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Monet abioottiset ja bioottiset tekijéit voivat rajoittaa kasvien levidmisen avulla saavutettua
maantieteellistd esiintymisaluetta eli levinneisyyttd. Endofyytit elédvit symbiontteina tiiviissi
vuorovaikutussuhteessa kasvilajien kanssa ja ovat bioottisia tekijoité, jotka voivat vaikuttaa
iséntdkasvien kelpoisuuteen ja tdten mahdollisuuksiin levitd uusille levinneisyysalueille. Useilla
heinélajeilla esiintyy Clavicipitaceae-heimoon kuuluvan Epichloé-suvun sieniendofyyttejé,
jotka siirtyvét vertikaalisesti siementen mukana uusiin iséntdkasveihin. Epichloé-suvun
endofyytit toimivat maataloudessa usein heinien mutualistisina symbiontteina, jotka voivat
vaikuttaa isdntdkasvien kasvuun ja lisddntymiseen seké suojata niitd tuottamiensa alkaloidien
avulla kasvinsydjiltd. Heinien pohjoisilla levinneisyysrajoilla esiintyvien populaatioiden
endofyyttifrekvenssien on havaittu olevan korkeita, miké viittaa endofyytin toimivan siella
valintaetuna.

Téssa tutkielmassa tutkin ruokonadan systeemisen vertikaalisesti siementen mukana siirtyvén
Epichloé-suvun endofyytin vaikutuksia ruokonadan (Festuca arundinacea) leviamiseen.
Tarkastelin perustajapopulaation ldheisyyteen levinneen (osa)populaation endofyytillisten
ruokonatojen osuuden muutosta perustajapopulaation tunnetusta endofyyttifrekvenssisti
kerdamalla levinneiden ruokonatojen siemenié ja selvittimalld mikroskopoinnilla niiden
endofyyttistatuksen. Pyrin selittiméian endofyyttifrekvenssin muutosta tutkimalla eroja
endofyytillisten ja endofyytittomien ruokonatojen siementuotossa, siementen itivyydessi ja
kilpailukyvyssé. Tutkin siementuottoa arvioimalla ruokonatojen yhden siemenen ja siementen
kokonaispainon perusteella tuotetun siemenméérian. Toteutin iddtyskokeen kasvihuoneessa
idattdmalla istutuspurkeissa ruokonatojen siemenid. Tutkin kilpailukykya kenttidkokeessa, jossa
ruokonadat kilpailivat niittykasvillisuuden kanssa.

Endofyytillisten ruokonatojen osuus oli kasvanut koealan 1dheisyyteen levinneessa
(osa)populaatiossa verrattuna perustajapopulaatioon, eli endofyytti toimi todennékdisesti
valintaetuna ruokonadan levidmisessd. Vain endofyytillisten kasvien suurempi siementuotto tuki
endofyyttifrekvenssin kasvua, eikd muiden tutkittujen ominaisuuksien, itdvyyden ja
kilpailukyvyn, tarkastelu tukenut oletusta ja havaintoa endofyyttifrekvenssin kasvusta.
Endofyytti lisési ruokonadan siementuottoa ja aiempien tutkimusten perusteella vahentda
tuottamiensa alkaloidien avulla kasvinsyontid. Ehdotan endofyytin toimivan niiden
ominaisuuksien suhteen valintaetuna ruokonadan levidmisessa sen levinneisyysalueen
pohjoisrajalla.

Avainsanat: levidminen, symbioosi, endofyytti, ruokonata, Epichloé, Festuca arundinacea,
siementuotto, itdvyys, kilpailukyky
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1. Johdanto
1.1. Kasvien levidminen

Kasvit ovat paikallaan pysyvii eli sessiileiti elidité, jotka voivat vain rajallisesti vaikuttaa
kasvupaikkaansa tai siirtymiseen sopivampaan elinymparistoon (Howe & Westley 1986).
Kasvin tulee kiyttdd pysyvian kasvupaikkansa rajalliset resurssit tehokkaasti eri
toimintoihin, kuten kasvuun ja lisddntymiseen niin, ettd kasvin kelpoisuus eli sen
tuottamien lisddntymiskelpoisten jilkeldisten méaédrd on mahdollisimman suuri (Vuorisalo
& Mutikainen 1999). Resurssien sijoittaminen lisddntymiseen lisdd todenndkdisyytti
sille, ettd joku jdlkeldisistd itdd, kasvaa, selviytyy ja lisddntyy itse. Sessiileind elidind
kasvien levidminen tapahtuu paddasiassa vain yhden elinkierron vaiheen eli lisddntymisen
aikana (Eriksson & Kiviniemi 1999). Levidminen on tirked prosessi kasvien ja
kasvipopulaatioiden siirtymisessi kohti elinympdristdjd, joissa niiden kelpoisuus voi olla

suurempi (MacArthur 1972).

Kasvien levidminen on syntyvyyden ja levittdytymisen yhteistulosta. Levittdytymisessa
lisddntymisyksikkd (jatkossa: siemen) siirtyy syntypaikastaan toiseen paikkaan. Kun
siemen saavuttaa levittdytymisen kautta lajille uuden alueen, jolle se vakiintuu
onnistuneesti, tapahtuu lajin levidmistd. Vakiintuminen alueelle edellyttdd siemenen
itdmista ja taimen selviytymistd. Paépiirteittdin voidaan siis sanoa, ettd mitd suurempi on
syntyvyyttd kuvaava tuotettu siemenméérd eli mitd enemmaén siemenid levittdytyy, sitd
suurempi mahdollisuus lajilla on levitd uusille alueille, joissa se ei vield esiinny (Eriksson

& Kiviniemi 1999; Colautti ym. 2006).

Monet abioottiset ja bioottiset tekijdat voivat rajoittaa kasvien levidmisen avulla
saavutettua maantieteellistd esiintymisaluetta eli levinneisyyttd. Abioottisia eli elottomia
ympdristotekijoitd voivat olla esimerkiksi ilmasto eli valon médrd, 1ampo ja sademééra,
erikokoiset fyysiset esteet, kuten meret ja vuoret, ja hiiriot, kuten maastopalot ja tulvat.
Bioottisia eli elollisia tekijoitd voivat olla kilpailu resursseista saman lajin yksiloiden tai
eri lajien vililld, allelopatia eli vieruskasvien tuottamat haitalliset yhdisteet, kasvinsydjat,
eloperdisen jitteen maiird, loiset, mutualistit ja maternaaliset siemenen ominaisuudet
(Cheplick 1998; Gaston 2003). Symbiontit, kuten typensitojabakteerit, mykorritsat ja
endofyytit, eldvit tiiviissd vuorovaikutussuhteessa toisen lajin kanssa ja ovat bioottisia
tekijoitd, jotka voivat vaikuttaa isédntdkasvien kelpoisuuteen ja titen mahdollisuuksiin

levita uusille alueille.



1.2. Endofyytit

Endofyytit ovat sienié tai bakteereita, jotka eldvét symbiontteina kasvien solukoissa koko
elinkiertonsa tai osan siitd huomaamattomina ja aiheuttamatta taudin oireita (Wilson
1995). Endofyyttiset sienet ja bakteerit ovat kiistatta tirked osa maailman ekosysteemeji
(Harrison & Griffin 2020), silld kaikilla kasveilla on jonkinlaisia endofyytteja (Saikkonen
ym. 2020). Endofyyttien ja isdntdkasvien véliset vuorovaikutukset ovat hyvin
monimuotoisia ja vaihtelevat ympériston, populaation ja elidyhteisén mukaan loisivista
eli endofyytille hyddyllisisté ja kasveille haitallisista aina mutualistisiin eli molemmille
osapuolille hyddyllisiin vuorovaikutussuhteisiin (Saikkonen ym. 1998, Saikkonen ym.
2020). Endofyyttisid sienid on havaittu kaikilla tutkituilla kasvilajeilla (Clay 1988;
Saikkonen ym. 1998; Arnold ym. 2000).

Endofyyttiset sienet jaetaan usein Clavicipitaceae-heimon endofyytteihin ja toiseen
polyfyleettiseen endofyyttien ryhmién (engl. non-clavicipitaceous), jolla ei ole ryhmai
médrittelevdd yhteistd esi-isdd (Rodriguez ym. 2009). Clavicipitaceae-heimon
sieniendofyyttejd havaitaan yleenséd heinilld (Poaceae), joissa ne esiintyvit paddasiassa
systeemisesti koko isdntdkasvissa, sen lehdissd, varsissa ja lisddntymissolukossa
(Saikkonen ym. 1998). Toisen ryhmén lajeja on havaittu kaikilla suurilla maalla eldvien
kasvien linjoilla, ja ne esiintyvét pidasiassa paikallisina lehdissé, kaarnassa, varressa tai

juurissa (Saikkonen ym. 1998; Rodriguez ym. 2009).

1.3. Endofyyttien lisdédntyminen ja siirtyminen

Endofyyttiset sienet voivat siirtyd wuusiin isdntdkasveihin horisontaalisesti tai
vertikaalisesti. Horisontaalisessa siirtymisessd isdntdkasviin kasvaa seksuaalisesti
syntyneitd kuroumaitioitd sisdltdvd solukko, jonka itididen vapautuessa sieni siirtyy
uuteen isantddn (Kuva 1 II). Vihemmén tunnettu, mutta mahdollinen siirtymistapa on
horisontaalinen siirtyminen aseksuaalisesti syntyneiden kuroumaitididen avulla (Kuva 1
III; Clay & Schardl 2002; Saikkonen ym. 2004). Koska seksuaalisesti lisdéntyvit
sieniendofyytit ovat hyvin yleisid ja monimuotoisia, on kaikilla kasveilla joitakin
horisontaalisesti siirtyvid endofyyttejd (Rodriguez ym. 2009). Aseksuaalisessa
vertikaalisessa siirtymisessd endofyytin sienirthma kasvaa isdntdkasvin kehittyviin
kukkavarteen ja siemeniin ja siirtyy ndin maternaalisesti periytyen uusiin kasviyksildihin

(Kuva 1 I; Clay & Schardl 2002; Saikkonen ym. 2004). Useimmat endofyyttiset sienet
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lisddntyvdt vain seksuaalisesti, ja siirtyvdt horisontaalisesti, ja aseksuaalinen

lisddntyminen ja vertikaalinen siirtyminen on tunnetusti harvinaisempaa (Clay & Schardl
2002).
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Kuva 1. Endofyyttien siirtyminen uusiin isédntikasveihin voi tapahtua kolmella eri tavalla
I aseksuaalinen vertikaalinen siirtyminen siementen mukana II horisontaalinen
siirtyminen  seksuaalisesti  syntyneilld iti¢illa III  horisontaalinen siirtyminen
aseksuaalisesti syntyneilld iti6illd (Saikkonen ym. 2004, suom. Kaisa Honkanen)

1.4. Epichloé-suvun endofyytit

On arvioitu, ettd jopa 20-30 %:ssa heinilajeista esiintyy Clavicipitaceae-heimoon
kuuluvan Epichloé-suvun (Leuchtmann ym. 2014) endofyyttejd (Leuchtmann 1992).
Epichloé-suvun lajit voivat siirtyd uusiin isdntiin vertikaalisesti tai horisontaalisesti.
Horisontaalisessa siirtymisessd endofyytti tuottaa isdnnén kukkavarteen kuroumaitioita
sisdltdvan solukon, miké aiheuttaa kukkavarren abortoitumisen. Suurin osa lajeista siirtyy
vain vertikaalisesti uusiin isintiin (Clay & Schardl 2002; Saikkonen ym. 2004; Saikkonen
ym. 2016b). Aseksuaalisesti lisddntyvien, vertikaalisesti siirtyvien Epichloé-suvun lajien
sopeutumislevittdytymisen on havaittu olevan yhteydessd viilein ilmaston heinien

Pooideae-alaheimon evoluutioon (Schardl 1996).

Yhteisevoluutiossa kahdessa lajissa tapahtuvat muutokset vaikuttavat vastavuoroisesti
toisiinsa. Yleinen oletus on, ettd evolutiivinen polku Pooideae-alaheimon heinien ja

Epichloé-suvun endofyyttien symbioosiin on alkanut loisinnasta ja muuttunut
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yhteisevoluution vuorovaikutusten kautta mutualismiksi. Edelleen seksuaalisesti
lisddntyvien Epichloé-suvun lajien suhde iséntdkasviin on usein loisiva eli isdnnélle
haitallinen (Clay & Schardl 2002). Kuroumaitigitd sisidltdvéin solukon muodostuminen
aitheuttaa kukkavarren abortoitumisen, mikd vdhentdd iséntdkasvin lisddntymistd eli
kelpoisuutta, mutta mahdollistaa endofyytin itididen levidmisen ja siirtymisen uusiin
kasviyksiloihin ~ (Saikkonen ym. 2016b). Isénnidn seksuaalisen lisddntymisen
vihentiminen on endofyytille eduksi, silldi se estdd uusien geneettisten
ominaisuusyhdistelmien muodostumisen isdnnéssa ja tdten mahdollisuuden tuottaa uusia
endofyytille vastustuskykyisempid yksiloitd. Yhteisevoluution vuorovaikutuksissa
isdnndn valintapaineena on todennékoéisesti ollut puolustus endofyytin seksuaalista
lisdéntymisti vastaan ja endofyytin valintapaineena suuri taudinaiheuttamiskyky, joka
vihentdd isdnnin seksuaalista lisdidntymistd (Cheplick & Faeth 2009b). Vertikaalinen
siirtyminen on todenndkdisesti madaltanut endofyytin taudinaiheuttamiskykyé. Mikaéli
endofyytti siirtyy pelkéstddn vertikaalisesti siementen mukana, se ei sdily populaatiossa,
mikéli se laskee isdnnén lisddntymiskykyé verrattuna endofyytittomiin yksiloihin (Clay
& Schardl 2002). On esitetty, ettd vertikaalinen siirtyminen on ollut eri lajien
hybridisaation eli risteytymisen tuotoksena syntyneille endofyyteille ainoa mekanismi
siirtyd uuteen isdntddn, koska hybridisaatio on estinyt seksuaalisen lisddntymisen
(Selosse & Schardl 2007). Seksuaalisen lisddntymiskyvyn menettdneille, vain
vertikaalisesti siirtyville Epichloé-suvun lajeille symbioosi isdntdkasvin kanssa on
vélttdmiton kaikissa elinkierron vaiheissa. Ne ovat tdysin riippuvaisia isdntdkasvista sen
juurien ottamien veden ja ravinteiden ja lehtien yhteyttdmistuotteiden saannin suhteen,
mutta myos lisdéntymisen eli kelpoisuuden suhteen. Endofyytti lisdédntyy eli siirtyy uusiin
iséntiin silloin, kun iséntdkasvi tuottaa siemenid, ja kdytdnnossd kaikki siemenet eli
jalkeldiset ovat endofyytillisid (Clay & Schardl 2002; Selosse & Schardl 2007).
Endofyytti eldd isdntdkasvissa koko sen eldmédn ajan (Clay & Schardl 2002).
Vertikaalisessa siirtymisessd endofyytin genotyyppi eli geneettinen materiaali pysyy
samanlaisena, koska seksuaalista lisdéintymistd ja uusien ominaisuusyhdistelmien
muodostumista ei tapahdu. Toisten kasviyksiloiden kanssa lisddntyvén ristipdlytteisen
isdntdkasvin genotyyppi sen sijaan muuttuu. Osalla isdntdkasvin ja endofyytin
genotyyppien yhdistelmisti voi olla parempi kelpoisuus, jolloin genotyyppiyhdistelmista
voi kehittyd yhteisevoluutiossa omia kehityslinjoja (Cheplick & Faeth 2009d).



1.5. Epichloé-suvun vertikaalisesti siirtyvien endofyyttien hyodyt isdntdkasveille

Useat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd heindkasveissa eldvidt Epichloé-suvun
vertikaalisesti siirtyvit endofyyttiset sienet voivat vaikuttaa merkittédvésti isdntdkasvien
kasvuun ja lisddntymiseen sekd suojata niitd taudinaiheuttajilta ja kasvinsydjiltd
(Saikkonen ym. 1998). Epichloé-suvun endofyyttejd on tutkittu paljon niiden
maataloudellisen merkityksen vuoksi, silld niitd esiintyy useissa laidunnuksessa ja
rehuheinind kiytetyissd lajeissa, kuten nurminadassa (Festuca pratensis Huds.),
ruokonadassa (Festuca arundinacea Schreb.), lampaannadassa (Festuca ovina L.) ja
englanninraiheindssd (Lolium perenne L.). Endofyytit voivat vaikuttaa erityisesti
jalostettujen heinélajikkeiden eri ominaisuuksiin ja tuottavuuteen (Saikkonen 2000; Clay

& Schardl 2002; Kauppinen ym. 2016; Saikkonen ym. 2016a).

Endofyytillisten kasvien on havaittu kasvavan suuremmiksi kuin endofyytittomien
kasvien (Faeth 2009; Saikkonen ym. 2016a) ja tuottavan enemmén kukkavarsia
(Saikkonen ym. 2016a) ja siemenid (Saari ym. 2010). Endofyytti voi my0ds parantaa
isantékasvin kilpailukykyé (Clay & Schardl 2002). Kasvien kilpailukykyyn vaikuttavat
useat eri ominaisuudet, kuten kasvutahti, koko ja lisdéntymiskyky. Kilpailussa
selviytyminen edellyttdd resurssien nopeaa ja tehokasta kayttdd tai sopeutumista
resurssien vdhyyteen (Cheplick & Faeth 2009b). Suurin osa kasvien kuolleisuudesta
johtuu abioottisten olosuhteiden lisdksi todennédkoisesti naapurikasvien aiheuttamasta
kilpailusta (Watkinson 1986). Rudgers ja kumppanit (2005) havaitsivat endofyytin
parantavan ruokonadan taimien selviytymistd monimuotoisessa preeriakasvien
yhteisossd, ja Saikkonen ja muut (2013) endofyytillisten nurminatojen olevan
kilpailukykyisempid kuin endofyytittdomédt nurminadat. Endofyytin vaikutuksen on
arveltu perustuvan sen tuottamiin kasvua sddteleviin yhdisteisiin, kuten hormoneihin

(Cheplick & Faeth 2009¢).

Endofyyttien on havaittu tuottavan alkaloideja eli typpipitoisia kasviemiksid, kuten
peramiinia, loliineja, lolitreemeja ja torajyvédalkaloideja, joista yleisimmin kasveissa
havaitaan peramiinia ja torajyvdalkaloideja (Siegel ym. 1990; Clay & Schardl 2002).
Endofyyttien tuottaman peramiinin ja loliinien on havaittu vaikuttavan haitallisesti
isdntdkasvilla ruokaileviin selkdrangattomiin kasvinsydjiin ja torajyvéalkaloidien
selkdrankaisiin kasvinsydjiin (Saikkonen ym. 2016b). Kotieldimilld, kuten lehmilla,

alkaloidit voivat aiheuttaa myrkytystilan ja kuoleman (Bacon 1977), ja villieldinten on
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havaittu suosivan endofyytittomié kasveja (Conover 1998) tai niiden siemenid (Madej &
Clay 1991). Selkirangattomissa eldimissd ilmenevédt vaikutukset vaihtelevat
kasvinsy0jéin ja kasvin alkaloidikoostumuksen mukaan (Clay & Schardl 2002). Alkaloidit
karkottavat kasvinsy6jid, mikd lisdd isdntdkasvin sekd siind eldvdn vertikaalisesti
siirtyvan endofyytin kelpoisuutta, koska isdantdkasvi ei menetd yhteyttamissolukkoaan tai
kehittyvid lisddntymiselimiddn kasvinsydjdn ravinnoksi ja tuottaa potentiaalisesti

enemman resursseja lisddntymisté varten (Saikkonen ym. 1998).

1.6. Epichloé-suvun vertikaalisesti siirtyvien endofyyttien ja isédntédkasvien

vuorovaikutussuhteet vaihtelevat

Epichloé-suvun  vertikaalisesti siirtyvien endofyyttien ja iséntdkasvien tiukan
mutualistinen vuorovaikutussuhde on kyseenalaistettu. Luonnonolosuhteissa elidille
tarjolla olevat resurssit ovat ldhes aina rajalliset. Siksi niiden tulee jakaa resurssit eri
toimintojen, kuten kasvun, lisddntymisen tai symbionttien ylldpidon kesken. Tati
kutsutaan resurssiallokaatioksi. Mikéli resurssien kohdistaminen yhteen toimintoon
viahentdd muihin toimintoihin kohdistettavien resurssien maéaédrdd, kutsutaan sitd
allokaatiokustannukseksi (Stearns 1992). Allokaatiokustannukset voivat muuttaa
iséntdkasvin ja endofyytin vuorovaikutussuhteen mutualistisesta kommensalistiseksi eli
vain endofyytille hyddylliseksi tai jopa loisinnaksi eli iséntékasville haitalliseksi, mikéli
endofyytin ylldpito vie suuren osan rajallisista resursseista. Ei ole epidtavallista, ettd
symbiontit, kuten mykorritsat ja typensitojabakteerit, kiyttdvat suhteellisen suuren osan
isdntdkasvin yhteyttimistuotteista (Fitter 1986), ja valintapaineet suosivat ilman
symbiontteja eldvid kasveja, mikéli symbiontin kustannukset ylittdvit siitd saatavat

hy6dyt (Gurevitch ym. 2006).

Endofyyttien tutkimus on keskittynyt jalostettujen maatalouslajikkeiden tarkasteluun
hyvin yksipuolisissa abioottisissa olosuhteissa, joissa kasveille tarjotaan hyvit olosuhteet
kasvulle. Optimaalisissa olosuhteissa isdntdkasvin omien toimintojen ja endofyytin
vélilld ei synny allokaatiokustannuksia, koska resursseja on riittdvésti molemmille
(Saikkonen ym. 2006). Tésté syysté tutkimusten taustalla on ollut laajalti ajatus siitd, ettd
endofyytin ja isdnndn vuorovaikutussuhde on mutualistinen (Cheplick & Faeth 2009a).
Uudemmat julkaisut ovat nostaneet esille, ettd luonnossa mutualistiset vuorovaikutukset

isdntdkasvin ja endofyytin vélilld ovat harvinaisia (Saikkonen ym. 2006). Endofyyttien



tuottamat alkaloidiyhdisteet siséltidvét paljon typped (Clay & Schardl 2002), ja matalissa
ravinnepitoisuuksissa endofyytti oletettavasti kuluttaa rajallisesti kdytettdvissd olevaa
typpeéd aiheuttaen allokaatiokustannuksen isédntdkasvin omien toimintojen ja endofyytin
valilla (Saikkonen ym. 2006). Onkin havaittu, ettd alkaloidien tarjoama vastustuskyky
kasvinsy6jid vastaan on luonnossa hyvin vaihteleva (Saikkonen ym. 1998), miké johtuu
todennékoisesti resurssien rajallisesta méédrastd ja niiden epétasaisesta jakautumisesta

luonnonympaéristoissa.

Vaikka tutkimuksissa on havaittu isédntékasvin ja endofyytin vuorovaikutuksen olevan
mutualistinen tai isdntékasville haitallinen ja endofyytille hyodyllinen, voi
vuorovaikutussuhteen kokonaisvaltainen arviointi olla haastavaa. Useat endofyyttien
iséntdkasvit ovat monivuotisia, miki tekee koko elinién aikaisten hy6tyjen ja haittojen ja
vuorovaikutussuhteen todellisen luonteen arvioimisesta haastavaa, silld olosuhteet voivat
vaihdella isédnnén elinidn aikana. Suhde on mutualistinen, jos isdntidkasvin kelpoisuus on

suurempi endofyytin kanssa kuin ilman sitd (Cheplick & Faeth 2009d).

1.7. Endofyyttien populaatiodynamiikka

Endofyyttifrekvenssi eli  endofyytillisten iséntdkasvien osuus voi vaihdella
kasvipopulaatiossa 0 %:sta, jolloin populaatiossa ei esiinny lainkaan endofyyttié, aina 100
%:1in, jolloin kaikilla populaation yksiloilld on endofyytti. Endofyytillisten ja
endofyytittomien kasvien vililld on todenndkdisesti kelpoisuuseroja, mikéli
endofyyttifrekvenssi muuttuu. Endofyyttifrekvenssin oletetaan kasvavan
kasvipopulaatiossa vuorovaikutussuhteen mutualistisen luonteen takia (Clay & Schardl
2002). Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd vertikaalisesti siirtyvien endofyyttien frekvenssi
kasvipopulaatiossa on usein ldhes 100 %, miké osoittaa endofyytin tarjoavan jonkinlaisen
valintaedun (Clay 1997; Saikkonen ym. 2000; Spyreas ym. 2001; Clay & Schardl 2002).
Useissa tutkimuksissa on havaittu populaation endofyyttifrekvenssin kasvavan ajan
myotd, ja kasvinsydjien ruokailun tehostavan tdtd kasvua (Cunningham ym.1993; Clay &

Schardl 2002; Clay ym. 2005).

Endofyytti on todennékdisesti tdrked valintaetu silloin, kun isdntidkasvi on voimakkaan
abioottisen ja bioottisen stressin alaisena (Clay & Schardl 2002). Endofyytti voisi siis
osoittautua tirkedksi valintaeduksi kasvin levitessd pohjoisen levinneisyysalueen rajalla.

Tdhén viittaava havainto on I6ydetty esimerkiksi suomalaisista punanadoista (Festuca



rubra L.), joiden eteldiset populaatiot ovat endofyytittdémid, mutta pohjoisissa
populaatiossa endofyyttifrekvenssi on jopa 80 %. Ruokonadan levinneisyyden
pohjoisrajalla eldvissd ahvenanmaalaisissa populaatioissa endofyyttifrekvenssit ovat 90—

100 % (Saikkonen ym. 2000; Saari ym. 2010).

1.8. Tutkimuksen tavoite

Tdmén tutkimuksen tarkoituksena on selvittdd, onko ruokonadan systeemiselld
vertikaalisesti siementen mukana siirtyvalld Epichloé-suvun endofyytilld vaikutusta

ruokonadan levidmiseen. Tutkimuskysymykset ovat:

1. Eroaako  koealan  ldhiympéristoon  levinneiden  ruokonatayksildiden
muodostaman  (osa)populaation endofyyttifrekvenssi tunnetusta koealan
perustajapopulaation endofyyttifrekvenssisti?

2. Eroaako ruokonadan endofyytillisten (E+) ja endofyytittdmien (E-) yksildiden
tuottamien siementen paino, maara tai itdvyys?

3. Eroaako ruokonadan E+ ja E- yksiloiden kasvu ja lisddntyminen

kilpailutilanteessa niittykasvillisuuden kanssa?

Hypoteesina ~ on, ettd  ldhiympdristoon  levinneiden  ruokonatayksiléiden
endofyyttifrekvenssi on suurempi kuin perustajapopulaation, ja endofyytti tarjoaa
valintaedun ruokonadan levidmisessd. Tdtd hypoteesia voisivat selittdd tutkimuksessa
testattavat olettamukset siitd, ettd E+ kasvien siemenméidrd ja itdvyys sekd

kilpailutilanteessa tapahtuva kasvu ja lisdéntyminen ovat suurempia kuin E- kasvien.

2. Aineisto ja menetelmét
2.1. Tutkimuslaji

Tutkimuslajini ruokonata (Festuca arundinacea) on monivuotinen 45—-120 cm korkea
heind, joka kuuluu heindkasvien (Poaceae) heimoon (Gibson & Newman 2001).
Ruokonata esiintyy Suomessa luonnonvaraisena levinneisyytensé pohjoisrajalla ja kasvaa
pddasiassa Ahvenanmaalla sekd hajanaisesti Lounais- ja Eteld-Suomessa, mutta on
levinnyt viljelyperdisend myds pohjoiseen satunnaisina havaintoina (Saikkonen ym.
2000; Lampinen & Lahti 2019; Suomen lajitietokeskus 2022.). Keski-Euroopassa
ruokonata on yleinen niittylaji (Saikkonen ym. 2000). Euroopassa ruokonadan suosimat
elinympdristot ovat kosteita, ravinteikkaita niittyjé ja laitumia. Se esiintyy kuitenkin myds
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rannikoilla. Suomessa ruokonadan on havaittu esiintyvdn hajanaisissa populaatioissa
avoimilla merenrannoilla ja sisdsaaristossa (Saikkonen ym. 2000). Ruokonadan siemenet
levidvdt muiden heinien tavoin tuulten, vesivirtojen, eldinten tai ihmisten mukana
vihneiden avulla (Cheplick 1998). Léhes kaikki siemenet itdvit hyvin pian, noin 22
paivad kukintahuipun jélkeen, eivatka sdily pitkddn maaperdn siemenpankissa (Gibson &

Newman 2001).

Ruokonadalla esiintyy symbionttinen sieniendofyytti Epichloé coenophiala (Leuchtmann
ym. 2014). Endofyytitontd kasvia kuvataan lyhenteelld E- ja endofyytillistd E+. E.
coenophialan on havaittu lisddntyvén aseksuaalisesti ja siirtyvan uusiin kasviyksildihin
vain vertikaalisesti isdntdkasvin tuottamien siementen mukana. Epichloé-endofyyttid
tavataan yleisesti ruokonadan luonnonpopulaatioissa (Saari ym. 2010). Ruokonata on
Euroopassa yleinen viljelylaji (Saikkonen ym. 2000), mutta eurooppalaisissa
viljelyalkuperissi systeeminen, siementen mukana siirtyvd endofyytti on harvinainen
(Saari ym. 2010; Kauppinen ym. 2016). Endofyytti on yleinen viljelyalkuperissi, joita
kasvatetaan Yhdysvalloissa ja Uudessa-Seelannissa (Saikkonen 2000; Johnson ym.

2013).

2.2. Levinneiden ruokonatojen havainnointi

Havainnoin tutkimuksessa ruokonadan luontaista levidmistd istutetun koealan
ulkopuolelle. Turun Ruissalossa (60°26'06"N 22°1029"E) sijainneella ja vuosina 2006—
2016 kaytetylld koealalla oli ruokonatoja monista eri alkuperisti ja molemmista
endofyyttistatuksista (E+, E-). Koealalle istutetut ruokonadat oli kerédtty Ruotsin
rannikon, Gotlannin ja Ahvenanmaan luonnonpopulaatioista, joiden lisdksi koealalla
kasvoivat myds amerikkalainen viljelylajike Kentucky-31 ja suomalainen endofyytiton
viljelylajike Retu. Muista alkuperistd paitsi Retusta oli sekd E+ ettd E- yksilGita.
Ruokonataa ei luonnostaan esiintynyt tutkimusalueen ldhiympéristdssd ennen koealan
perustamista. Koealan endofyyttifrekvenssi tunnetaan hyvin, koska sinne istutetut
ruokonatojen taimet oli kasvatettu siemenistd, joiden endofyyttistatus tunnettiin. Koska
tunnen entisen koealan kasvien endofyyttifrekvenssin, voin kaikkien koealan vélittoméén
lahiympéristoon levinneiden, kukkivien ruokonatojen siementen endofyyttistatuksen
selvitykselld todeta, noudattaako levinneiden ruokonatojen endofyyttifrekvenssi oletettua
koealan eli perustajapopulaation jakaumaa. Kerisin heindkuussa 2020 siemenié yhteensa

125 ruokonadasta entisen koealan aidan ulkopuolelta 63 metrin matkalta. Laitoin
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jokaisesta kasvista pehmeneméén vahintdén viisi siementéd endofyyttistatuksen selvitysti
varten. Pidin siemenid yon yli liuoksessa, joka sisdlsi 95 ml vettd, 5 ml etanolia ja 2,5 g
natriumhydroksidia. Menetelmdid kéytetddn yleisesti siementen endofyyttistatusten
selvityksessd (Wilson ym. 1991). Seuraavana pdivdnd huuhtelin siemenet vedelld ja
preparoin ne aluslaseille ndytteen tarkastelua varten. Tarkistin jokaisen emokasvin
endofyyttistatuksen vihintdén kahdesta siemenestd, mikéli endofyytti ei olisi kasvanut
taydellisesti aivan jokaiseen siemeneen (Do Valle Ribeiro 1993). Tutkin jokaisen kasvin
siementen endofyyttistatuksen valomikroskoopilla kdyttden 400-kertaista suurennosta.
Tarkastelin kaksi siementd sisdltdvdd ndytettd enintddn kuusi minuuttia. Mikdli en
havainnut endofyyttid, totesin kasvin statuksen olevan E-. E+ siemenissé sieniendofyytin

rihmastoa oli havaittavissa siemenen alkion solujen véleissd (Kuva 2).
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Kuva 2. Mikroskooppikuvassa endofyytin sienirihmastoa siemenen alkion solujen

vilissd. Janan pituus 4 pm.

2.3. Siementuoton tarkastelu

Koealan ldheisyyteen levinneiden E+  ruokonatojen osuuden poikkeama
perustajapopulaation tunnetusta frekvenssistd voi olla seurausta endofyytin vaikutuksesta
iséntdkasvin siementuottoon, siementen menestykseen tai jélkeldisten selviytymiseen

erilaisissa valintapaineissa. Tutkiakseni endofyytin mahdollisia vaikutuksia isdntdkasvin
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leviamisessd arvioin E+ ja E- ruokonatojen siemenmaérin. Kéytin arvioinnissa Ruissalon
nykyisen koealan kasvien siemenid. Kyseisen koealan ruokonadat on kasvatettu
ahvenanmaalaisten luonnonpopulaatioiden kasvien siemenistd, joiden endofyyttistatus
tunnettiin. Ahvenanmaalaisten ruokonatojen siementuotto saattaa vastata muidenkin
vanhan koealan perustajapopulaatiossa kasvaneiden eri alkuperdd olevien ruokonatojen
siementuottoa. Kerdsin kaikki siemenet koealan 64 ruokonadalta (32 E+, 32 E-) pusseihin
yksiloittdin heindkuun 2020 lopussa siementen kypsyttyd (Baskin & Baskin 2014a).
Laskin satunnaisesti valitun 20 siemenen yhteispainon avulla jokaiselle 64 kasviyksilolle
yhden siemenen keskimédardisen painon. Siemenet punnittiin analyysivaa’alla (Mettler
Toledo AX204) 0,01 gramman tarkkuudella. Keskimédrdinen siemenpaino kertoo
siemenen sisdltdmien resurssien runsaudesta, ja painavammat siemenet itdvit yleensi
paremmin (Baskin & Baskin 2014b). Arvioin siemenen painon ja siementen

kokonaispainon perusteella kasviyksildjen tuottaman siemenmééran.

2.4. Idatyskoe

Tutkiakseni endofyytin mahdollisia vaikutuksia ruokonatojen levidmiseen arvioin E+ ja
E- kasvien siementen itdvyyttd. Kdytin iddtyskokeessa siementuoton arviointia varten
punnitsemiani 20 siementd jokaisesta Ruissalon koealan 64 ruokonadasta (32 E+, 32 E-).
Tarkistin iddtyskoetta varten, ettd jokainen iddtyskokeeseen valittu siemen oli tiysin
kehittynyt pelkén tyhjdn siemenkuoren sijaan. Baskin & Baskin (2014a) ovat ehdottaneet,
ettd idatyskokeissa tulisi olla useita pienid toistoja yhden suuren toiston sijaan.
Idatyskokeeni eri kisittelyissd (E+, E-) olikin siemenié useasta eri kasvista. Toteutin
iddtyskokeen Turun yliopiston kasvitieteellisen puutarhan tutkimuskasvihuoneessa,
jonka lampdtila ja valaistusolosuhteet asetettiin sopiviksi itdmistd varten (paivalampoétila
17 °C, yolampétila 15 °C, ilmankosteus 66 %, hajavalo). Laitoin jokaisen 64 kasvin 20
siementd itdiméin kasviyksiloittdin 7 cm x 7 cm istutuspurkkeihin kasvualustaan (Kekkila
Professional HS R8017 kylvdseos) noin sentin syvyyteen tasaisin vdlimatkoin. Asetin E+
ja E- kasviyksiloiden istutuspurkit shakkiruutuasetelmaan kasvihuoneen mahdollisten

gradienttien aiheuttaman vaihtelun vaikutusten vihentdmiseksi (Kuva 3).
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Kuva 3. Iddtyskokeen asetelma.

Kasvualustan kosteus pidettiin tasaisena. Laskin siementen itdvyyden kolmen viikon
jalkeen, kun suurin osa itdneiden siementen versoista oli jo noin 10 cm pitkid. Baskinin
ja Baskinin (2014a) mukaan kahden viikon idétyskokeiden on havaittu toimivan hyvin ja

idatyskokeen lopetus tulisi tehdé viimeistddn neljidn viikon jélkeen.

2.5. Kilpailukoe

Tutkiakseni endofyytin mahdollisia vaikutuksia isdntidkasvin levidmisessd arvioin E+ ja
E- ruokonatojen kasvua ja lisdéntymistd kilpailussa niittykasvillisuuden kanssa.
Endofyytin vaikutuksia on tutkimuksissa tarkasteltu usein kontrolloiduissa olosuhteissa,
joissa vesi tai ravinteet eivit ole olleet rajoittavia tekijoitd (Cheplick & Faeth 2009b).
Tarkastelin kilpailukokeessa ruokonatojen kilpailua olosuhteissa, joissa kasvit elivit
luonnollisen abioottisen stressin alaisina. Tutkimuspellon maaperd oli savinen, ja
kilpailevat lajit olivat pddasiassa muita luonnossa esiintyvid heinid, esimerkiksi
nurmipuntarpditd. Koeala perustettiin kesilla 2020 Turun Ruissaloon. Kilpailukokeessa
oli mukana 101 ruokonataa (50 E+, 51 E-). Taimet oli kasvatettu Ruissalon nykyisen
koealan ahvenanmaalaisten ruokonatojen siemenisti. Kilpaileva yksilo istutettiin niitetyn
niittykasvillisuuden sekaan ja kontrolliyksilo sen viereen kddnnetylle, avoimelle maalle,
joka pidettiin mahdollisimman vapaana rikkaruohoista kilpailun vahentdmiseksi (Kuva
4). Koerivit sijoitettiin pellon kummallekin reunalle pohjois-eteld-gradientin vaikutuksen
viahentamiseksi. Istutuksen jdlkeen kaikkia kasveja kasteltiin tarvittaessa parin viikon
ajan kuolleisuuden vdhentdmiseksi. Leikkasin kesdn 2021 alussa kilpailevan puolen
kasvillisuuden siimaleikkurilla koekasveja lukuun ottamatta noin 30—50 cm korkuiseksi,
jotta koekasvien tarkastelu helpottuisi. Kerdsin heindkuussa 2021 tiedon kasvien
lisddntymisestd laskemalla kukkavarret ja elokuun lopussa tiedon kasvusta leikkaamalla
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kasvien maanpdillisen biomassan. Kuivatin biomassat kasvitieteellisen puutarhan

kuivatushuoneessa ja punnitsin ne syyskuussa. Heinien kasvua kuvataan usein

maanpiillisen biomassan kuivapainolla (Korner 1991).

Kuva 4. Kilpailukoealaa heindkuussa 2021. Kilpailevien ruokonatojen rivistd
ympyroityna.

2.6. Tilastolliset menetelmaét

Analysoin aineistot SAS Enterprise Guide 8.2 tilasto-ohjelmistolla (SAS Institute Inc.
2019). Tarkastelin eroa  perustajapopulaation ja  levinneiden  yksildiden
endofyyttifrekvensseissd yhteensopivuuden testauksella y*-testilld. Tarkastelin eroja E+
ja E- ruokonatojen siemenpainossa ja siementen maddrdssi GLM-proseduurin
varianssianalyyseilla, joissa selittdvdnd luokkamuuttujana oli endofyyttistatus.

Tarkastelin eroa E+ ja E- ruokonatojen itdneiden siementen mdidrissd logistisella
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regressiolla GLIMMIX-proseduurin tapahtumia/yrityksid-lauseella (engl. events/trials)
kdyttden  binomijakaumaa ja  logit-linkkifunktiota.  Selittdvind  muuttujana
itdmistodennédkdisyydelle oli endofyyttistatus. Tarkastellessani mallin sopivuutta
havaitsin ylihajontaa kuvaavan parametrin (Pearsonin khiin nelié/vapausasteet) olevan
merkittavasti yhtd suurempi, joten sisdllytin malliin skaalauslauseen, joka véhensi
varianssia. Tarkastelin E+ ja E- ruokonatojen biomassojen eroja GLIMMIX-proseduurin
varianssianalyysilla, jossa selittdvind luokkamuuttujina olivat endofyyttistatus ja
kilpailukasittely. Kilpailumuuttujan ryhmien varianssit olivat erisuuret eli aineisto oli
heteroskedastinen. Jadnnosvaihtelu oli merkittdvésti suurempaa ryhméssé, jossa kasvit
eiviat kilpailleet. Téastd syystd tein mallista heterogeenisten varianssien mallin
kilpailumuuttujan suhteen, jolloin jddnnodsvaihtelu laskettiin erikseen kilpaileville ja
kilpailemattomille ruokonadoille. Tarkastelin E+ ja E- ruokonatojen eroja kukkavarsien
méadrissd GLIMMIX-proseduurin yleistetylld lineaarisella mallilla kdyttden negatiivista
binomijakaumaa ja log-linkkifunktiota.  Selittdvind luokkamuuttujina  olivat

endofyyttistatus ja kilpailukasittely.

3. Tulokset
3.1. Levinneet ruokonadat

E+ ja E- ruokonatojen osuudet olivat levinneiden ruokonatojen (osa)populaatiossa 1dhes
péinvastaiset kuin perustajapopulaatiossa: perustajapopulaatiossa osuudet olivat 32 %
(E+) ja 68 % (E-) ja levinneessd (osa)populaatiossa noin 72 % (E+) ja 28 % (E-) (Kuva
5). Perustajapopulaation ldhiympiristoon levinneiden ruokonatojen (osa)populaation
endofyyttifrekvenssi ~ erosi  tilastollisesti ~ merkitsevdsti  perustajapopulaation

endofyyttifrekvenssistd (y*= 88,2721, DF=1, p<0,0001).
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Kuva 5. Endofyytillisten (E+) ja endofyytittomien (E-) ruokonatojen prosentuaaliset
osuudet ja otoskoot perustajapopulaatiossa ja levinneiden kasvien (osa)populaatiossa.

3.2. Siementuoton tarkastelu

E+ ruokonatojen siemenet painoivat keskimédrin 11 % vahemmain kuin E- ruokonatojen
(Kuva 6). Yksittdisen siemenen keskimddrdinen paino oli tilastollisesti merkitsevésti

pienempi E+ ruokonadoilla verrattuna E- ruokonatoihin (Fi, 62=5,72, p=0,019).
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Kuva 6. Endofyytillisten (E+) ja endofyytittomien (E-) ruokonatojen siementen painot

(keskiarvo ja 95 % luottamusvili).

E+ ruokonadat tuottivat keskimaarin noin 77 % enemmaén siemenid kuin E- ruokonadat
(Kuva 7). E+ ruokonatojen siementen maara oli tilastollisesti merkitsevisti suurempi kuin

E- ruokonatojen (F1, £2=20,6, p<0,001).
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Kuva 7. Endofyytillisten (E+) ja endofyytittomien (E-) ruokonatojen siemenmééra
(keskiarvon ja 95 % luottamusvili).
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3.3. Iddtyskoe

E+ ruokonatojen siemenilld oli noin 14 % pienempi todenndkdisyys itdd (Kuva 8). E+
ruokonatojen siementen itdmistodennakdisyys oli tilastollisesti merkitsevésti pienempi

kuin E- ruokonatojen (Fi, 2=4,17, p=0,0455).
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Kuva 8. Endofyytillisten (E+) ja endofyytittomien (E-) ruokonatojen 20 siemenen
itdmistodennékoisyys (keskiarvo ja 95 % luottamusvili)

3.4. Kilpailukoe

E+ ruokonadat tuottivat kilpailussa keskimédrin 33 % vdhemmaén ja ilman kilpailua
keskiméérin 30 % vdhemmin maanpéillisti biomassaa verrattuna E- ruokonatoihin
(Kuva 9). E+ ruokonadat tuottivat kilpailussa keskimairin yhden kukinnon vihemmén ja
ilman kilpailua keskiméarin kaksi kukintoa vihemmin kuin E- ruokonadat (Kuva 10).
Endofyyttistatuksella oli tilastollisesti merkitsevé vaikutus sekd ruokonatojen biomassaan
(F1, 98=7,22, p=0,0085) ettd kukkavarsien méédrdan (Fi, 9s=4,77, p=0,0313). Kilpailussa
sekd ruokonatojen kasvu etté lisdéntyminen olivat heikompia, ja kilpailukasittely vaikutti
tilastollisesti merkitsevasti biomassaan (F1,9s=95,15, p<0,0001) ja kukkavarsien maaridin
(F1, 98=42,28, p<0,0001). Endofyyttistatuksen ja kilpailukdsittelyn vélilld ei ollut
merkitsevad yhteisvaikusta biomassaan (F1,97=2,91, p=0,091) eiké kukkavarsien médriaén
(F1,97=1,97, p=0,16) eli E+ ja E- ruokonadat eivit reagoineet merkitsevisti eri tavalla

kilpailukésittelyyn.
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Kuva 9. Endofyytillisten (E+) ja endofyytittomien (E-) kasvien maanpiéllisten osien
kuivabiomassa kilpailussa ja ilman kilpailua (keskiarvo ja 95 % luottamusvili).
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Kuva 10. Endofyytillisten (E+) ja endofyytittomien (E-) kasvien kukkavarsien méara
kilpailussa ja ilman kilpailua (keskiarvo ja 95 % luottamusvali)

4. Pohdinta

Tutkimukseni tukee oletusta, ettd Epichloé-endofyytti edesauttaa ruokonadan levidmista.
E+ ruokonatojen suurempi osuus koealan ldheisyyteen levinneessd (osa)populaatiossa
verrattuna perustajapopulaatioon tukee siten oletusta ruokonadan ja sen vertikaalisesti

siirtyvidn endofyytin mutualistisesta suhteesta, joka parantaa E+ ruokonatojen
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kelpoisuutta suhteessa E- yksiloihin (Clay & Schardl 2002). Tutkimuksissa on aiemmin
havaittu ruokonatapopulaatioiden sisdinen endofyyttifrekvenssin kasvu (Clay ym. 2005).
Tulosten  perusteella vain E+ kasvien suurempi siementuotto  selittdd
endofyyttifrekvenssin kasvua. Muiden E+ ja E- ruokonatojen ominaisuuksien,
siemenpainon, itdvyyden ja kilpailukyvyn, tarkastelu ei tue oletusta ja havaintoa
endofyyttifrekvenssin kasvusta. Endofyytti vaikuttaa siis ruokonadan siementuotantoon
sekd mahdollisesti muihin tutkimuksessa tarkastelematta jddneisiin ominaisuuksiin, kuten
ruokonadan kohtaamaan kasvinsyontiin tuottamiensa alkaloidien kautta, ja voisi siis
ndiden ominaisuuksien suhteen vaikuttaa ruokonadan levidmiseen sen levinneisyysalueen

reunalla.

Tarkastelin levinneen (osa)populaation endofyyttifrekvenssid kerddmilld siemenid
kukkivista ruokonadoista. Havaitsemani E+ kasvien kasvanut osuus saattoi johtua myos
siitd, ettd E- kasviyksilot eivit kerdyshetkelld kukkineet tai kukkivat hyvin vihén vélttyen
E+ kasveja todennikoisemmin otostamiselta, jolloin E- kasvien osuus jéisi virheellisesti
pienemméksi. Faeth (2009) havaitsi tutkimuksessaan, ettd pienempi osuus E- nadoista
(Festuca arizonica Vasey) lisdéntyi niiden ensimmadisend kasvukautena verrattuna E+
natoihin. Oletan havaitsemani endofyyttifrekvenssin olevan todenmukainen, koska
esimerkiksi kilpailukokeessa E- ruokonadat tuottivat enemmén kukkavarsia kuin E+

ruokonadat.

4.1. Endofyytin vaikutukset ruokonadan siemeniin

E+ ruokonadat tuottivat 77 % enemmain siemenid kuin E- ruokonadat, mutta tuotetut
siemenet olivat 11 % kevyempid ja itivit 14 % pienemmélld todenndkdisyydella.
Resurssien allokaatio jilkeldisten laatuun jilkeldisten méardn kustannuksella on tarked
osa elididen allokaatiostrategiaa (Stearns 1992). Jilkeldisten laatu liittyy kasveilla
lajinsisdisesti usein siemenen suurempaan kokoon eli siemenen sisdltimien resurssien
runsauteen ja titen itdmistodennédkdisyyteen ja taimen selviytymiseen (Baskin & Baskin
2014b). Ruokonadoilla on tuotettujen siementen madrin ja yksittdisten siementen laadun
vélilld todennédkdisesti allokaatiokustannus. E+ ruokonadat sijoittavat enemmén
resursseja suurempaan siemenmaiirdin siementen laadun kustannuksella eli yksittdisten
siementen sisdltdmat resurssit, jota voidaan kuvata siemenpainolla, ovat pienemmit.
Koska siemenen sisdltimien resurssien midrd vaikuttaa sen itdvyyteen, selittdd E+
siementen kevyempi siemenpaino niiden heikomman itdvyyden. Tuloksissa esitettyjen
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itdvyyttd ja siemenmddrdd kuvaavien keskiarvoestimaattien perusteella laskettu itdvien
siementen médrd on E+ ruokonadoilla 51 % suurempi verrattuna E- ruokonatoihin.
Endofyytti siis todenndkoisesti lisdd ruokonadan lisddntymiskelpoisten jélkeldisten
madrdd eli kelpoisuutta ainakin tietyssé eliniédn vaiheessa. Endofyytti lisdd ruokonadan
lisddntymiseen allokoitavia resursseja todennédkoisesti siksi, ettd endofyytin kelpoisuus
eli siirtyminen wuusiin isdntiin kasvaa iséntdkasvin siementuotannon kasvaessa.
Tarkastelin endofyytin vaikutusta ruokonadan siementuottoon ja itdvyyteen vain
ahvenanmaalaista alkuperii olevilla ruokonadoilla. En voi olla varma, vastasiko kyseisen
alkuperdn tarkastelu muita alkuperid, joita esiintyi levinneessd perustajapopulaatiossa.
Endofyytti saattaisi siis parantaa itdvyyttd tai heikentdd siementuotantoa muissa
alkuperissi, silld endofyytin tuottamien hydtyjen on havaittu vaihtelevan isantidkasvin

genotyypisti riippuen (Cheplick & Faeth 20094d).

Resurssiallokaatioteorian mukaan resurssirajoitteisissa ympdristdissd lisdédntyminen
viahentdd muihin toimintoihin, kuten kasvuun, kéytettdvissd olevia resursseja ja voi
vaikuttaa myos seuraavaa kasvukautta varten varastoitujen resurssien madrdd. Mikali
kasvi lisddntyy tehokkaasti ensimméisend kasvukautena, on sen kasvu todennikdisesti
heikompaa toisena kasvukautena (Fitter 1986). Faeth (2009) havaitsi E+ natojen (Festuca
arizonica) allokoivan enemmaén resursseja siementuotantoon kuin E- natojen niiden
ensimmaéisend ja toisena kasvukautena. Resurssien allokointi lisdéntymiseen kasvin
ensimmadisind kasvukausina voi tulevaisuudessa johtaa heikompaan kasvuun tai
lisddntymiseen (Faeth 2009). [lmié on havaittu esimerkiksi E+ kujasorsimoilla
(Puccinellia distans L.) (Olejniczak & Lembicz 2007). Tama endofyytin aiheuttama
muutos resurssiallokaatiossa voi olla monivuotiselle heinélle jopa haitallista. Mikdli elid
lisddntyy useita kertoja elinkaarensa aikana, voi suuri lisddntymisallokaatio ja
lisddntymisen aikaistuminen vdhentdd koko elinidn kelpoisuutta (Reekie 1999).
Endofyytin kannalta on mahdollisesti hyodyllistd lisdtd isdntdkasvin siementuotantoa
isdntdkasvin koko elinikdisen kelpoisuuden laskusta huolimatta, jotta se varmistaa

siirtymisen uusiin iséntiin.

Endofyytin vaikutukset ruokonadan lisddntymiseen ovat nykyisen koealan ja
kilpailukokeen kasvien vililla ristiriitaisia. Tarkastelin siementuottoa Ruissalon nykyisen
koealan ruokonadoilta, jotka ovat kasvaneet useiden vuosien aikana kookkaiksi.
Kilpailukokeen ruokonadat istutettiin pienind taimina, eivdtkd ne vuodessa kasvaneet

yhtéd suuriksi kuin nykyisen koealan kasvit. Nykyisen koealan suuret ruokonadat ovat
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todenndkoisesti kasvattaneet laajan juuriston, jonka avulla veden ja ravinteiden otto on
tehokasta. Kilpailukokeen pienikokoiset ruokonadat ottivat maaperdn resursseja ehki
heikommin. Iséntidkasvin ja endofyytin viliset allokaatiokustannukset ovat mahdollisesti
yleisempid kasvien ollessa pienid, ja maaperdn ravinnepitoisuuden ollessa alhainen
(Saikkonen ym. 2006). Lisédksi kilpailukokeessa laskettu kukintojen eli kukkavarsien
madrd ei valttdméttd kerro lisdéntymispanoksesta tdysin yksiselitteisesti. Esimerkiksi
kukinnon korkeuden on joillakin heinilld havaittu olevan yhteydesséd tdhkyldiden eli
kukkarakenteiden maéadrdan (Norris 1992). En siis tarkastellut kilpailukokeen
ruokonatojen lisdéntymistd samanlaisella tarkkuudella kuin nykyisen koealan kasvien

siementuottoa.

4.2. Endofyytin vaikutus ruokonadan kilpailuun

E+ ruokonadat menestyivdit E- ruokonatoja huonommin sekd kilpailussa
niittykasvillisuuden kanssa ettd ilman kilpailua, miké ei tue oletustani E+ ruokonatojen
paremmasta kilpailukyvystd. Endofyytti ei toiminut kilpailukokeessa tarkasteltujen
ominaisuuksien suhteen mutualistisena symbionttina. Kilpailukoe toteutettiin
olosuhteissa, joissa kasvit elivédt luonnollisen abioottisen stressin alaisina. Olosuhteet
saattoivat olla ravinnepitoisuuden ja muiden abioottisten stressitekijéiden suhteen
symbioosille epdedulliset, minkd seurauksena ruokonadan ja endofyytin vélinen kilpailu
rajallisista resursseista aiheutti allokaatiokustannuksen, joka heikensi ruokonadan kasvua
ja lisddntymistd. Perustajapopulaatioista levinneen (osa)populaation kasvupaikka ja
kilpailukokeen kasvupaikka saattoivat erota olosuhteiltaan. Vanhan perustajapopulaation
koealan ulkopuolelle on saattanut valua sadevesien mukana koealalle levitettyja
ravinteita. E+ kasvien on havaittu menestyvin paremmin korkeammassa
ravinnepitoisuudessa, koska isdntdkasvin ja endofyytin viliset allokaatiokustannukset

todennékoisesti vihenevit (Saikkonen ym. 2006)

Oletin, ettd endofyytti auttaisi ruokonataa menestyméddn paremmin kilpailun
atheuttamassa stressissd. Endofyyttistatuksen ja kilpailukésittelyn vililld ei kuitenkaan
ollut yhdysvaikutusta eli kilpailu ei vaikuttanut eri tavoin E+ ja E- ruokonatojen
menestykseen, vaan endofyytin vaikutus biomassaan ja kukintojen méaéraén pysyi samana
sekd kilpailussa ettd ilman sitd. Tulosteni perusteella en voi todeta E+ ruokonatojen
olevan heikompia kilpailijjoita, vaan ne menestyvit kilpailukoetta vastaavissa
olosuhteissa kasvun ja lisddntymisen osalta yleisesti heikommin kuin E- ruokonadat. E+
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kasvien heikompi tai samanveroinen kilpailukyky E- kasveihin verrattuna on havaittu
muissakin tutkimuksissa, joissa tutkimuslajeina ovat olleet eri natalajit (Marks ym. 1991;

Faeth ym. 2004).

Tarkastelin endofyytin vaikutusta ruokonadan Kkilpailuun vain ahvenanmaalaista
alkuperdd olevilla ruokonadoilla. Havaitsemani E+ ruokonatojen heikompi kasvu ja
lisddntyminen ei vilttdmaittd ole yleistettdvissd kaikkiin alkuperiin tai muihin
perustajapopulaatiossa kasvaneisiin alkuperiin tai yleisesti muihin
genotyyppiyhdistelmiin. Endofyytti saattaa siis parantaa kilpailukykyd muissa
alkuperissd, silld endofyytin tuottamien hyotyjen on havaittu vaihtelevan iséntdkasvin
genotyypista riippuen (Cheplick & Faeth 2009d). Tutkimuksissa E+ kasvien lajikkeen eli
jalostetun linjan on havaittu vaikuttavan kilpailukykyyn (Marks ym. 1991). Endofyytin
iséntdkasvilleen tarjoamat hyoddyt voivat riippua kasvin ja endofyytin genotyypin
yhteensopivuudesta sekd genotyyppien vuorovaikutuksesta ympiriston kanssa. Osa
genotyyppiyhdistelmisté voi menestyd paremmin kilpailussa (Cheplick & Faeth 2009d).
Malinowskin ja kumppaneiden (1999) tutkimuksessa E+ ruokonadat menestyivét
kasvullisesti huonommin kuin E-, mutta yksi E+ genotyyppi heikensi sen kanssa
kilpailevan puna-apilan kasvua. He ehdottivat, etti kyseisen genotyypin korkeat
alkaloidipitoisuudet aiheuttaisivat allelopaattisesti haittaa puna-apilan kasvulle

(Malinowski ym. 1999).

Kilpailu itsessddn vaikutti sekd E+ ettd E- ruokonatojen menestykseen, mikd oli
odotettavissa kilpailun vidhentidessd ruokonadalle tarjolla olevia resursseja. Kilpailukoe
toteutettiin pellolla, joka oli ollut pitkddn hoitamattomana. Hoitamattomilla niityilld
edellisen kesdn kasvillisuus maatuu ja ravitsee maaperdd, jonka seurauksena
kilpailullisesti vahvat lajit, kuten koiranputki, vuohenputki, timotei ja koiranheina,
runsastuvat (Jylhdnkangas & Esala 2002). Kilpailevien ruokonatojen seassa kasvoi useita
kilpailullisesti vahvoja lajeja. Ruokonata ei luonnonvaraisena yleensd esiinny
vallitsevana lajina sen elinympéristdissd, eikd se ole kovin voimakas kilpailija (Saari ym.

2010).

4.3. Muut endofyyttifrekvenssin kasvua selittavat tekijat

Endofyytin tuottamien alkaloidien on useissa tutkimuksissa havaittu olevan
kasvinsydjille haitallisia ja karkottavan niitd (Cheplick & Faeth 2009c; Saikkonen ym.
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2010). Taméan seurauksena E+ kasvien on usein havaittu menestyvin E- kasveja
paremmin (Breen 1994; Saikkonen ym. 2006). Mutualistisen vuorovaikutussuhteen
ajatellaan perustuvan endofyytin tuottamien alkaloidien luomaan valintactuun
(Saikkonen 2016b). Populaatioiden endofyyttifrekvenssien on aiemmissa tutkimuksessa
havaittu kasvavan elinympaéristoissd, joissa esiintyy paljon kasvinsyontid (Clay 1988;
Clay ym. 2005; Cheplick & Faeth 2009a). Alkaloidit voivat vaikuttaa kasvien
selviytymiseen erityisesti taimivaiheessa (Ruppert ym. 2017), jolloin kasvit ovat erityisen
haavoittuvaisessa vaiheessa. Heindkasvit ovat yleisesti erittdin sietokykyisid
kasvinsyojien aiheuttamaa vahinkoa vastaan. Heinien kasvupisteet sijaitsevat ldhelld
maata, ja ne kasvattavat yleensd laajan juuriston, jonka avulla kerddvét resurssit
maanpaillisen osan uudelleenkasvua varten (Moore & Johnson 2017). Taimivaiheessa
kasvi on kuluttanut siemenen sisédltdmit resurssit loppuun, mutta ei ole ehtinyt kasvattaa
vield laajaa juuristoa, joka auttaisi sitd sietiméédn kasvinsydjien aiheuttamaa vahinkoa.
Fuchs kumppaneineen (2017) on havainnut, ettdi jo vuoden ikdisten E+
englanninraiheinien alkaloidipitoisuudet olivat hyonteisille haitallisella tasolla, ja
Ruppert ja muut (2017) ovatkin havainneet E+ englanninraiheinien kohtaavan
taimivaiheessa vihemmén kasvinsyontid. Myds Czarnoteski ja muut (2010) havaitsivat
kotiloiden ruokailevan vihemmain E+ kuin E- kujasorsimon taimilla. Czarnoteski ja muut
2010 olettivat, ettd myo0s resurssiallokaatio siementen suureen méérddn niiden laadun
sijaan liittyisi alkaloideihin ja taimivaiheen selviytymiseen. Heidéin mukaansa E+ kasvit
kayttavat vihemmin resursseja yksittdisten siementen laatuun, koska endofyytti
karkottaa  kasvinsydjid ja  ndin  lisdd  siemenistd  kehittyvien  taimien
selviytymismahdollisuuksia. Sen sijaan E- kasvien tulee sijoittaa resursseja siementen
laatuun niiden méérdn sijaan, silld siemenistd kasvavilla taimilla ei ole alkaloidien
tarjoamaa suojaa kasvinsygjiltd (Czarnoleski ym. 2010). Suuremmista siemenistd
kasvaneet taimet sietdvét lehtikatoa paremmin kuin pienistd siemenistd kasvaneet, koska
suuremmat siemenet sisdltivdt enemmin resursseja kasvuun (Armstrong & Westoby

1993).

Alkaloidit voisivat vaikuttaa my0s siementen selviytymiseen ennen niiden itdmisti.
Esimerkiksi E+ punanatojen siemenissd on havaittu pienid méadria torajyvaalkaloideja ja
peramiinia ja italianraiheinien siemenissi loliineja (Gundel ym. 2018). Alkaloidit voivat
karkottaa ja olla haitallisia siemensydjille, mikd voi parantaa E+ siementen selviytymistd
itdimiseen asti. Madej ja Clay (1991) ovat valintakokeissaan havainneet lintujen

ruokailevan todenndkoisemmin E- kuin E+ siemenilld, ja ruokintakokeissa E+ siementen
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olevan huonolaatuisempaa ravintoa. Saari ja kumppanit (2010) ovat havainneet E+
ruokonatojen siemenissd vahemmaén heindkiiltokoin ruokailujélkid kuin E- ruokonatojen

siemenissa.

Alkaloidien tarjoaman suojan on ajateltu olevan syynd E+ kasvien paremmaksi
havaittuun kilpailukykyyn. Clay ja muut (2005) havaitsivat endofyyttifrekvenssin
kasvavan ja E+ ruokonatojen menestyvdn E- ruokonatoja paremmin erityisesti silloin,
kun kasvinsyontid tapahtui. Endofyytin tuottamien alkaloidien merkitys voi ilmentya
ympérdivadn kasviyhteisoon kasvinsyonnin ja kilpailun vuorovaikutuksena. E+
ruokonatojen midrdn on havaittu kasvavan kasviyhteisossd useiden vuosien aikana
todennékoisesti siksi, ettd kasvinsydjien ruokailu kohdistui haitallisten alkaloidien takia
kasviyhteison muihin kasvilajeihin (Cheplick & Faeth 2009a). Koska téssd tutkimuksessa
toteutetussa kilpailukokeessa ei huomioitu kasveihin kohdistuvan kasvinsyonnin maaria,

ei sen mahdollisia vaikutuksia kasvien véliseen kilpailuun voida poissulkea.

Tutkimuksissa on havaittu endofyytin vaikuttavan my06s muihin tdssid tutkimuksessa
huomioimattomiin ominaisuuksiin, jotka voivat toimia valintaetuina ruokonadan
levidmisessd. En tarkastellut iddtyskokeessa siementen itimisnopeutta, joka voi vaikuttaa
endofyyttifrekvenssin muutokseen. Pienet ajalliset erot siementen itdmisessd voivat
vaikuttaa kasvutilan eli kasvuun ja lisddntymiseen tarvittavien resurssien saavuttamiseen
(Ross ja Harper 1972). Mittasin ruokonatojen kasvua Kkilpailukokeessa vain
maanpéélliselld biomassalla. Endofyytti saattoi vaikuttaa juurien kasvuun allokoitujen
resurssien madradn, minkd seurauksena kasvuun ja lisddntymiseen allokoitujen resurssien
méiérd saattoi olla pienempi. Heinien kilpailukyky perustuu juurien suhteellisen suureen
biomassaan ja tehokkaaseen veden ja ravinteiden ottoon (Wilson 1998), ja havaitsemani
heikompi kasvu saattaa kompensoitua varastoiduilla resursseilla. Malinowski ja muut
(1997) havaitsivat E+ nurminatojen tuottavan enemmaén juuribiomassaa kuin E-, mutta
Cheplick (2007) taas huomasi E+ englanninraiheinien allokoivan vihemmain resursseja

juuriin kuin E-, kun resurssit olivat rajalliset.

Korkeita endofyyttifrekvenssejd on mahdollista havaita populaatioissa, vaikka
endofyytin ja iséntdkasvin vélilld ei ole tiukan mutualistista vuorovaikutussuhdetta.
Endofyytti saattaa toimia valintaetuna vain tietyissa tilanteissa tai isdntidkasvin kriittisissa
elinkierron vaiheissa. Mikédli endofyytin tuottamat alkaloidit lisddvét taimivaiheen

selviytymistd, voidaan populaatioissa havaita korkeita endofyyttifrekvenssejd, vaikka
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endofyytti toimisi lisdédntymisvaiheessa oleville kasveille ndennéisesti kustannuksena.
Endofyytin vaikutus kasvin kelpoisuuteen voi silti olla positiivinen (Cheplick & Faeth
2009d). Endofyytti on myds voinut olla populaatiossa aiemmin hyddyllinen symbiontti,
mutta olosuhteiden muuttuessa se ei tarjoa endi valintaetua isdntdkasville. Maternaalisesti
siirtyvdnd symbionttina kommensalistinen tai jopa loisiva endofyytti védhenisi
populaatiossa todennékdisesti hitaasti, erityisesti endofyytin lisdtessi resurssiallokaatiota

siementuottoon.

4.4. Endofyytin merkitys ruokonadan levidmisesséd pohjoisella levinneisyysrajalla

Tarkastelemieni ominaisuuksien perusteella sieniendofyytti E. coenophiala ei ole
ruokonadalle tiukan mutualistinen symbiontti, silld E+ ruokonadat menestyivit
tarkastelluissa olosuhteissa heikommin kuin E- ruokonadat. Luonnonvaraisissa kasveissa
geneettinen vaihtelu on suurta, minké takia endofyytin vaikutukset isédntdkasvissa voivat
olla hyvin vaihtelevia (Cheplick & Faeth 2009d). Maatalouslajikkeiden tutkimuksissa
mutualistisiksi havaitut aseksuaaliset endofyytit paljastuvatkin luonnonvaraisissa
kasveissa usein vuorovaikutussuhteeltaan loisiviksi (Faeth & Sullivan 2003). Havaitsin
endofyytin kuitenkin lisddvidn ruokonadan resurssiallokaatiota siementuottoon, mika

voisi selittdd perustajapopulaation levidmisessd havaitun endofyyttifrekvenssin kasvun.

Endofyytin  kelpoisuus eli siirtyminen uusiin iséntiin kasvaa isdntdkasvin
siementuotannon kasvaessa. Mikdli elididen selviytyminen on epitodenndkdistd, suosii
luonnonvalinta usein niiden lisdéntymistd kelpoisuuden maksimoimiseksi (Fitter 1986).
Koska kasvien kuolleisuus on suurinta yleensd syntymin jilkeen ja vdhenee vuosien
mittaan (Watkinson 1986), on endofyytin kannalta mahdollisesti hyodyllistd lisdti
isintdkasvin siementuotantoa varmistaakseen siirtymisensd uusiin isintiin. Isdntdkasvin
suuri lisddntymisallokaatio saattaa johtaa tulevaisuudessa heikompaan lisdéntymiseen ja
elinikdisen kelpoisuuden pienenemiseen, mutta todellisia vaikutuksia on vaikea arvioida.
Lisdéntymisen atheuttamat allokaatiokustannukset ja haitat elinikdiselle kelpoisuudelle
voivat vaihdella lajin, populaation, kasvin genotyypin, resurssien miirin ja kasvin iin
mukaan (Reekie 1999). Luonnonvalinta on todennikoisesti kohdistunut isédntékasvin ja
endofyytin genotyyppiyhdistelmiin suosien niitd, joissa endofyytti lisdd isdnnédn
lisddntymisallokaatiota, ja isdntdkasvin ja endofyytin kelpoisuus eli lisddntyvien

jélkeldisten mééra on kaikista suurin.

25



Saari ja kumppanit (2010) ovat ehdottaneet, ettd suuremman siementuotannon sijaan
alkaloideista johtuvat erot E- ja E+ kasvien alttiudessa joutua kasvin- tai siemensyonnin
kohteeksi ~ toimisivat ~ E+  kasvien  valintactuna  pohjoiseurooppalaisissa
ruokonatapopulaatioissa. Ahvenanmaalaisten ruokonatojen on tutkimuksessa havaittu
tuottavan gotlantilaisia ja ruotsalaisia alkuperid enemméin torajyvialkaloideja
ravinnekasittelyissd (Helander ym. 2016). Alkaloidien tuottama puolustus oletettavasti
lisdd sekd isantikasvin ettd endofyytin kelpoisuutta, koska isidntékasvi séilyttdad kehittyvat
lisddntymiselimensd sekd yhteyttimissolukkonsa, jolla tuottaa resursseja lisddntymisté
varten (Saikkonen ym. 1998). Kasvin ja endofyytin genotyypit ja ympariston olosuhteet
voivat vaikuttaa alkaloidien tuotantoon (Saikkonen ym. 1998; Helander ym. 2016) ja ndin
my0s endofyytin isdntékasville tuottamaan hydtyyn. Mikdli elinympariston
ravinnepitoisuus rajoittaa kasvin yhteyttimistd, saattaa endofyytti toimia kasville
haitallisena loisena (Saikkonen ym. 1998). Mikéli resursseja riittdd molemmille, tarjoavat
endofyytin  tuottamat alkaloidit todenndkdisesti suojaa  kasvinsyojiltd, ja
yhteyttdmissolukon uudelleenkasvun sijaan resurssit voidaan sijoittaa lisddntymiseen.
Endofyytin vaikutus isdntékasvin lisddntymisallokaatioon ja kelpoisuuteen kasvaa siis
todennékoisesti olosuhteissa, joissa endofyytin ylldpito ei atheuta merkittdvid
allokaatiokustannuksia iséntdkasville, ja alkaloidien tuotantoon vaadittua typped on
tarjolla tarpeeksi. Ehdotan ruokonadan levidmisesséd havaitsemani endofyyttifrekvenssin
kasvun olevan seurausta endofyytin vaikutuksista isdnndn lisddntymiseen ja
puolustukseen kasvinsydjid vastaan, ja endofyytin toimivan valintaetuna ruokonadan
leviamisessd sen pohjoisella levinneisyysrajalla. Tulee my0s huomioida mahdollisuus
sithen, ettd endofyytin ja isdntikasvin viliset mutualistiset vuorovaikutukset ilmenevét
vain tietyissd ympdristdissd, genotyyppiyhdistelmissd tai iséntikasvin elinkierron

vaiheissa.

Kiitokset

Haluan osoittaa suurimmat kiitokset ohjaajilleni Marjo Helanderille ja Miika Laihoselle,
joiden erinomainen opastus ja neuvot mahdollistivat tdmédn tyon valmistumisen. Eipa
koko tyotd olisi ilman Miikan ideoita, joista tutkimus sai alkunsa. Kiitos my6s Kari
Saikkoselle avustasi prosessini aikana. Haluan osoittaa kiitokset myds Ruissalon tiimille,
erityisesti Lauri Heikkoselle ja Ida Palmroosille heidén avustaan aineiston kerddmisessi
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