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Tovitdetia Neteoal B '
‘Viissii tyossii kehitettiin virtaussytometristi mittausmenetelmii, joka sopii soluk-
koviljehmien DNA-pitoisuuden miitykseen. DNA-pitoisuutta mitattiin kaikkiaan
11 kuusen (Picea abies (L..) Karst.) kalluslinjasta, joista viisi oli embryogeenisiii
(valkoisia) ja kuusi ei-embryogeenisii. Ei-embryogeenisisti linjoista kolme oli
vilireiiii ja loput valkoisia. Ei-embryogecnisistd viljelmistd kolme oli megagameto-
fyyttialkuisia. Lisiiksi DNA-pitoisuntta mitattiin kuudesta suspensioviljelmésti,
joista kolme oli embryogeenisti ja kolme ei-embryogeenisti.
Virtaussytometrisen DNA-pitoisnuden miidérityksen ensimmiinen vaihe on kasviso-
luissa soluseiniin aiheuttaman viirjiysesteen poistaminen. Soluseindn entsymaattinen
pilkkominen oli mekaanista erottelua (solukon hienontaminen lasihomogenisaatto-
rissa) huomattavasti tehokkaampi. Optimaalinen entsyymikoostumus protoplastien
eristykseen oli 2,0% sellulaasia. 1,0% maseraasia ja 0,02% pektolyaasia, kun
eristysliuoksen sakkaroosipitoisuns oli 0,5 M ja CaCl,-pitoisuus 5,0 mM. Eris-
tysaika oli 16-18 tuntia. Protoplastit pestiin W5-pesuliuokstla.
Mitattaessa kvantitatiivisesti DNA- pitoisuutta EtBr (50 pg/ml, etidiumbromidi)
sitoutui DNA:han 2-3 tunnissa. EtBr:lE ei ole DNA:han sitoutuessaan emisspesili-
syviti. Viirjayspuskurin detergenttikonscentraatiolla (Nonldent P40) seki sen ioni-
koostumuksella oli vaikutusta saatujen tulosten laatuun: 0.5% :nen detergenttiliuos
yhdessii Ca”'-(10 mM) sekd Mg’'-ionicn (3 mM) kanssa sekd RNAaasin lisdys (20
pg/ ) puskuriin paransi myds histogrammien terdvyyttd.
Kuusen solukkoviljelmien DNA pitoisnuden havaittiin olevan erittiin stabiili. Jopa
6 vuolta vanhat kalluslinjat olivat siiilyneet diploideina (36 pg). Sytokiniinin jat-
minen pois ravintoalustasta ei mydskiiin vaikuttanut DNA-pitoisuuksiin. Tosin
yhdessii linjassa ero alustojen vililli oli merkittdvd (**). Megagametolyyttialkuiset
linjat olivat kuitenkin polyploidisoituncet. Siitepdlyhiukkasista kasvanciden siiteput-
kien sekii megagametotyyttien tumien haploidigenomi oli yhé suuri (18 pg)
Kalluksen siirto kasvamaan suspensioviljelmédnd aiheutti suurimmat DNA-pitoi-
suuden muutokset. ‘Tilléin DNA pitoisuus nousi huomattavasti, mutta palautui
libelle kallusviljelmién arvoa n.4 6 viikon viljelyn jilkeen.
Suvullisen alkion kehityksen aikana DNA- pitoisuus muuttui. Kypsyvissi alkioissa
varsinaisen alkio-osan ja suspensoriosan DNA-pitoisuudet olivat erilaisia suspen-
sorin DNA-miiiirin ollessa korkcampi kuin alkio-osan. ltdneiden alkioiden solut
olivat diploideja, joten DNA-pitoisunden muutokset alkionkehityksen aikana eivit
niy taimissa.
Menetelmi sopii myds muiden lajien kuin kuusen DNA-pitoisuuden mittaukseen.
Sekii rauduskoivun (Berula pendula Roth) suspensioviljelmistd (1,4 pg) ettd har-
maalepin (Alnus incana (1..) Moench) lehdestd (0,34 pg) DNA-pitoisuuden miiéri-
tys onnistui hyvin,
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