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'l'iissii tytissü kehitetliin virtauss-ylorrrelrislii mitlausmenetelrnüü, joka sopii soluk-
koviljellnien l)NA-piloisrn¡tlen rrriiiirilyksecn. I)NA-pitoisr¡t¡tta lnitattiin kaikkiaan
I I kr¡usen (!'icen uhies (1..) Kalst.) kallusliniasta,.joista viisi oli entbryogeenisiii
(valkoisia) .ja kuusi ei-ernbryogec¡risiii. lii-ernbryogeenisistä linioista krtlme ttli
vilrreiiä.ja krput valkoisia. Ei-cnrlrryogecnisistä vilielrnislä kol¡ne oli nregaganlcto-
fyyttialkuisia. l.isiiksi l)NA-pitoisuutta rnitattiin kr¡udesta suspensiuvilielrnästä,

.joista kolrne oli ernlrryogeenistii ia kollne ci-entbrytlgeenistä.
Virtaussylo¡nelrisc¡r l)NA-pitoislrurlc¡r rrriiärityksen ens¡mrnäinen vaihe on kasviso-
hlissa s<lhlseiniin aiher¡ttaman vär'jiiysesteen poistaminen. Soluseinün entsymaallinen
pilkkonrinen oli mekaanista erotlehra (sohrkon hienonla¡ninen lasihtlmogenisaatto-
rissa) huo¡nattav¿tst¡ tehokkaam¡ri. O¡ltirnaalinen entsyyntikoostumus protoplaslien
eristykseen oli 2,0% sellulaasia. 1,0% r¡raseraas¡a .ia 0,02Vo pektolyaasia, kun

eristysliuoksen sakkarrxlsipitoisurrs r¡li 0,.5 M ja CaClr-pitoisuus 5,0 mM. Eris-
tys;rika oli l6-18 tuntia. Proto¡rlnslit ¡rcstiin W5-pesuliuttkslla.
Ivlilattaessa kvantitaliivisesti I)NA ¡ritoisuutla EtBr (-50 pglml, etidiumlrromidi)
sitoutui l)NA:han 2--ì tunnissa. lìtllr:llii ei ole l)N¿\:han sitoutuessaan emässpesil'i-

s_yvltä.Viiriäyspuskurin detergenltikorrscnlraatiolla (Nonklent P40) sekä sen ioni-
kooslunrr¡ksella oli vaikutr¡sta saÍrluicn tr¡krsten laaluun: O.5Vo:nen tlelergenttiliutls
yhtlessii (la''-(10 mM) sekä Mg'''io¡ticn (-ì mM) kanssa sekä RNAaasin lisäys (20

¡tgl ¡úl puskru'iin parÍrnsi my(is histograttnnien ta'ävyyttä.
Kur¡sen sohtkkoviljellnien DNA ¡riloisr¡uden havaittiin olevan erittäin stabiili. Jr4ra

6 vuotta v¡urlr¡rl kalluslirr.jat olivat siiilyncct rlipkrideina (-ì6 pg). Sytttkiniinin jättü-

ntinen pois ravintoaluslasta ei lrryiiskiiiin vaikuttanut l)NA-pitttistltlksii¡t. 'lÌrsin

yhtlessä linjassa enl aluslojen vülillii oli r¡rerkittävä (**). Megaganretolyyttialkuiset
lirr.jat olivat kr¡itenkin polypkrirlisoilu¡rcct. Siiteprilyhiukkasista kasvancitlen siiteprrt-

kien sekä ulegÍtgametofyyttien lurrrien ha¡rkridigenomi oli yhtä suuri (18 pg)

Kalluksen siirto kasvanraan susf)crrsioviljclmänä aihcutti suurilnmat I)NA-pit<li-
sr¡urlcn ¡nurrlokset. 'l'älftiin l)NA pikrisr¡us nousi huomattavasti, mutla palautui

liihelle kallusviljelmä¡r arvoa n..1 6 viiktxr vilielyn.iälkeen.
Sr¡vr¡llisen alkion kehityksen aik¡r¡r¡r l)NA pitoisuus ntuullui. Kypsyvissä alkit¡issa

val'sinaise¡l alkio-osan.ja suspensoriosiur l)NA-pitoisuutlet tllivat erilaisia suspen-

sorilr l)N¿\-lniiiirän ollessa korkcitrrr¡ri kuin alkio-osan. lläneiden alkittiden stllul
olival tli¡rkritle.ia, .ioten l)NA-¡riloisuurlcn rnuut<tkset alkionkehityksen aikana eivät
näy tairrrissa.
Itfenetel¡llü sopii myiis ¡nr¡irlen laiicrr kuirr kuusen DNA-pitoisuuden mitlaukseen.

Sekii rauthrskoivun (ßetukt ¡rrnthrlt ltolh) suspensiovilielmistä 11,4 pg) että har-

rnaalc¡riin (,4lnn.r inuntu (1..) t\lot'rrch) lclxlestä (0,34 pg) l)NA-pitoisuuden ¡nääli-
lys onnislui lryvin.
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