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Ohjaajat

Ligniini on yleisin fenolipolymeeri maapallolla selluloosan jalkeen. Nykypaivana ligniinilla on
monta potentiaalista sovelluskayttta ja se on mielenkiintoon kohde monissa tutkimuksissa.
Tutkimusta on helpompi toteuttaa, kun kyseessé on vain osa kasvia, eikd kokonainen puu,
jonka kasvu kestaa monia vuosia. Kun tutkimusryhma on l6ytanyt solukkoa, jolla on kaikki
halutut ominaisuudet (tdssa tapauksessa ligniinin tuotanto kasvatusalustaan), sita olisi hyva
oppia sailyttamaan tulevia tutkimuksia varten muuttumattomana — kryopreservaation eli kyl-
masailytyksen kautta. Tyon tavoitteena oli selvittda, vaikuttavatko valon maara ja kasvihor-
monin (auksiinin) maara metsakuusen solujen selviytymiseen kryopreservaatiosta.

Solukot jaettiin ryhmiin: toinen ryhma oli kasvatettu jatkuvassa valossa ja toinen ryhma ryt-
mivalossa (16 h valoa / 8 h pime&d). Jokainen paaryhmista jaettiin alaryhmiin: toinen osa
kasvoi normaalilla maaralld auksiinilla (0,01 mM) ja toinen puolella normaalista maarasta
(0,005 mm).

Tyon aikana huomattiin, etta tietyt solukot (kryopreservaation jalkeen ruskeaksi muuttuvat
solukot) selviytyvat paremmin kuin vaaleaksi muuttuva solukko. Oletettiin, ettd varimuutos
johtuu fenolien hapetuksesta kryopreservaation aikana, ja mitd enemman fenoleja sita pa-
rempi mahdollisuus selviytya. Tata paatettiin tutkia tarkemmin fenolianalyysin avulla. Kirjal-
lisuudessa on kuvattu useita fenolianalyyseja erilaisille kasvityypeille, huomattavan suuri
osa tyosté oli menetelméan optimointia metsakuusisolukoille.

Saadut tulokset analysoitiin SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) -ohjelmis-
tolla. Fenolianalyysin tulokset jaetiin kasvatusolosuhteiden perusteella valoryhmaan, auksii-
niryhmaan ja solutyyppiryhmaan. Tulosten tarkastelussa hyédynnettiin Shapiro- Wilk -testia
ja Mann-Whitney U -testid. Tulokset analysoitiin ja niitd verrattiin ryhmien sisalla.

Mann-Whitney U -testin perusteella valolla ja auksiinilla ei ollut vaikutusta selviytymiseen
kryopreservaatiosta. Sen sijaan solukkotyypill& oli merkitysté selviytymiseen kryopreservaa-
tiosta. Sama patee fenolipitoisuuksiin: solukkotyyppien fenolipitoisuuksilla oli merkitseva
ero.

Avainsanat Kryopreservaatio, fenolianalyysi, ligniini, metsakuusi
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Lignin is one of the most abundant phenolic polymers on Earth after the cellulose. Nowadays,
lignin has many potential applications, and it is a research interest for many researches. The
scientific research is easier to implement when only a part of a plant is in use, instead of a whole
tree. When the research team has found a callus suitable for the research, with desired qualities
(in this case - lignin production into culture media), it would be necessary to learn how to preserve
the callus for future studies. Cryopreservation or cold storage is the most popular way of long-
time storage. The goal of this thesis was to find out if the amount of light, a type of the callus and
a plant hormone (auxin) have an impact on survival from cryopreservation of undifferentiated
spruce callus.

The spruce callus was divided into two groups: the first group had been growing in a continuous
light and the second group under a regime light (16 h light / 8 h dark). Each of the main groups
was divided into subgroups: the first subgroup was growing on the normal amount of auxin (0,01
mM) and the second subgroup on the half of the normal amount (0,005 mM).

During the experiment, certain calluses became brown (they were named hard calluses) after
the cryopreservation and survived at a better rate than the callus that turned pale (soft callus). It
was assumed that the reason for the change of the color was the oxidation of phenols in callus
during cryopreservation. Somehow intracellular phenols helped the callus to survive from cryo-
preservation. It was decided to examine the finding in more detail by means of phenol analysis.
There are a number of phenol analyzing methods available. The optimization of the method for
spruce cells consumed a significant amount of time.

The results of phenol analysis and the results from cryopreservation were divided into groups
according to the amount of light, the amount of auxin and the type of the callus. The results were
analyzed using an SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) tool within these groups
(hard callus vs. soft; regime light vs. continuous light and normal auxin vs. half of the amount).
Shapiro- Wilk's test was used to check the normal distribution of the results. Non-parametric
Mann-Whitney U test were used to determine if there were any differences in the equality of
medians.

Mann-Whitney U-test showed that the light and the auxin had no effect on survival from cryo-
preservation. Instead, the type of callus had an impact on surviving rate. The same was true for
the phenol analysis: the distribution of phenols was not the same across the categories of callus

type.

Keywords Cryopreservation, phenol analysis, lignin, Norway spruce
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Lyhenteet ja ké&siteet

2,4-D

DMSO

FC-menetelméa

in vitro

Kinetiini

MilliQ-vesi

N, mN

PVS2

Rytmivalo

TPC

Vitrifikaatio

2,4-dikloorifenoksietikkahappo, (2,4- dichlorophenoxyacetic

acid), synteettinen auksiini, kasvihormoni
Dimetyylisulfoksidi
Folin-Ciocalteu-menetelméa

Tutkimus elavan organismin ulkopuolella, esim. lasissa, koe-

putkessa, petrimaljassa.

Kasvihormoni, joka kuuluu sytokiniineihin ja edistaéa solujen
jakautumista.

Suodatettu ja puhdistettu vesi.

Normaalisuus (tassa tydssa: Folin-Ciocalteu reagenssin si-

saltdman hapon suhteeseen)

Plant vitrification solution 2 -vitrifikaatioliuos.

16 h valoa / 8 h pimeaa.

Total Phenolic Content — kokonaisfenoliyhdisteet

Jaahdyttamisen tekniikka, jossa aine kiteytyy ilman jaakitei-

den muodostumista
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1 Johdanto

Taméa insindorityd tehtiin syksylla 2015 erikoistutkijan Anna Karkdnen tutkimusryh-
massa, joka kuuluu Helsingin yliopiston Maataloustieteiden laitokseen. Tutkimusryhma

keskittyy ligniinibiosynteesiin ja solunulkoisen ligniinin rakenteeseen.

Ligniini on fenolipolymeeri, joka esiintyy tiettyjen solutyyppien soluseinassa. Ligniinin
mahdolliset sovellukset ovat heréattdneet kiinnostusta seka tieteellisessd maailmassa
etta teollisuudessa. Ligniinin kayttdmahdollisuudet ovat laajat: ligniinista voidaan valmis-
taa biopolttoainetta; ligniinid voidaan kayttaa eristeend, komposiitti- ja alymateriaalina
elektroniikassa ja liima-aineena, biomuovina; ligniinin aromaattisia osia (esim. vanilliinia)
voidaan myos kayttdd aromeina. Seka myds ligniinin poistaminen on tarkeé paperin val-
mistuksessa. Taloudessa ligniinilla on omat miinuksensa: se hairitsee hiilihydraattien
imeytymista lypsy- ja lihakarjan poétsissa. Tutkimuksen avulla yritetdan [0yt&dd ymparis-
toystavallista kayttoa ligniinille ja siita, miten sita voidaan hyddyntaa taloudessa. Ligniinin
kemiallista koostumusta on tutkittu Suomessa mm. Helsingin yliopistossa, MTT:ssa ja
Oulun yliopistossa. [1]

Tutkimusryhmassa on kaytdssa metsakuusen (Picea abies) erilaistumattoman solukon
solulinja A3/85, jolla on monia hyvia ominaisuuksia. [2] Solulinja erittaa ligniinia suoraan
kasvatusalustaansa, ja solujen erilaistumisprosentti on alhainen. Kuukausittainen solu-
kon yllapitosiirrostus on aikaa vieva. Solulinjan pakastaminen sellaisenaan olisi hy6dyl-
lisempaa, silla pakastettu solukko sailyisi muuttumattomana monia vuosia tutkimuksia
varten eikd vaatisi mitdan hoitoa. Taméan insin6oritydn alkuperdinen tarkoitus oli tutkia
valon ja kasvihormoni auksiinin vaikutusta metsakuusen solukon selviytymiseen pakas-

tamisesta eli kryopreservaatiosta. [3]

Tyon aikana havaittiin mielenkiintoinen korrelaatio solukon morfologian ja selviytymisen
valilla. Tasta on syntynyt insindoritydn toinen tarkoitus eli solukoiden fenolianalyysi. Paa-
tettiin tutkia solunsisaiset fenolit Folin-Ciocalteu-menetelmélla (FC-menetelm&). Mene-
telmé perustuu kemialliseen reaktioon, jossa fenolit reagoivat reagenssin kanssa, tark-
kaan saadetyissa olosuhteissa. Reaktion lopputulosta havainnoidaan varimuutoksena,

jota mitataan spektrofotometrilla.



2 Johdatus metsakuusen biologiaan

2.1 Metsakuusi

Metsakuusi on toiseksi yleisin puulaji Suomessa méannyn jalkeen, ja se ilmestyi maapa-
lolle yli 200 miljoona vuotta sitten. Metsakuusi on tullut Suomen noin 5000 vuotta sitten,
ja sen nykypaivan levinneisyysalue ulottuu Ahvenanmaalta tuntureille asti. [4; 5] Mets&-
kuusella on suuri ekologinen ja taloudellinen merkitys. Metsékuusi on avainlaji monissa
ekosysteemeissa eli sellainen laji, jonka esiintyminen hy6dyttaa useita muita lajeja ja
vaikuttaa voimakkaasti ekosysteemin ja elibyhteisén toimintaan. Metsdkuusia on kay-
tetty rakennuspuuna, kuiduntuottajana ja polttopuuna. [5; 6, s. 22] Suurin osa hakatusta
kuusesta kaytetaan mekaanisen massan valmistuksessa ja siitd tehdaan esim. sanoma-
lehted [7]. Paperiteollisuutta Suomessa on ollut pitkén aikaa, ja metsakuusi on yksi tar-
keimmisté vientituotteista: kuusisellusta saadaan hienolaatuista paperia ja viskoosikui-
tua [6, s. 22; 8].

2.2 Erilaistumaton kasvisolukko

Nykyaan useimmiten tutkimuksissa ja bioteknologiassa kaytetaan kasvin erilaistuma-
tonta solukkoa. Kaksi asiaa mahdollistivat sen: auksiinin 16ytd vuonna 1939 ja ajatus
siitd, etté kasvin metaboliittia voidaan tuottaa myds solukkoviljelmassa bioreaktorissa.
[9, s. 141] Tarkeimmat edut erilaistumattoman solukon kaytossa verrattuna kasvin osiin
on se, ettd metaboliittien tuotanto on ilmastosta riippumaton, kasvatusolosuhteet ovat
tarkkaan maariteltyja ja steriileja ja tuotteiden eristiminen on nopeampaa. Kasvisolukon
vilielma on hyva vaihtoehto esim. terapeuttisten proteiinien tuotannossa. [9, s. 142] Elain-
solut voivat kontaminoitua mikro-organismeilla (virukset, bakteerit, prionit), jotka voivat
olla vaarallisia my6s ihmisille. Toisaalta riski GMO-kasvien paasysta ymparistoon haviaa
(kasvisolukko ei tuota siemenia eika siitepolyd). Proteiinin glykosylaatio on tarkea prote-
iinien valmistuksessa ja esim. bakteerit eivat osaa glykosyloida proteiineja ollenkaan ja
hiiva voi joskus yliglykosyloida tuotantoproteiinia. [9, s. 143] Hyva esimerkki kasvisolu-
koiden kaytosta laéketeollisuudella on tuote ELELYSO, valmiste on jo markkinoilla. Se
on terapeuttinen entsyymi (taliglyseraasi-alfa), joka on tuotettu porkkanan soluissa. Silla

hoidetaan Gaucherin taudin ykkostyyppia. [11]



Kun on ldydetty solulinja, jossa on hyvat ominaisuudet ja metaboliittien tuotanto, on téar-
ked sailyttaa tama solulinja muuttumattomana. Kryopreservaatio on kaikista paras vaih-
toehto solukon sailymiselle. [9, s. 144]

2.3 Erilaistumaton metsakuusen solulinja

Vuonna 1985 Helsingin yliopiston professori Liisa Simola aloitti metsékuusen in vitro so-
lulinjan A3/85 metsakuusen tsygoottisesta alkiosta [2]. In vitro -menetelmassa tutkimus
tapahtuu elavan organismin ulkopuolella, esim. lasissa, koeputkessa tai petrimaljassa.
Solulinjan erikoispiirre on runsas ligniinin tuotanto kasvatusalustaan (kuva 1). [2] Sen
vuoksi tata solulinjaa kaytettiin tdssa insin00ritydsséa. Toisena solulinjan etuna oli se, etta
vain kolme prosenttia soluista erilaistuu trakeideiksi eli putkisoluiksi. Ligniinin solun ulko-
puolinen tuotanto mahdollisti muokkaamattoman ligniinin tutkimusta, ilman erikoista k&-

sittelya, eristdmista ja puhdistamista. [2, s. 378]

Kuva 1. Metsakuusen solulinja A3/85, ligniini on
eritetty kasvatusalustaan (nakyy kuvassa valkoi-
sena). [12]

2.4 Kasvisolun erikoispiirteet

Kasvisoluissa on muutama rakenne, joita ei ole esim. elainsolussa: soluseiné ja solun-

sisdinen vakuoli. Vakuoleilla on suuri vaikutus kryopreservaation onnistumiseen.

2.4.1 Vakuoli

Vakuoli eli solunesterakkula on solulimakalvostosta ja Golgin laiteesta eli diktyosomista

erilaistunut ontelo. Aineiden kuljetus nesterakkulaan on valikoivaa ja vakuolin sisaltd



eroaa soluliman koostumuksesta. [13, s. 153] Vakuolin tehtava riippuu solutyypista, jois-
sain kasveissa vakuoleilla on samanlainen funktio kuin lysosomeilla elainsoluissa, jolloin
niiden paarooli on entsymaattinen hajotus. Vakuoli voi myds toimia varastona ja varas-
toida esim. proteiineja (esim. siemenissd), hydrolyyttisia proteiineja, epaorgaanisia io-
neja, kuten kaliumia ja kloridia. Se voi sisdltéda puolustusaineita ja myrkkyja kasvissyojaa
vastaan tai se voi myos varastoida polyttajia houkuttelevia variaineita (esim. teraleh-
dissd). Taysin kehittyneissé kasvisoluissa vakuolit yhdistyvéat yhdeksi isoksi vakuoliksi
eli keskusvakuoliksi. Keskusvakuoli kasvaa kokoonsa imemalla vetta itseensa. [13, s.
154; 14, s. 90]

2.4.2 Kasvisolun soluseindn rakenne

Kasvisolun erikoispiirre on soluseind, se on paksumpi kuin solukalvo. Solukalvon pak-
suus vaihtelee 0,1 pm:sta muutamaan mikrometriin. Soluseinalla on tarkea rooli mm.
solun muodon yllapidossa ja kasvin puolustuksessa. Elavissa soluissa soluseina vaikut-
taa solun kehitykseen ja solun morfologiaan. [13, s. 164; 15, s. 52] Kasvien evoluution
aikana soluseinan kehittyminen antoi kasveille mahdollisuuden nousta vedesta maalle
ja vastustaa gravitaatiovoimaa [12, s. 1; 16]. Nuoria soluja ymparéi taipuisa primaarisolu-
seind. Viereisen solujen valilla on keskilevy ja solut on yhdistetty toisiinsa plasmodes-
mien kautta. Plasmodesmi on soluseinan aukko, joka yhdistaa kahden solun solulimat.
Plasmodesmi sallii veden ja muiden pienten molekyylien kulkemista vapaasti solusta toi-
seen. [13, s. 164-167; 15, s. 53]

Soluseinén koostumus vaihtelee eri lajien ja solutyyppien valilla. Soluseinan komponent-
teina on mm. fenolisia yhdisteita, polysakkarideja, vetta, pektiinia ja proteiineja. [1, s. 15;
15, s. 53] Selluloosa on runsain polymeeri maapallolla ja perusta soluseinélle. Solusei-
nassa selluloosa on mikrofibrillin muodossa: kymmenet -1,4-D-glukaaniketjut ovat muo-
dostaneet vetysidoksia toistensa kanssa koko ketjun pituudelta. [15, s. 61] Jotta sellu-
loosan rakenne pysyisi kasassa, sita vahvistetaan ja kytketaan yhteen ristiliitoksilla mui-
den polysakkaridien avulla. Yleisin heterogeeninen ryhma, joka sitoo selluloosapolymee-
reja yhteen vetysidoksilla, on hemiselluloosa. [15, s. 64] Geelimainen pektiinimatriisi pi-
taé hemiselluloosan ja selluloosan rakenteita yhdessa. Pektiinit ovat laaja, haaroittunei-
den polysakkaridien ryhma4, joissa on runsaasti galakturonihappoa. Muiden fysiologisten
toimintojen liséksi pektiini saatelee soluseindn huokoisuutta, soluseinan varausta, ioni-

tasapainoa, solujen valista tarttumista toisiinsa (keskilevyn kautta) ja pektiinit myds toi-



mivat halyttimen& patogeenien invaasiossa. Kaikkein runsaimmin pektiinia on keskile-
vyssa. [15, s. 65-68; 12, s. 3] Soluseindssa on paljon erilaisia usein glykosyloituneita
proteiineja, kuten entsyymeja (peroksidaaseja) ja rakenneproteiineja. El&van kasvisolun
seindssa on myags vetta. [1, s. 15]

Soluseindn
kerrokset

K%
A

Sekundaariseina

Kuva 2. Soluseinan kerrokset. Kuva perus-
tuu Cote ym. (1967) julkaisuun, kuva on tehty
Tommi Salosen toimesta, METLA.

Vain tiettyihin soluihin soluseind muodostuu erilaistumisen aikana sekundaarinen solu-
seind ja mika kerrostuu sisdanpain. Sekundaarinen soluseiné koostuu kolmesta kerrok-
sesta: S1, S2 and S3 (kuva 2). Solussa se sijaitsee solukalvon ja primaarisoluseinédn
valilla. Soluseindn komponentit jarjestaytyvat verkkomaisesti ja liittyvat toisiinsa useim-
miten vetysidoksilla, silla priméarisen soluseinan selluloosa on jarjestaytynyt epasaan-

ndllisesti ja sekundaarisessa soluseindssa se on asettautunut yhteen suuntaan. [15]

On muutamia solutyyppeja, joissa sekundaarinen soluseiné esiintyy. Sekundaarista so-
luseindd muodostuu, kun solusein&&n kertyy ligniinia. Tata prosessia kutsutaan lignifioi-
tumiseksi eli puutumiseksi. Yleensa nama solut kuolevat soluseinan puutumisen paatty-
essa. Hyva esimerkki siita on puusolukon (ksyleemin) havupuiden putkilosolut (trakeidit)
ja lehtipuiden putkilot (engl. vessels). Nama solut ovat onttoja, putkimaisia ja pitkAnomai-
sia, ja niiden paatehtava on veden johtaminen juuresta latvaan. Ksyleemissa solujen

soluseina on puutunut ja paksuuntunut, silla solut joutuvat kestamaan suurta jannitysta,



samalla paksu soluseiné tukee kasvia. Putkiloiden erikoispiirre on perforaatiolevy (auk-
kolevy/ reikélevy) solun paissé, joka mahdollistaa veden vapaan kulkemisen. [13, s. 791;
12, s. 1]

Tukisolukossa (sklerenkyymissd) on my@s puutunut sekundadrinen soluseind. Kuolleet
solut kuten kivisolut (sklereidit) ja syyt (engl. fibre) vahvistavat kasvin osia, jotka eivat
kasva pituutta enda. Kivisoluilla on paksumpi soluseing, ja ne ovat epasaanndllisempia
kuin syyt. [13, s. 790]

Ligniini (kuva 3) esiintyy soluseinassa kaikissa putkilokasveissa [12, s. 1]. Noin 30 %
puuvartisten kasvien solujen kuivamassasta on ligniinid, se on toiseksi runsain polymeeri
maapallolla [1, s. 15]. Ligniini antaa jaykkyytta ja tukea solulle ja tekee solusta vetta |a-
paisemattoman [17, s. 176]. Ligniinilla on mm. rooli kasvin puolustuksessa patogeeneja
vastaan (esim. lahottajilta). Puutuminen voi alkaa joko solun kehityksen aikana (hormo-

nien vaikutuksesta) tai reaktiona vaurioitumiseen tai patogeenin hyokkaykseen. [12, s.
1;17,s. 177]

Kuva 3. Ligniinin rakenne [18]



2.4.3 Ligniinin biosynteesi

('IH:OH ?H:OH ?H:OH
T 0 i
CH CH CH
©\OCH1 CH:O/©\OCH=
OH OH OH
coniferyl alcohol sinapyl alcohol p-coumaryl alcohol

Kuva 4. Ligniinin paaalayksikdiden rakenne

Ennen solun puutumista solussa tapahtuu peruuttamattomia muutoksia. Solun priméaari-
soluseina laajenee; sekundaarinen seina paksuuntuu ja sen polymeerit (kuten sellu-
loosa) kerrostuvat tietyssa jarjestyksessa. [15, s. 1296-1297] Ligniinin esiasteen tuo-
tanto tapahtuu sytoplasmassa eli solulimassa. Sytoplasmasta esiasteet kuljetetaan so-
luseindan ja hapetetaan peroksidaasien ja lakkaasien avulla ligniinipolymeeriksi. Ligniini
on hydrofobinen fenolipolymeeri, joka koostuu kolmesta alkoholi alayksikosta: p-kuma-
ryylialkoholi, koniferyylialkoholi, ja sinapyylialkoholi (kuva 4). [12, s. 1, 3] Alayksikdiden
yhteispiirre on kolmi-hiilinen sivuketju, joka on kiinni aromaattisessa renkaassa. [19, s.
1001] Ligniinin tuotanto ja siita johtuva solun puutuminen alkaa keskilevysta ja solun
kulmista ja etenee solun sisaanpain, lopputuloksena on aina solukuolema. Ligniini tayt-

t&& vapaana olevaa tilaa selluloosan, hemiselluloosan ja pektiinin valilla. [12, s. 3]

2.4.4 Fenoliyhdisteet

Putkilokasvit, johon metsdkuusi kuuluu, voivat tuottaa orgaanisia molekyyleja, joita kut-
sutaan sekundaarisiksi metaboliiteiksi, néitd ovat esim. fenoliyhdisteet. Nailla aineilla on
monta eri roolia kehityksessé ja puolustuksessa kasvin eri kehitysvaiheessa. Fenoleja
voidaan jakaa monofenoleiksi ja polyfenoleiksi (yhdisteet, jotka sisaltavat eri maaraa ala-
yksikkditd). Veteen liukenemattomat fenolit sijaitsevat soluseindssa ja veteen liukenevat
fenolit vakuoleissa. [20, s. 3268—3269] Kasvit tuottavat fenoliyhdisteita reaktiona stres-
siin, kuten UV-séteilyyn, vaurioitumiseen, patogeenin tai hyonteisen hyokkaykseen. Kas-
vin fenoliyhdisteiden perusrakenne siséltdd aromaattisen renkaan ja yhden tai useam-
man hydroksyyliryhméan. Fenoleihin kuuluvat mm. yksinkertaiset fenolit, ligniinit, kumarii-

nit, lignaanit, tanniinit, monofenolit, polyfenaolit, fenolihapot ja flavonoidit. [21, s. 2329]



Flavonoidit (2 alayksikkdd) ja tanniinit (3 tai enemman alayksikk6&) kuuluvat polyfenoli-
ryhmaan. Flavonoidit ovat yleisin edustettu variaineryhmé kasvikunnassa lehtivinrean ja
karotenoidien liséksi. Antosyaanit, jotka kuuluvat flavonoideihin, toimivat antioksidant-
tina, neutralisoimalla reaktiivista happiradikaalia, joka syntyy yhteyttamisen yhteydessa.
[20, s. 3268-3269]



3 Taustatiedot kaytetyista tekniikoista ja menetelmista

3.1 Kryopreservaatio

Kryopreservaatio (ts. kylmasailytys tai syvajaadytys) on tehokas ja pitkdaikainen tapa
sailyttda biologista materiaalia ilman haitallista solun sisaista jaadytysta. Eniten kaytet-
tyja tekniikoita ovat saéadetty hidas jaatyminen (engl. controlled rate cooling) ja vitrifikaa-
tio. Kryopreservaation menetelma perustuu dehydraatioon: vetté naytteessé korvataan
suoja-aineilla (ts. jaatymisestoaineilla) ja naytteita alijaahdytetédén joko nopeasti tai hi-
taasti, menetelmasta riippuen. [10, s. 34] Suoja-aineena voi toimia esim. glyseroli, ety-
leeniglykoli, sakkaroosi, dimetyylisulfoksidi (DMSO) ja niiden seokset. Naytteita sailyte-
taan pienissa erissa ja melko pienissa tiloissa. Myoskaan yllapito ja laitteiston huollot
eivat ole vaativia. [10, s. 33, 35; 22, s. 31]

Saadetyssa jaatymisessa naytetta kasitellaan suoja-aineilla ja hitaasti (-1 °C minuutissa)
jaadytetaan -40 °C:seen. Jaan muodostuminen alkaa -9 °C:ssa solun solujenvalisessa
tilassa. Solulimaan liuenneet aineet vakevoityvat ja estavat jaatymista. Soluseina suojaa
solua jaakiteiltd. Kun jaatyminen jatkuu alle -9 °C:n, solujenvélinen tila on niin jaakitey-

tynyt, ettd solulima luovuttaa sille lisaa vetta ja vakevoityy enemman. [9; 10]

Neste voi muuttua kiinteaan olomuotoon kahdella tavalla. Kun neste muuttuu jaakiteiksi,
sitd kutsutaan jadnmuodostumiseksi. Jos jdAdnmuodostuminen tapahtuu solun sisélla,
solu kuolee, koska jaakiteet tuhoavat solun rakenteita. Kasvisolun vakuoli sisdltéda run-
saasti vettd, sen takia kasvisolun pakastus on haastava tehtava. [9, s. 146] Vitrifikaati-
0ssa naytettd jaadytetaan nopeasti -196 °C:seen ja nesteen olomuodon vaihto tapahtuu
eri tavalla. Vitrifikaatio eroaa jaanmuodostuksesta silld, etta hyvin konsentroitunut suoja-
aine jaatyy nopeasti ja muuttuu metastabiiliksi (ylikyllastetyksi) lasiksi ilman kiteytymista
seka jadkiteiksi muodostumista. Lasi on aineen kiintea muoto, joka on ei-kiteinen ja
amorfinen. Lasin muodostuminen johtaa solun vakaaseen lepotilaan. Vettd on hankala
muuttaa lasiksi, silla jaékiteiden muodostumisen nopeus on suuri. Sen sijaan jaatymi-
sestoaineet ovat hyvin viskoosisia. Jdatymisessd muodostunut lasi on erittain viskoosi-
nen, siité johtuen molekyylien liike hidastuu ja solun kaikki kemialliset reaktiot pysahty-
vat. Toinen vitrifikaation hyddyllinen puoli on se, etta lasin muodostuminen saattaa estaa
kudoksen/solukon luhistumista, soluliman liuenneiden aineiden vakevoitymisté ja pH:n
muutosta. [10, s. 34, 36]
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Kryopreservaatio on suuri stressi soluille. Solujen selviytyminen kryopreservaatiosta riip-
puu mm. aineenvaihduntatuotteiden tuotannosta, solun muodosta, veden maarasta ja

aineenvaihdunnan kapasiteetista. [9, s. 146]

3.2 Fenolianalyysi

Fenolianalyysimenetelmat ovat laajasti kaytdssa elintarviketeollisuudessa. Useimmiten
fenoleja analysoidaan ruoasta (hedelmistd, viljasta, pavuista, vihanneksista) ja juomista

(kahvista, teestd, kaakaosta, viineista, mehuista). [21, s. 2330]

3.3 Folin-Ciocalteu-menetelma (FC-menetelma)

Ensimmaisen fenolianalyysireagenssin kehittivat tutkijat Folin ja Denis. Reagenssissa
olevat molybdeeni- ja wolframifosfaatti reagoivat tyrosiinin kanssa ja liuos muuttuu si-
niseksi, proteiinien lasna ollessa. [23, s. 154] Tutkijat Folin ja Ciocalteu paransivat rea-
genssin koostumusta kasvattamalla molybdeenin osuutta ja lisaamalla litiumsulfaattia
reagenssiin. Litiumsulfaatti esti aineiden saostumista, joka hairitsee mittauksia. [23, s.
155] FC-menetelma on kolorimetrinen menetelma eli vari-indikaattorimenetelma, jossa
kahden aineen reaktion tuloksena on havaittava varimuutos (liuos muuttuu siniseksi),

joka on verrannollinen tutkittavaan aineen maaraan. [24, s. 5990]

Jotkut fenolit (fenoliset alkoholit, osa flavonoideista, fenolihapot) sisaltavat OH-ryhman,
joka FC-reaktiossa on elektronin luovuttaja [21, s. 2329]. FC-reagenssi pelkistyy ja fenolit
hapettuvat, mutta tarkkaan reaktion mekanismia ei tiedetd. FC-reaktio tapahtuu alkali-
sissa olosuhteissa, jotka saavutetaan lisaamalla natriumkarbonaattia (Na>COs). Kun pH
on noin 10, fenolihapot ja -alkoholit muuttuvat fenolaatti-ioneiksi ja pelkistavat FC-rea-
genssin. Varin muutosta mitattiin spektrofotometrilla. FC-menetelma ei ole hyvin spesifi-
nen ja muut aineet (esim. askorbiinihappo, pelkistavat sokerit) fenolien lisaksi voivat rea-

goida reagenssin kanssa ja vaarentad tuloksia. [24, s. 5991]
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4 Tutkimusmenetelmat

4.1 Solukoiden kasvatusolosuhteet

Tata insindorityota tehtdessa kaytettiin metsakuusen solukoita erilaisista kasvuolosuh-
teista. Kaytetyn kasvatusalustan koostumus on esitetty litteessa 1. Solukot jaettiin kah-
teen ryhmé&an: toinen kasvatettiin jatkuvassa valossa toinen rytmivalossa (16 h valoa / 8
h pime&dd). Molemmissa tapauksissa kaytettiin Osram warm white -lamppuja (noin 20—
50 umol m-? s-1). Toinen osatekija oli auksiinin maara, tyossa kaytettiin auksiinin syn-
teettista vastinetta 2,4-dikloorifenoksietikkahappoa (2,4-D:ta). Auksiini on kasvihormoni,
joka edistaa monia fysiologisia tapahtumia, mm. apikaalista kasvua (eli karjessa tapah-
tuva kasvu) versoissa, solujen erilaistumista ja jakautumista. Auksiinin kaytdssa pitaa
olla varovainen, silla isoina pitoisuuksina se voi toimia torjunta-aineena. [15, s. 884; 25,
s. 15-16] Kaikki kaytetyt olosuhdeyhdistelmat on esitetty taulukossa 1. Auksiinin lisaksi
kasvatusliuoksiin oli lisétty kinetiinid. Se on kasvihormoni, joka kuuluu sytokiniineihin ja
edistaa solun jakautumista. [15, s. 873—-874] Tybtskentelytapojen on oltava aseptiset,
koska sieni- tai bakteerikasvusto voittaa kasvussa hitaasti kasvavan metsakuusen solu-
kon [9, s. 144].

Kokeisiin otettiin ne solukot, jotka olivat eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa, silloin so-
lut ovat kaikista optimaalisessa fysiologisessa tilassa. Kasvisolujen kuten bakteerisolu-
jen kasvu tapahtuu eri vaiheiden kautta: lag-vaihe, eksponentiaalisen kasvun vaihe, sta-
tion&éarivaihe ja kuolinvaihe. [26] Kaikista sopivimmat ovat ne solut, jotka ovat eksponen-
tiaalisessa kasvuvaiheessa. Metsékuusen solukolla se on kahden viikon péasta siirros-

tuksesta.
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Taulukko 1. Yhteenveto kaikista olosuhde-kombinaatioista, joita on kaytetty kryopreservaatiossa, jalkites-
tauksessa ja fenolianalyysissa. Kombinaatiot on numeroitu 1-6.

Pehmea solukko Kova solukko

Rytmivalo Rytmivalo

Valo (16 hvaloa/ 8 h alo 16 hvaloa/8h

Auksiini pimeaa Auksiini Jatkuva valo pimeaa

Kryo, 1 Kryo, 3 | Kryo, 5

liuoskontrolli, liuoskontrolli, liuoskontrolli,
Normaali maara | varsinainen Normaali maara |varsinainen kont- | varsinainen kont-
(0,01 mM) kontrolli (0,01 mM) rolli rolli

Kryo, 2 Kryo, 4 |Kryo, 6

liuoskontrolli, liuoskontrolli, liuoskontrolli,
1/2 maara varsinainen 1/2 maara varsinainen kont- | varsinainen kont-
(0,005 mM) kontrolli (0,005 mM) rolli rolli

4.2 Metsakuusisolukon kryopreservaation menetelméa

Kryopreservaation ensimméinen askel on solukoiden esikasvatus kasvatusalustalla,
joka sisaltda osmoottisesti aktiivista ainetta — sakkaroosia [10, s. 35]. Esikasvatuksessa
solukko erittédd vetta kasvatusalustaan, joten veden maara soluissa pienenee. Seuraa-
vaksi solukoita altistetaan osmoosiliuoksella, joka sisaltaa glyserolia ja sakkaroosia. Ka-
sittelylla parannetaan solujen osmolariteettia ja toleranssia dehydraatiolle. [10, s. 35, 43]
Varsinainen dehydraatio tapahtuu, kun soluja kasitelladn PVS2-liuoksella (plant vitrifi-
cation solution 2). Kasittelyn ajalla on merkitysta vitrifikaation onnistumisessa, silla PVS2

sisédltaa toksisia aineita. [10, s. 44]

Kun kasittely on tehty, solut jaadytetddn nopeasti nestetypen avulla. Samoin solujen su-
lattamisen on oltava nopeaa, jotta jaakiteita ei ehtisi muodostua. [10, s. 35—-36] Kryopre-
servaation aikana kryoputket vieddan pois laminaarikaapista epéasteriilin ympéaristéon,
esim. kun naytteet siirretddn nestetyppeen. Valttadkseen kontaminaatiota on tarkea des-
infioida putket ja muut tarvikkeet 70-prosenttisella etanolilla. [9, s. 150] Soluja pestdan
pesuliuoksella sulattamisen jalkeen mahdollisimman nopeasti. Solut siirretdan suodatin-

paperille kasvatusalustalla. [10, s. 36]

4.2.1 Kryopreservaation menettelytapa

Menettelytapa perustuu japanilaisen tutkijan Sakain menetelmaan. [10, s. 33-57]
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Materiaalit ja reagenssit:

Latausliuos 1 (loading solution): kasvatusliuos 2-N (liite 1), jossa on 0,4 M
sakkaroosi, 2 M glyseroli; ilman kinetiinia ja 2,4-D:ta.

PVS2-liuos: kasvatusliuos 2-N, jossa on 4,7 M glyseroli, 5,2 M etyleenigly-
koli, 0,4 M sakkaroosi; ilman kinetiinid ja 2,4-D:ta. 2,1 M DMSO:n lisays au-
toklavoinnin jalkeen.

Pesuliuos 2 (unloading solution): kasvatusliuos 2-N, jossa on 1,2 M sakka-
roosi ja 2 M glyseroli.

Kasvatusalusta 1: kasvatusalusta 2-N (lite 1), jossa on 0,2 M sakkaroosi

Kasvatusalusta 2: kasvatusalusta 2-N, jossa on 0,4 M sakkaroosi

Menettelytapa:

Kokeissa oli kahdenlaisia kontrolleja. Ensimmaiseen ryhmé&an kuuluivat saman erén so-
lukot, jotka eivét kayneet lapi mitaan kasittelya (3 kpl.). Toinen ryhma koostui liuoskont-
rolleista. Nama solukot olivat kayneet kaikki vaiheet [api, paitsi varsinaista pakastusta
(ohjeessa vaiheet 6 ja 7). Tavallisesti kokeeseen otettiin kolme palaa solukkoa liuoskont-
rollina ja 8 — 12 palaa pakastukseen. Esikasvatukset 0,2 M ja 0,4 M sakkaroosi-alustalla
kestivat 48 tuntia yhteensa. Itse kryopreservaatio kesti noin 4-6 tuntia, seka jalkikasvatus

oli 24 tuntinen.

1. Kaksiviikkoisia solukoita esikasvatettiin 0,2 M sakkaroosialustalla, valoryt-
missa (joko jatkuvassa valossa tai rytmivalossa: 16 h valoa/ 8 h pimeaa), +25

°C:ssa, vuorokauden ajan.
2. Siirrettiin solukot 0,4 M alustalle vuorokaudeksi.

3. Tasta alkaen kaikki tapahtui laminaarikaapissa. 2 ml:n kryoputkeen pipetoitiin
950 pl latausliuosta 1.

4. Solukoita siirrettiin putkeen ja inkuboitiin 20 — 30 min huoneenlammassa.

5. Liuosta poistetiin steriililla lasillisella pasteurpipetilla ja tilalle laitettiin 950 pl

PVS2-liuosta. Inkuboitiin 1 tunti jaalla.

6. Inkuboinnin jalkeen noin 500 pl PVS2-liuosta poistetiin ja siirrettiin putket nes-

tetyppeen vahintaan tunniksi.
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7. Nestetypen jalkeen putket siirrettiin 38 asteeseen vesihauteeseen 1,5 minuu-
tiksi.
8. Putket desinfioitin 70-prosenttisella etanolilla ja poistetiin jaljelld olevaa

PVS2-liuosta.

9. Putkiin liséttiin 950 pl pesuliuosta 2 ja inkuboitiin soluja 20—30 minuuttia huo-

neenlammaossa.

10. Pesuliuosta poistetiin ja soluja siirrettiin suodatinpaperille (Whatman 1), joka
on 0,4 M sakkaroosia sisdltavan kasvatusalustan paalla. Inkuboitiin soluja

tunnin ajan pimeydessa.

11. Inkuboinnin jalkeen soluja siirrettiin suodatinpaperin avulla 0,2 M sakkaroosia

siséltavalle alustalle ja jatettiin pimeaan, +25 °C:seen vuorokaudeksi.

12. Vuorokauden paéasta solut siirrettiin tavalliselle kasvatusalustalle ilman suo-

datinpaperia ja vietiin rytmivalokaappiin. Soluja seurattiin kuukauden ajan.

4.2.2 Kryopreservaation jalkitestaus

Kryopreservaation jalkeen oli tarkea tarkistaa, etta solukko edelleen tuottaa ligniinia kas-
vatusalustaansa. Onnistuneista kokeista otettiin solukoita liuoskasvatuskokeeseen:
liuoskontrollisolukoita (5 toistoa), kryopreservaatiosta (kryo) selviytyneita solukoita (5
toistoa) ja saman eran solukoita (5 toistoa), jotka eivat kdyneet mitaan kasittelya lapi.
Yhteensa 15 pulloa per koe. Kokeeseen otettiin soluja kombinaatioista 1, 4, 5 ja 6 (tau-
lukko 1).

Materiaalit ja reagenssit:

Kasvatusliuos 5’ (liite 1): mikroravinteet lisattiin ennen kokeen alkamista.

Menettelytapa:

1. Laminaarikaapissa kasvatusalustaan 5’ (liite 1) lisatiin mikroravinteita.

2. Kasvatusalusta 5’ jaettiin aseptisesti 100 ml:n erlenmeyerpulloihin (25 ml per

pullo).

3. Pulloihin lisattiin 2,5 viikkoisia solukoita, 2 palaa per pullo. Pullo suljettiin foli-

olla.
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4. Solukoita kasvatettiin +20 °C:ssa, ravistelijassa (100 rpm), rytmivalossa (16

h valoa / 8 h pime&&) (Osram warm white -lamppu).

5. Solujatarkasteltiin viiden, seitseman ja kymmenen péivan kuluttua silmamaa-

raisesti.

6. Miracloth-kangasta kaytettiin eristamaéan liuosta soluista Sorvall-putkiin. Tyo
tehtiin jaalla.

7. Putket tasopainotettiin ja sentrifugoitiin (+4 °C:ssa, 40 minuuttia, 18 500 g),

jatkotutkimuksia varten.

4.3 Fenolianalyysin menetelma

Kryopreservaation aikana ilmeni, etta kova solukko selvisi paremmin kuin pehmea. Ole-
tettiin, ettd soluseinan koostumus ja solunsisaisien fenolien méaara kovassa ja pehme-
assa solukossa oli erilainen. Paatettiin tehda kokonais-fenoliyhdisteiden (engl. TPC el
Total Phenolic Content) analyysi FC-menetelmalla.

Menetelman optimointi on hyvin aikaa kuluttavaa. Mutta tehtyna oikein se nopeuttaa var-
sinaisten mittausten tekoa ja data-analyysia. Fenolien rynma on hyvin laaja. Menetelmén
validoinnissa on mietittava, missa muodossa nayte on ja minkalainen on naytteen mat-
riisi. Nestemaiset naytteet, kuten viinit, vakiviinat ja kirkkaat mehut voidaan esim. injek-
toida suoraan analysaattoriin suodatuksen, puhdistuksen tai sentrifugoinnin jalkeen.
Kiinteat naytteet kulkevat muutaman esivalmistelun lapi ennen kuin fenoleita voidaan

uuttaa. [20, s. 3272] Tassa tydssa naytteenda oli kasvisolukko eli kiintea matriisi.

Kasvisolu siséltéda runsaasti vetta (mm. suurin maaré on vakuolissa). Ensimmainen poh-
dinta esivalmistelussa koski, milla tavalla vetta poistetaan soluista, jotta fenolin maara ei
muuttuisi. Kolme yleisintd kuivaustekniikkaa ovat kylmé&kuivaus eli lyofilisaatio, ilma-
kuivaus ja uunikuivaus. Kylmakuivaus valittiin sen perusteella, etta se on hella mene-
telmé&, joka vaikuttaa vahiten matriisin koostumukseen. Kuivaus tapahtui kolmena perak-
kaisena paivana lyofilisaattorissa. Naytteitad punnittiin ennen ja jalkeen kuivaamista. Kui-

vaamisen jalkeen naytteita jauhettiin pallomyllylla. [21, s. 2330]

Seuraava askel analyysissa on fenolien uutto liuottimella. Kiintedstd matriisista fenoleja

pitdd saada kirkkaaksi uutteeksi, jotta nayte olisi sopivaa varinmuutoksen mittaukseen.
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Eri liuottimet eri vahvuuksilla sopivat paremmin tietynlaisiin fenoleihin. Usein liuottimena
kaytetaan vettd, asetonia, etyyliasetaattia, metanolia, etanolia, propanolia ja niiden seok-
sia. [21, s. 2334-2336; 23, s. 159] Kirjallisuuden katsauksen tuloksena 70-prosenttinen
metanoli oli paras valinta. Myds uuttomenetelmalla on vaikutusta saantoon. Se voi olla
mikroaalto-avustettu uutto (engl. MAE eli Microwave-Assisted Extraction) tai ultragénella
avustettu uutto (engl. UAE eli Ultrasound-Assisted Extraction). [21, s. 2334—-2335] Ky-
seisen analyysin tavoite oli eristdd kokonaisfenolit. Uutto tehtiin sonikaattorissa (ts. ult-
raganihomogenisaattorissa). Nayte laitetaan veteen putkissa, sonikaattori muodostaa
aallot, jotka luovat kuplia naytteessa. Kuplat rajahtdessaan vapauttavat ison maaran
energiaa ja rikkovat naytetta ja liuotin sekoittuu naytteen kanssa. [21, s. 2334] Tata pro-

sessia kutsutaan kavitaatioksi.

Fenolien maara riippuu uuttojen maarasta. Tarvittavien uuttojen maaran tarkistamiseksi,
tehtiin vielé toisenlainen esikoe. Fenoleja uutettiin 1, 2 ja 3 kertaa. Kokeista huomattiin,
ettd ensimmaiselld uutolla tulee suurin méara fenoleja. Toisella uutolla fenolien maara
pienenee 1,5-2,5 kertaa. Kolmannen uuton jalkeen fenolien mééara oli sama kuin toisen
uuton jalkeen, eli kolmannen uuton saanto oli pieni. Paadyttiin tekemaan kaksi uuttoa, ja

mittaamaan fenolien maara yhdistetysta uutteesta.

4.3.1 Menetelman optimointi

Jotta mittaukset olisivat verrattavissa toisiinsa, piti asettaa standardisuora, johon tuloksia
verrattiin. Historiallisesti yleisimmin kaytetty vertailu standardi on gallushappo. [23, s.
158] Tassa insinddritydossa kaytettiin ferulahappoa (Sigma, 4-hydroxy-3-metho-
Xycinnamic acid) ja se on toiminut yhta hyvin kuin gallushappo. Ensin tehtiin kantaliuosta
1 mg/ml, liuottamalla ainetta metanoliin ja tayttamalla lopputilavuus vedelld. Sitten tehtiin
laimennossarjan 200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 5 pg/ml ja 1 pg/ml 70-pro-
senttisessa metanolissa. Standardisuoran sdatamisen lisaksi maariteltiin FC-reaktiossa
kaytettavan natriumkarbonaatin sopivin pitoisuus. Kandidaatteina oli 3-prosenttinen ja

3,3-prosenttinen natriumkarbonaatin loppupitoisuudet.
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4.3.2 Askorbiinihapon vaikutus mittauksiin

FC-menetelm&an voivat vaikuttaa fenolien lisaksi kasvissa olevat muut yhdisteet (kuten
esim. pelkistavét sokerit ja askorbiinihappo). Askorbiinihappo reagoi nopeasti FC-rea-
genssin kanssa, ennen kuin natriumkarbonaattia lisataan. [24, s. 5993] Askorbiinihapon
maaran tarkistamiseksi oli otettu esimittaus kayttoon. Esimittaus tehtiin, kun nayte, vesi
ja FC-reagenssi oli lisatty kuoppaan mittauslevylle. Seosta inkuboitiin 3 minuuttia. Sen
jalkeen absorbanssia luettiin 750 nm:lla. Saatu tulos vahennettiin loppumittauksesta kah-
den tunnin inkuboinnin jalkeen saadusta lopputuloksesta. [24, s. 5995] Askorbiinihapon
mittaukset tehtiin kolmelle ensimmaiselle naytteelle. Saatujen tulosten keskiarvon suu-
rus oli Iahell& nolla. Tulokset viittasivat siihen, ettei naytteessa ole hairitsevdd maaraa

askorbiinihappoa. Testikokeiden jalkeen esimittausta ei tehty muille naytteille.

4.3.3 Fenolianalyysin menettelytapa

Analyysissa pyrittiin tekemaan kolme toistoa jokaisesta solukkotyypista. Kuitenkin joskus
kavi silla tavalla, ettd tarvittavaa solukon tyyppia ei enéé ollut saatavilla. Solukon tottu-
minen uuteen kasvatusalustaan kestda monia kuukausia, sen takia jotkut toistot paatet-
tiin jattaa tekematta. Yhteensa kokeisiin otettiin kuusi solukkotyypin kombinaatiota (tau-
lukko 1).

Materiaalit ja reagenssit:

Uuttoliuotin: 70 % metanoli

Standardi suora: ferulahappo konsentraatiolla 0-200 pg/ml

FC-reagenssi (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, 2N, with respect to acid,
Fluka Analytical): hapon suhteeseen 2N

18-prosenttinen natriumkarbonaattiliuos

Menettelytapa:

1. Kuukauden ikaisia solukoita pakastettiin -80 ‘C:seen nestetypen kautta. So-
lukot punnittiin ennen pakastusta. Pakastus oli valttaméaton, koska solukoiden

maara oli suuri, eiké ollut mahdollista analysoida néaita kaikkia kerrallaan.

2. Solukoita kuivattiin lyofilisaattorissa kolme paivad. Kuivamassa punnittiin kui-

vaamisen jalkeen, etta siitd voisi analysoida veden maaran naytteessa.
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Solukoita jauhettiin pallomyllylla. Pallomyllyn merkki oli Mixer Mill MM 400 —
RETSCH. Kaytettiin frekvenssia 28,0, 30 sekuntia, pallon séde oli 2 mm. Jau-
hetut solukot sailytettiin folioon k&éarittyna valolta suojassa huoneenl&dm-
madssa. Fenoliyhdisteet ovat herkkid UV-valolle ja hajoavat sen vaikutuksesta

nopeasti.

Kuva 5. Ero on huomattava
kahden solukon valilla. Molem-
missa putkissa on noin 6 mg
ainetta.

Naytetta punnittiin (kuva 5), tavoite oli 6 mg, tarkka paino kirjoitettiin ylos.
Jauhetuista solukoista fenoleja uutettiin 2 kertaa 70-prosentisella metanolilla
(900 pl) sonikaattorissa, +25 °C:ssa, 30 min. Uutto tehtiin pimeéssa.

Putket sentrifugointiin 10 min, 17 000 g, huoneenlammadssa. Uutto toistettiin.
Uutteet yhdistettiin yhdeksi naytteeksi.

Varsinainen fenolianalyysi tehtiin suojaamalla naytettd auringonvalolta. 96-
kuoppalevylle pipetoitiin seuraavassa jarjestyksessa:

o 15 ul naytetté/standardia
o 220 ul MilliQ-vetta
o 15 ul FC-reagenssia.

Pipetoinnin ja sekoituksen jalkeen reaktion annettiin olla 4 minuuttia pimey-
dessa. 4 minuutin jalkeen kuoppalevylle liséttiin 50 pl 18-prosenttista natrium-
karbonaattia. Inkuboitiin 2 h pimeydessa. Reaktion kokotilavuus oli 300 pl.

Inkuboinnin jalkeen levyé luettiin spektrofotometrilla 750 nm:lla.

Tulokset analysointiin ja laskettiin fenolien maéara standardisuoran avulla.



19

4.4 Tilastollinen analyysi

Tulosten analysoinnissa kaytettiin IBM SPSS Statistics -ohjelmaa. SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) on tilastotieteelliseen analyysiin suunniteltu ohjelmisto.
Koska otoksien méaara oli alle 50, kaytettiin Shapiro-Wilk -normaalisuustestia. Testi ker-
too tuloksien normaalisuudesta eli miten tulokset ovat jakautuneet verrattuna normaali-
jakaumaan. Testin nollahypoteesi on se, etta otoksen tulokset ovat normaalisti jakautu-
neet. Merkitsevyystasona kaytettiin 0,05. Jos aineiston laskettu testisuure (p-arvo) on

alle 0,05, nollahypoteesia hylataan. [27]

Jos aineisto ei ole normaalisti jakautunut, kaytettin Mann-Whitney U -ei-parametrista
testid. Talla testilld testataan kahden riippumattoman otoksen valisen eron merkit-
sevyytta. Merkitsevyystasona kaytettiin 0,05. Testin nollahypoteesina on se, etté tarkas-
teltavan muuttujan jakauma on sama molemmissa ryhmisséa. Jos aineiston laskettu tes-

tisuure (p-arvo) on alle 0,05, nollahypoteesia hylataan. [28]
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5 Tulokset

5.1 Kryopreservaation tulokset

Tehtiin yhteensé 13 kryokoetta eli koetta, joissa esikasiteltya solukkoa pakastettiin ja sen
jalkeen sulatettiin. Sulatettujen solukoiden selviytymisté seurattiin analysoimalla silméa-
maaraisesti solukoiden elavyyttd, kuntoa ja liuos jalkikasvatuksen avulla. Pyrittiin teke-
maén kolme toistoa jokaisesta kokeesta. Taulukossa 2 nakyy kaikkien kokeiden tulokset
ja niiden keskiarvot, keskihajonnat ja keskivirheet. Kokeita 1-3 ei otettu huomioon tilas-
tollisessa analyysissa, koska selviytymisprosentti oli nolla ja solukoiden erottelu koviin ja
pehmeisiin aloitettiin vasta kolmannen kokeen jalkeen. Kokeita 7 ja 9 ei otettu analyysiin
mukaan sen takia, ettd nama solukot esikasvatettiin jatkuvassa valossa 1 viikko ja 2 viik-
koa ennen koetta. Nama solukot eivat olleet peraisin jatkuvasta valosta tai rytmivalosta.
Selviytyneiden solukoiden maaréat olivat suurimmat kovalla solukolla rytmivalosta (0,005

mM auksiini) ja kovalla solukolla jatkuvasta valosta (0,005 mM auksiini).
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Taulukko 2. Yhteenvetotaulukko kokeista 4—-13. Kryopreservaatiokokeissa elavina selviytyneet solukot ja
niiden liuoskontrollit. Taulukosta I6ytyy koepalojen selviytymissuhdeluvut per koe. Selviytymissuhdeluvut
saatiin jakamalla selviytyneiden palojen maara kaikkien palojen maaralla. Liuoskontrolleja oli jokaisessa ko-
keessa 3 kpl, pakastettavien solukoiden palojen maara vaihtelee 8—12.

Kova solukko, jatkuva valo, 0.005 mM auksiini

Keskiarvo Keskihajonta Keskiarvon keskivirhe

Kryossa kdyneet solukot 0.83 0.4 0.62 0.22 0.15

Liuoskontrolli 1 1 1.00 0.00 0.00}
koe 4 koe 10

Kova solukko, rytmivalo, 0.005 mM auksiini

Kryossa kdyneet solukot 0.33 0.6 0.25 0.39 0.15 0.09

Liuoskontrolli 0.67 1 1 0.89 0.16 0.09
koe 4 koe 8 koe 12

Kova solukko, rytmivalo, 0.01 mM auksiini

Kryossa kayneet solukot 0.6 0.60 0.00 0.00

Liuoskontrolli 1 1.00 0.00 0.00}
koe 6

Kova solukko, jatkuva valo, 0.01 mM auksiini

Kryossa kdyneet solukot 0.67 0 0.34 0.34 0.24

Liuoskontrolli 1 0.67 0.84 0.17 0.12
koe 5 koe 10

Pehmea solukko, rytmivalo, 0.01 mM auksiini

Kryossa kadyneet solukot 0 0.4 0 0 0 0.08 0.16 0.07,

Liuoskontrolli 0 0.67 0 0 0.33 0.20 0.27 0.12
koe 5 koe 6 koe7 koe 11 koel3

Pehmea solukko, rytmivalo, 0.005 mM auksiini
Kryossa kdyneet solukot 0 0 0 0.00 0.00 0.00}
Liuoskontrolli 0.67 0 0 0.22 0.32 0.18

koe 8 koe 9 koe 13

Tata tyota tehtdessa huomattiin, ettd solukkoa voidaan jakaa kahteen ryhmaan morfolo-
gian (solukon muodon ja rakenteen) perusteella. Toinen ryhma nimettiin "kovaksi”, toi-
nen "pehmedksi’. Pehmed solukko (kuva 6) oli hyvin pehmedad, hajosi yksittaisiksi so-
luiksi ja kasittelyn jalkeen vérjaytyi vaalean keltaiseksi. Pehmeéa solukko kasvoi vain ry-
tivalossa. Jatkuvassa valossa pehmeéta solukkoa ei ollut, koska kaikki solut kovettuivat
muutamassa viikossa. Kova solukko sen sijan (kuva 7) koostui isommista soluaggregaa-
teista, se oli kovempaa ja kryo-kasittelyn jalkeen varjaytyi ruskeaksi. Kovaa solukkoa

muodostui seka jatkuvassa valossa etta rytmivalossa.

Kokeiden aikana huomattiin, ettd ruskeaksi varjaytynyt solukko selvisi paremmin kuin

vaaleaksi muuttunut solukko. Kuvat on otettu kuukauden paasta kryopreservaatiosta.
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Varin muutos voisi johtua solusisdisista fenoleista. Kun fenolit hapettuvat, solukko muut-

tuu ruskeaksi.

Kuva 6. 0,005 mM auksiini, rytmivalosta,
kryopreservaatiossa kaynyt pehmeé so-
lukko. Solukko on kuollut.

Kuva 7. 0,01 mM auksiini, rytmivalosta.
Kova solukko on selviytynyt kryopreser-
vaatiosta. Selviytyneiden solujen se-
assa on myos kuolleita ruskeita soluja.

5.2 Kryopreservaation tulosten tilastollinen analysointi

Kryopreservaation tulokset jaettiin kolmeen ryhmé&an kasvuolosuhteen perusteella seka
solukkotyypin perusteella. Tuloksia verrattiin tilastollisesti kunkin ryhmén sisalla (jatkuva
valo vs. rytmivalo; 0,005 mM auksiini vs. 0,01 mM auksiini; kova solukko vs. pehmeé

solukko). Tilastollisessa analyysisessa vertaukset tehtiin ryhmien sisalla.

Ensin aineiston normaalisuutta tarkistettiin Shapiro-Wilk -testilla (liite 2, taulukko 4) [27].
Vain kovan solukon, jatkuvan valon ja 0,005 mM auksiinin tulokset ovat normaalisti ja-
kautunut (niiden p-arvo on suurempi 0,05). Muiden tapauksessa nollahypoteesia hylat-
tiin. Koska osa tuloksista ei noudattanut normaalijakauma, kaytettiin kaksisuuntaista ei-

parametrista Mann-Whitney U -testia.

Nollahypoteesina oli se, ettad tarkasteltavan kryopreservaation selviytymissuhdelukujen

jakauma on sama molemmissa ryhmissa. Valon tyyppien keskeinen vertailu sai p-

arvoksi 0,133 (Mann-Whitney U = 37, n1= 4, n, = 12, kaksisuuntainen). Auksiinin maaran
keskeinen vertailu sai p-arvoksi 0,574 (Mann-Whitney U = 26,5, n1 = 8, n, = 8, kaksisuun-

tainen). Niiden suhteessa nollahypoteesia ei hylatty, koska p-arvot olivat suurempi kuin
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0,05. Eli valolla ja aluksilla ei ollut vaikutusta solukoiden selviytymiseen kryopreservaa-
tiosta. Solukon tyyppien vertailussa saatiin p-arvoksi 0,007 (Mann-Whitney U = 57, n; =
8, n2 = 8, kaksisuuntainen), joten nollahypoteesia hylattiin. Toisien sanojen solukkotyyp-
pien valilla on merkitseva ero. [28]

5.3 Liuoskasvatuksen tulokset

Kryopreservaation jalkeen on tarkea varmistaa, etta solukot edelleen tuottavat ligniinia.
Sita varten tehtiin liuoskasvatuskoe, johon otettiin kryopreservaariosta selviytyneet solu-
kot, liuoskontrollit ja saman paivamaaran solukot. Jo viidennesta paivasta alkaen jotkut
solukot alkoivat tuottamaan ligniinia (kuva 8). Ulkosoluinen ligniini nakyi valkoisena sa-
ostumana liuoksessa. Kymmenen paivan kuluttua kokeen alkamisesta 68 % solukoista
ovat tuottaneet ligniinia kasvatusalustaansa (kuva 9). Ligniinin maara maariteltiin silma-
maaraisesti. Pehmean solukon liuos kontrolli ei tuottanut ligniini&, sen sijaan pakastuk-
sessa kaynyt kova solukko alkoi tuottaa ligniinia kymmenessa paivassa aloituksesta. Ko-
van solukon kontrolli, joka ei kaynyt kasittelyn 1&pi, ei myoskaan tuottanut ligniinia.

Kuva 8. Kova solukko, joka on selviytynyt kryopreservaatiosta. Paiva 5. Ligniinin tuotanto alkoi
viidennessa pullossa (liuos ndkyy sameana). Muissa pulloissa ligniinin tuotanto ei viel& alkanut
(liuos nakyy kirkkaalta).
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Kuva 9. Kova solukko, joka on selviytynyt kryopreservaatiosta. Paiva 10. Ligniinin tuotanto
nékyy kaikissa pulloissa (liuos nakyy sameana)

5.4 Fenolianalyysin optimointitulokset

Kovien ja pehmeiden solukoiden solunsisaiset fenolit paatettiin tutkia FC-menetelmalla.
Kirjallisuudesta saatu menetelma optimoitiin metsékuusen solukkoa varten. Esikokeiden
perusteella tuli selvaksi, etta arvot 1 pg/ml ja 5 pg/ml ovat lahella nollaa, niita korvattiin
jatkossa yhdella arvolla 10 pg/ml. 3-prosenttinen natriumkarbonaatti antoi kaikista vanhi-
ten hajontaa, joten varsinaisia jatkokokeita tehtiin 3-prosentisella natriumkarbonaatilla
(kuvat 10 ja 11).
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Kuva 11. Esikoe 1.2, standardisuoran maaritys, 3-prosenttinen Na2COs, kokeessa on tehty kolme rinnak-
kaista maaritysta.



26

FC-reagenssin konsentraatiosta riippui, miten suuren fenoliaineiden maaran kanssa rea-
genssi ehtii reagoida. Lahtopisteena oli 12,5 mN FC-reagenssin loppupitoisuus. [24, s.
5994]
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Kuva 12. Esikoe 2. 12,5 mM FC-reagenssin standardisuora, naytteena ferulahappo.

Tuloksista nahd&an, ettéa absorbanssiarvo ei ole enda lineaarisella alueella (kuva 12).
Se kertoo siitd, ettd korkeimmalla fenolipitoisuuksilla 12,5 mN:n FC-reagenssia ei riita
reagoimaan kaikki fenolien kanssa. Paatettiin kokeilla FC-reagenssin loppupitoisuuksia

500 mN ja 25 mN.
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Kuva 13. Esikoe 3. FC-reagenssin konsentraatioiden (100 mN, 50 mN ja 25 mN) vertailukoe, néytteena
ferulahappo.
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Kuvassa 13 on esitetty yhteenveto kolmesta eri FC-reagenssin loppupitoisuudesta. Jo-
kaisella pitoisuudella tehtiin kolme rinnakkaista maaritysta. Kuten tuloksista nékyy, 100
mN FC-reagenssin pitoisuus nousee tasaisesti ja lineaarisesti, kun ferulahapon maara
nousee, ja se ehtii reagoida isoimman fenoliméaran kanssa. Jatkoon otettiin 100 mN

reagenssin loppupitoisuus.

5.5 Fenolianalyysin tulokset

Lahtooletuksena oli se, etté kovat solukot sisaltdvat enemman fenoleja, koska kryopre-
servaation jalkeen ne varjaytyvat ruskeaksi. Yhteensa tehtiin 6 koetta (taulukko 3). Ko-
keessa 5 myo6s kaytettiin solukkoa, jonka tyyppi ei ollut tiedossa. Kovan solukon kes-
kiarvo on suurempi kuin pehmeén solukon. Jatkuvan valon kovan solukon keskiarvo on

40,3, rytmivalon — 21,5 ja pehmean solukon — 8,6 pg/mg solu.

Taulukko 3. Fenolianalyysin yhteenveto.

Solukon tyyppi ja kasvatusolosuhteet | ug fenolia / mgsolu Era

kova, 0,005 mM auksiini, jatkuvavalo |71,4 9.10.2015
kova, 0,005 mM auksiini, jatkuvavalo [72,3 18.8.2015
kova, 0,005 mM auksiini, jatkuvavalo |8,8 24.6.2015
N/A, 0,005 mM auksiini, jatkuva valo |7,6 15.6.2016
kova, 0,01 mM auksiini, jatkuva valo 51,8 14.9.2015
kova, 0,01 mM auksiini, jatkuva valo 7,8 9.10.2015
kova, 0,01 mM auksiini, rytmivalo 14,5 7.9.2015
kova, 0,01 mM auksiini, rytmivalo 27,6 9.10.2015
kova, 0,005 mM auksiini, rytmivalo 32,9 9.10.2015
kova, 0,005 mM auksiini, rytmivalo 10,8 5.10.2015
pehmead, 0,005 mM auksiini, rytmivalo |6,5 5.10.2015
pehmea, 0,005 mM auksiini, rytmivalo |5,4 26.8.2015
pehmea, 0,005 mM auksiini, rytmivalo |6,5 29.6.2015
pehmed, 0,01 mM auksiini, rytmivalo |22,2 5.10.2015
pehmead, 0,01 mM auksiini, rytmivalo |6,1 29.6.2015
pehmed, 0,01 mM auksiini, rytmivalo 4,6 26.8.2015
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5.6 Fenolianalyysin tulosten tilastollinen analysointi

Fenolianalyysin tulokset jaettiin kolmeen ryhmaan kasvuolosuhteen perusteella seka so-
lukkotyypin perusteella. Tuloksia verrattiin tilastollisesti kunkin ryhman sisalla (jatkuva
valo vs. rytmivalo; 0,005 mM auksiini vs. 0,01 mM auksiini; kova solukko vs. pehmeé

solukko). Tilastollisessa analyysisessa vertaukset tehtiin ryhmien sisalla.

Ensin aineiston normaalisuutta tarkistettiin Shapiro-Wilk -testilla (liite 2, taulukko 5) [27].
Vain kovan solukon, jatkuvan valon ja 0,005 mM auksiinin tulokset ovat normaalisti ja-
kautunut (niiden p-arvo on suurempi kuin 0,05). Muiden tapauksessa nollahypoteesia
hylattiin. Koska osa tuloksista ei noudattanut normaalijakauma, kaytettiin kaksisuuntaista
ei-parametrista Mann-Whitney U -testia.

Nollahypoteesina oli se, etta tarkasteltavan fenolimaaréan jakauma on sama molemmissa
ryhmissa. Valon tyyppien keskeinen vertailu sai p-arvoksi 0,118 (Mann-Whitney U = 45,
ni=6, n; = 10, kaksisuuntainen). Auksiinin maaran keskeinen vertailu sai p-arvoksi 0,918
(Mann-Whitney U = 30, n1= 9, n2 = 7, kaksisuuntainen). Niiden suhteessa nollahypotee-
sia ei hylatty, koska p-arvot olivat suurempi kuin 0,05. Eli valolla ja aluksilla ei ollut vai-
kutusta fenolimaaraéan solukoissa. Solukon tyyppien vertailussa saatiin p-arvoksi 0,005
(Mann-Whitney U = 50, n1 = 9, n, = 6, kaksisuuntainen), joten nollahypoteesia hylattiin.

Toisien sanojen solukkotyyppien valilla on merkitseva ero. [28]
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6 Yhteenveto ja pohdinta

Talla insindorityolla oli kaksi tarkoitusta. Toinen oli tutkia valon, solukkotyypin ja kasvi-
hormoni auksiinin vaikutusta metsékuusen solukon selviytymiseen kryopreservaatiosta.
Insin6oritydn toinen tarkoitus oli optimoida sopivaa menetelma fenolianalyysin metsa-
kuusen solukosta. Molemmissa tapauksissa Mann-Whitney U -testin avulla osoitettiin,
ettd solukkotyypilla on vaikutusta seka selviytymiseen kryopreservaatiosta etta solukko-
tyypeilla on eroa solunsisaisissa fenolien maarassa. Toinen tarkeda huomautus koskee

kokeiden pientd maaraa. Pieni otos voisi vaikuttaa tilastolliseen analyysiin.

Kryopreservaatio oli onnistunut kovan solukon puolesta. Kryopreservaation aikana kavi
kuitenkin ilmi, etteivéat kaikki pehmeéan solukon liuoskontrollit olleet selvinneet. Tama voi
johtua pehmedan solukon morfologiasta. Kasvisolun todennakdisin vaurioitumisen syy
kryopreservaation aikana on solukalvon menetys. [29, s. 44] Pehmeé solukko hajoaa
helposti yksittaiseksi soluksi, joten suoja-aineet voivat esim. vaurioittaa solukalvoa. Toi-
saalta jos solu alunperin ei ollut tolerantti abioottiseen stressiin, sen mahdollisuudet sel-

viytya ovat tosi pienet. [26]

Suoja-aineet, kuten DMSO, voivat vaikuttaa seka positiivisesti etta negatiivisesti solun
perimaan. DMSO suojelee DNA:ta sateily varioitumiselta, mutta on epailya, ettd se myds
vaurioittaa DNA:ta ja/tai silla on epigeneettista vaikutusta perimaan. [29, s. 91-92] Solun

periman varioituminen voi olla myos syypaa liuoskontrollien kuolemiseen.

Esikasvatuksen vaiheen aikana solut olivat erittdneet vain vahan vettd sakkaroosialus-
taansa. Epaonnistunut kryopreservaatio voisi johtua veden suuresta maarasta solukoi-
den sisélla. Jadkiteiden muodostumien solun sisalla ja solun ulkopuolella voisi tuhoa so-

lun solukalvon. [29, s. 44]

Jatkotutkimuksena voisi tarkemmin analysoida pehmeén ja kovan solukon fenolia: erot-
taa mita nimenomaisia fenoliyhdisteita solukot sisaltavét (fenolihapot, lignaanit, tanniinit,

jne.)
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Kasvatusalustojen reseptit
Kaikki reseptit perustuvat Simolan (ym. 1992) julkaisuun. [2]
Kasvatusalusta 2-N /1l — se on peruskasvatusalusta, solukon yll&-

pito tehtiin talla kasvatusalustalla.

N6-makroravinteita (10x) 100 ml
CaCl, x 2 H>0 (25 mM) 45 ml
NaFe-EDTA (100x) 10 ml
Kinetiini (2,5 mM) 1ml
2,4-D (2 mM) 5ml
MS-vitamiinit (1000x) 1mi
Myo-inositoli 100 mg
Sakkaroosi 58 mM
Agar 649
T-mikroravinteet (125x) 8 ml

pH:ta saadettiin natriumhydroksidilla 5,6:een, lisattiin agaria ja autoklavoitiin. Kun alusta
on jadhtynyt noin 60 asteeseen, siihen lisattiin T-mikroravinteita steriili suodattamalla

(0,2 um suodatin) ja valettiin petrimaljoihin.

Kasvatusalusta %2-A: Sama alusta kuin 2-N, mutta 2,4-D:n mé&&ra on puolet normaali
maéarasta eli 0,005 mM.

Kasvatusliuokset 2-N ja ¥2-A: Sama resepti kuin kiintealla alustalla, mutta ilman agaria.

Kasvatusliuos 5’ /11 — se on jalkitestauksessa kaytetty liuos.
T-makroravinteita (10x) 100 ml

CaClz x 2 H20 (25 mM) 45 ml

NHsNO3 (100 mM) 100 ml

NaNOs (65 mM) 77 ml

NaFe-EDTA (100x) 10 ml

Kinetiini (2,5 mM) 1mi

2,4-D (2 mM) 0,25 ml

MS-vitamiinit (1000x) 1mi

Myo-inositoli 100 mg
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Sakkaroosi 58 mM

T-mikroravinteet (125x) 8 ml

pH:ta s&&adettiin natriumhydroksidilla 5,6:een ja autoklavoitiin. Kun alusta on jaahtynyt
noin 60 asteeseen, siihen lisattiin T-mikroravinteita steriili suodattamalla (0,2 pm suoda-
tin).

Kantaliuoksien pitoisuuksia

Kaikki pitoisuudet per 1| mM
T-makroravinteet (10x) KNO; 50,0
KCI 50,0
MgSQO4 x 7H,0 20,0
NaH,PO4 x H,0 20,0
T-mikroravinteet (125x) MnSO, x H,0 12,5
ZnS04 x 7H,0 6,3
H3BOs 25,1
KI 3,1
CuS0O4 x 5H,0 0,12
Na;MoOs x H,0 0,13
CoCl, x 6H,0 0,06
NiCl, x 6H,0 0,01
N6 — makroravinteet (10x) (NH4)2S0. 35,0
KNO; 279,9
KH,PO4 29,4
MgS0a4 x 7H,0 7,5
CaCl; x 2H,0 CaCl, x 2H,0 25,0
5' typen liuokset NH4NO3 100,6
NaNO; 64,7
NaFe-EDTA (100x) CioH12FeN;NaOs 12,5
2,4-D (auksiini) CsHgCl,03 2,0
Kinetiini Ci10H9NsO 2,5
Ms-vitamiinit (1000x) /50 mi
Niasiini 25 mg
Tiamiini 5mg
Pyridoksiini 25 mg
Glysiini 100 mg

Liuosta jaettiin 1 ml:n eriin ja sailytettiin -20°C:ssa.
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Taulukko 4. Normaalijakautumisen testaus Shapiro-Wilk -testilla. Vain kovan solukon, jatkuvan valon ja

0,005 mM auksiinin tulokset ovat normaalisti jakautunut (niiden p-arvo suurempi kuin 0,05).

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Solukontyyppi Statistic df Sig. Statistic df Sig.
) Pehmeé solukko 513 8 .000 418 8 .000
Selviytyneet solukot
Kova solukko .200 8 .200 .969 8 .892
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Valon maaré Statistic df Sig. Statistic df Sig.
. Rytmivalo 355 12 .000 742 12 .002
Selviytyneet solukot
Jatkuva valo 204 4 .958 4 .765
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Auksiinin maéara Statistic df Sig. Statistic df Sig.
) 0.005 mM auksiini 213 .200 .898 8 .278
Seliyyneetsolukot 1 51 M auksiini 383 8 001 713| 8| 003

Fenolianalyysin tilastollinen analyysi

Taulukko 5. Normaalijakautumisen testaus Shapiro-Wilk -testilla. Vain kovan solukon ja 0,01 mM auksiinin
tulokset ovat normaalisti jakautunut (niiden p-arvo suurempi kuin 0,05).

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov?* Shapiro-Wilk
Solukontyyppi Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Fenolien maara ug/y Pehmea solukko 453 6 .000 .601 6 .000
solu Kova solukko 205 9 200 852| 9| 079
Kolmogorov-Smirnov?* Shapiro-Wilk
Valon méaara Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Fenolien maara ug/g Rytmivalo .258 10 .058 828 10 .032
solu Jatkuva valo 306 6 082 782| 6] 040
Kolmogorov-Smirnov?* Shapiro-Wilk
Auksiinin maara Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Fenolien maara ug/g 0.005 mM auksiini 357 9 .002 .693 9 .001
solu 0.01 mM auksiini 191 7 .200 .858 7 .145




