6,7045
6,700182
5,6323
5,995778
7,6441
7,2546

1,05971
1,599787

1,68499
1,413565
1,531138
1,113629
0,981583
1,507862



LITE 6

Juurten paksuudet CKX30 ja CKX32

CKX329-5
CKX329-1
CKX32 3-9
CKX32 18-4
CKX321-2
CKX32 3-10
CKX321-3
CKX32 20-7
WT

CKX3017-3
CKX3017-1
CKX3011-10
CKX3011-1
CKX30 14-5
CKX306-2
CKX301-12
WT

EST
92,49825
118,8032
198,6331

213,907
282,7536
293,8768
311,3628

334,237
360,9156

EST

201,411
217,8019
232,5384
258,2038
279,3611
284,7465
301,4747
360,9156

StDev

26,33432

48,4349
53,39332
100,3256
74,61169

48,9281
58,02774
49,38408
88,82207

std
80,91116
33,58052
24,11694
67,60137
44,71455
71,50547
61,16198
88,82207

DMSO
312,3146
312,9421
345,5561
278,0248
313,9305
290,8963
347,4783
237,2441

321,488

DMSO
327,9723
290,2264

298,463
303,9414
374,8996
129,7367
244,7149

321,488

56,88011
45,87088
51,64056
74,86428
58,44838
43,52429
31,57469
45,23586

79,3983

std
59,68214
75,8668
56,6069
32,79158
80,77239
27,8765
76,52572
79,3983

63(57)



