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Tutkimuksessa injektoitiin radioaktiivisilla aineilla kuusen kantojen puuainesta
F. annosuksen aktiivisten itiemien liheisyydessd. Tarkoituksena oli selvittdd isotoop-
pien mahdollinen siirtyminen sienen metabolian kautta kantaitiéihin. Alustavissa
tutkimuksissa vuoden 1972 syksylld kidytettiin kaikkia otsikossa mainittuja isotooppeja.
Jatkotutkimuksessa syksylld 1973 oli ainoana isotooppina 123I. Saadun tuloksen mu-
kaan kantaitiot voitiin merkitd radioaktiivisilla aineilla. Isotoopit todenndkéisesti
vihensivit itidemien tuottamia elinkykyisten kantaitididen madrid. Tutkimustuloksilla
lienee sovellutusmahdollisuuksia mm. meteorologiassa.

JOHDANTO JA TUTKIMUSTEHTAVA

Sienijuurien on todettu ottavan 32P:td aineenvaihduntaansa ja kuljetta-
van sitd isintikasviin (HARLEY & BRIERLY 1954). Fosforin ottaminen oli
mainitun tutkimuksen mukaan aluksi varsin nopeata, mutta hidastui 10—
15 tunnin kuluttua. Lampoétilan aleneminen hidasti fosforin ottamista.
Yleensi mykorritsasienet varastoivat suurimman osan radioaktiivisesta
fosforista hyyfeihinsd (HARLEY ja McCREARY 1952, Morrisox 1957, MEjsT-
RIK 1970). Rhizoctonia solanin Kithn on todettu rihmastonsa avulla siirtavin
32P:t4 nopeammin kuin mitd diffuusion avulla kasvualustalla siirtyy (L1TT-
LEFIELD ym. 1965). Thelephora terrestriksen Ehrh. ex Fr. on havaittu ottavan




rihmastoonsa 14C-merkittyji orgaanisia yhdisteitad (Re1p 1971). Phycomvycetes-
sienilli on ¥Cs:n ja ®Co:n havaittu siirtyvdan protoplasman virtauksen
mukana hyyfeissd sporangioita kohti (GROSSBARD ja STRANKS 1959). Maini-
tut tutkijat eivat kuitenkaan voineet osoittaa, johtuiko siirtyminen diffuu-
siosta vai tapahtuiko aktiivista siirtymisti. GROSSBARD osoitti mychemmin
(1971) *4C-merkittyjen orgaanisten yhdisteiden aktiivista siirtymistd tapah-
tuvan R. solanin rihmastossa puhdasviljelmilli. T7ichoderma viridelld Pers.
hin totesi enemmin radioaktiivisuutta kuromissa kuin hyyfeissia. Toistai-
seksi ei liene julkaistuja tutkimustuloksia F. annosuksen rihmaston kyvysti
ottaa radioaktiivisia isotooppeja ja siirtdd niiti itiéihin. Nyt esiteltivin
tutkimuksen tarkoituksena oli selvittii, ottaako F. ammosus rihmastol-
laan lahosta kuusesta (Picea abies (L.) Karst.) 3H-, 32P- tai 125]-isotoo-
peilla merkittyja yhdisteitd ja siirtddko se niitd edelleen kantaitidihinsi.

MENETELMA JA MATERIAALI

Tutkimus suoritettiin kuusikossa Helsingissd syksylld 1972 ja 1973.
Syyskuun 4. ja lokakuun 10. pdivin vilisend aikana 1972 injektoitiin lahoissa
kuusen kannoissa olevien itidemien i sitw reunasta 3—5 cm:n etiisyydelle
ja n. 2 cm:n syvyydelle puuainekseen seuraavia radioaktiivisia yhdisteiti
(The Radiochemical Centre, Amersham, England):

3H-d-glukoosi (>3000 m Ci/mmol, vesiliuos)
32P-ortofosforihappo (1 m Ci/ml, HCl-iuos)
12]-natriumjodidi (kantajaton, 3 mg/ml, Na,S,0,-liuos).

Jokaisella isotoopilla injektoitiin itidemien liheisyydessi puuainesta
neljissa eri kannossa. Itidemiid kohti injektoitiin 3H-d-glukoosia 0.17 mCi:n
annos sekd 32P-ortofosforihappoa ja 1?I-natriumjodidia 0.33 mCi:n annokset
(kukin annos 0,75 ml vesiliuoksena). Injektion jilkeen itidemistd kerattiin
kantaiti6itd lasiputkiin, jotka oli kiinnitetty itidem4n pintaan kuminau-
hoin. Radioaktiivisuusmittaukset suoritettiin 3H- ja 32P-isotooppien osalta
nestetuikelaskijalla (Liquid Scintillation Counter, DECEM-NTL314, Wallac
Oy). Edullisen mittausgeometrian aikaansaamiseksi itiéiden radioaktiivisuus
mitattiin Aquasol-nestetuikeainetta kiyttden (New England Nuclear Corp.,
Boston). Tuikeaine geeliytettiin lisaamallda 23 9, vettd (Furronc 1970).
125]-isotoopin radioaktiivisuus mitattiin kdyttden yksikanava-analysaattoria
(Ekco Electronics Ltd), johon kytkettiin 2” x 2” suuruinen NaJ(TIl) ko-
lokide (LEDERER ym. 1967). Aktiivisuudet ilmoitettiin pCi-yksikoissi.

Kantaitididen kerdilytekniikan puutteena syksyn 1972 tutkimuksissa oli
veden kondensoituminen itisemien pinnassa kiinni olleisiin lasiputkiin. Ve-
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destd ei onnistuttu tiysin pddsemiidn eroon, vaikka kantaiti6iden kerdamis-
aikaa lyhennettiin (vrt. GROSSBARD ja STRANKS 1959).

Syksyllda 1973 kdytettiin yksinomaan '2I-natriumjodidia. Kantaitididen
keridmistekniikkaa muutettiin siten, ettd lasiputkien asemesta kaytettiin
1 cm2n suuruisia teipin palasia, jotka neulalla kiinnitettiin itibeman aktiivi-
sen pinnan suuntaiseksi n. 1 cm:n etdisyydelle itideman pinnasta (kuva 1).

Kuva 1. Kantaitididen keridminen itiemista syksylld 1973.
Fig. 1. Collection of basidiospores from a sporophore in the autumn of 1973.

Niin viltyttiin kondensaatiovedelti. Niytteet kerdttiin injektiohetkestd
alkaen vuorokausittain. Tutkimuksessa oli 1973 kaikkiaan kuusi itibemad,
joista kolme oli kontrolli-itidemia.

TULOKSET

Vuoden 1972 tulokset ovat taulukossa 1. Kukin mittaustulos edustaa nel-
jastd itidemista otettujen nidytteiden keskiarvoa. 3H injektoitiin syyskuun 5.
paivina, 32P ja 1] syyskuun 26. piivini. Taulukon mukaan radioaktiivi-
suutta oli havaittavissa kaikista itidemisti saaduissa kantaitidissi. 3H ja
125] esiintyivit voimakkaina verrattain nopeasti injektion jilkeen ja aktiivi-
suus laski sitten vihitellen. 32P:114 injektoitujen kantojen itidemét sen sijaan
tuottivat merkittivissi midrin radioaktiivisia kantaitiéiti huomattavasti
myohemmin. Yhden 3H:lla injektoidun kannon itiGemdn kantaitididen ra-
dioaktiivisuudessa esiintyi kaksi erillistd huippukohtaa.

Syksyn 1973 tutkimuksissa kiytettiin yksinomaan !?3[-natriumjodidia.
Kuvissa 2 ja 3 on kaikkien kolmen itisemin tulokset. Tavallisimmin radio-
aktiivisuus lisiintyi nopeasti injektion jilkeen ja laski sitten vihitellen. Toi-
sinaan esiintyi radioaktiivisuudessa kuitenkin kaksi maksimikohtaa. Naistd
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Taulukko 1. Syksyn 1972 kantaitiondytteiden aktiivisuudet (pCi). Tulokset ovat kunkin
isotoopin kohdalla neljisti itidemistéd saatujen aktiivisuuksien keskiarvoja.

Table 1. Radioactivities (pCi) of the basidiospore samples of autumn 1972. For each isotope,
the results are mean activities for four sporophores.

Isotooppi Niytteen ottamispdivimiidri — Date of taking the sample
Isotope 15.9. 19.9. 22.9. 26.9. 28.9.
Sep 15 Sep 19 Sep 22 Sep 26 Sep 28
BH oo sive sumiwes svasawns 520 624 248 185 24
2.10. 6. 10. 10. 10. 14. 10. 25. 10.
Oct 2 Oct 6 Oct 10 Oct 14 Oct 25
L1 RN 57 86 59 314 506
ABL | e vnosmmcenon ssmnense o 285 228 247 150 118

jalkimmadisen ajankohta wvaihteli todennikoéisesti itiétuotannosta riippuen
(vrt. HARLEY ja BRIERLY 1954).

Itiema n:o 1:n liheiseen puuainekseen ruiskutettiin 12°I:td elokuun 16. ja
27. paivini sekd syyskuun 18. pdivdni (kuva 2). Ensimmadisen injektion jal-
keen radioaktiivisuutta todettiin jo ensimmiisen vuorokauden kuluessa.
Aktiivisuus laski muutaman pdivdn jialkeen nopeasti. Elokuun 27. pdivin
jilkeen esiintyi huipputulos vasta kuudentena vuorokautena. Toinen vield
suurempi radioaktiivisuuden mé#irid esiintyi 18. vuorokautena injektiosta.
Kolmannen injektion (18.9.) jilkeen oli huippu kahden vuorokauden kulut-
tua.

Itidemd n:o 2 puuaines injektoitiin 27. 8. Heti ensimmaéisen vuorokauden
kuluessa injektion jilkeen esiintyi voimakasta radioaktiivisuutta (kuva 3).
Toinen huippu oli viidenteni vuorokautena injektion jilkeen. Seuraava in-
jektio suoritettiin 12.9. Radioaktiivisuutta esiintyi kolmantena vuorokau-
tena injektion jilkeen, ja toinen vihidn heikompi radioaktiivisuus oli kahdek-
santena vuorokautena injektiosta.

Itiemd n:o 3 injektoitiin 20. 9. Jo ensimmiisen vuorokauden ndytteessa
todettiin voimakas radioaktiivisuus (kuva 3). Sen jilkeen radioaktiivisuus
viheni, mutta lisddntyi jilleen, ja koko tutkimuksen voimakkaimmat esiin-

tymit olivat 23. ja 24. syyskuuta. Tamin jdlkeen ei radioaktiivisuutta sanot-
tavasti esiintynyt.
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Kuva 2. Itidemin n:o 1 kantaitididen aktiivisuudet (pCi). @ tarkoittaa injektiopaivad. Ku-
vassa on myds vuorokausien keskilaimpétilat (katkoviiva) ja keskikosteudet (yhtendinen viiva).
Fig. 2. Radioactivity (pCi) of the basidiospores of sporophore No. 1. @ refers to the date of injection.
The mean diurnal temperatures (broken line) and humidities (continuous line) are also indicated.
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Kuva 3. Itidemien n:o 2 ja 3 kantaitididen aktiivisuudet (pCi). Merkinnit ja selitykset
samat kuin kuvassa 2.
Fig. 3. Radioactivity (pCi) of the basidisspores of sporophores No. 2 and 3. Additional
explanations are the same as presented figure 2.

Viimeisen aktiivisuusmittauksen jilkeen kaikista kuudesta itivemisti
otettiin kantaitiéndytteet lasiputkiin elinkykyisten iticiden mairian selvitti-
miseksi laboratorioviljelyiden avulla. Kaikki itiemit tuottivat kantaitioita
tutkimuksen paittyessa 25.10.73. Vuorokautinen iti6tuotanto vaihteli
30 000—96 000 kpl tunnissa itiGemdn valkoisen pinnan neliésenttimetrii
kohti. Kolmen !»I:1li injektoidun kannon itidemadn keskimiiriinen iti6-
tuotanto oli n. 36 000 kpl/cm?/hr, kontrolli-itibemien vastaavasti n. 56 000 kpl/
cm?/hr. Jos laskelmasta jitetiin pois ainoastaan yhden kerran injektoitu
itibemd n:o 3, saadaan keskiméiirdiseksi elinkykyisten kantaitididen tuotan-
noksi injektoidussa puuaineksessa kasvaneissa itidemissi kokeen loppuessa
n. 32000 kpl/cm?/hr eli karkeasti ottaen puolet kontrolli-itidemien itidtuotan-
nosta. Tulos tukee siti kasitystd, ettid isotoopeilla on haittavaikutuksia
biologisissa jirjestelmissi (NIEDETZKY 1971).
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TULOSTEN TARKASTELU

Radioaktiivisuuden esiintymisen méaird tdssi tutkimuksessa riippui to-
denndkéisesti itidemien kantaitidtuotannosta. F. ammosuksen kantaitiGtuo-
tanto vaihtelee suuresti (Karrio 1973). Nyt esitellyn tutkimuksen suoritta-
misen aikaan lienee ilman kosteus ollut tirkein itiGtuotantoon vaikuttanut
seikka. Ilman limpétila todennikoisesti oli kaiken aikaa riittivd runsaan
kantaitiotuotannon jatkumiselle. Voimakkaat radioaktiivisuudet itidemisti
n:o 3 otetuissa ndytteissd syyskuun 23. ja 24. paivani 1973, jolloin muissa iti6-
emissi el vastaavia huippuja esiintynyt, voivat kenties johtua siitd, ettd tatd
itibemda oli injektiopdivamaaradan 20.9. mennessi hdiritty erittdin vihin,
Sen jilkeenkin se oli injektoitu vain kerran, ja siitid oli otettu niytteitd huo-
mattavasti vihemman kuin muista itidemistd. Néin ollen mainittu itidema
oli parhaassa tuotantokunnossa syyskuun 23. ja 24. pdivana.

Radioaktiivisten aineiden merkitsemilld iti¢illa saattaa olla merkitysta
mm. ilmamassojen liikkeiden seuraamisessa (vrt. KuLmaLA 1966, AARTO-
LAHTI ja Kurmara 1969).
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SUMMARY:

LABELLING OF FOMES ANNOSUS BASIDIOSPORES WITH RADIO-
ACTIVE ISOTOPES ®H, 3P AND 1257],

The purpose of the study was to investigate whether F. anmnosus growing
wn decayed Norway spruce would take up radioactive isotopes with its mycelium
and transfer them by means of the sporophores in situ to the basidiospores.
The study was carried out in Helsinki in the autumns of 1972 and 1973. In
the autumn of 1972 spruce wood in close proximity to F. annosus
sporophores was injected in the forest with the following radioactive compounds
(The Radiochemical Centre, Amersham, England).

SH-d-glucoce (> 300 m Cijmmol, aqueous solution)
82P-orthophosphate (1 m Cilml HCl-solution), and
125]-sodium iodide. (carrier free, 3 mglml, Na,S,05-solution).

Each of these radioactive compounds was injected into the wood material of
Sfour different stumps, close to sporophores. The injections were made at a dis-
tance of 3—5 cm from the edge of the sporophore and to a depth of c. 2 cm into
the wood material. The amounts injected per sporophore were: 0.17 mCi 3H-d-
glucose, 0.32 mCi 32P-orthophosphate and again 0.32 mCi 125]-sodium iodide
(each 0,75 ml aqueous solution). After injections, basidiospores were collected
wnto glass tubes. A liquid scintillation counter (DECEM-NTL34, Wallac Oy)
was used to count the *H and 3%P isotopes. To produce a favourable counting
geometry, the radioactivity of the spores was counted with liquid scintillation
solution Aquasol (New England Nuclear Corp., Boston). The scintillation
solution was changed into a gel by adding 23 per cent water. The radio-
activity of the *I dsotope was measured using a single-channel analyzer
(Ekco Electronics Ltd) to which an Nal (TI) hole crystal, size 2" X 2,
was connected. Activity was expressed in pCi units projected to the injection
day level using decomposition coefficients. The results for 1972 are given in
Table 1. Every figure is the mean radioactivity of the basidiospores from all
Jour sporophores. As can be seen from the table, radioactivity could be traced
in basidiospore samples collected from all the sporophores.
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In the study of autumm 1973, 1251 sodium todide was used alone. The
technique of collecting the basidiospores was modified by replacing the glass
tubes with a piece of adhesive tape, 1 cm.square, fastened with a pin which held
it parallel to, and c. 1 cm.away from the active surface of the sporophore (Fig. 1).
By this means the condensed water which interfered with the study a year earlier
was avoided (cf. GROSSBARD and STRANKS 1959). Samples were collected every
24 hours from the time of injection. In the autumn of 1973 the study comprised
a total of six sporophores, three of them serving as controls. The results are shown
in Figs. 2 and 3. Usually the radioactivity increased rapidly after the injection
and then gradually decreased. Sometimes there were two maxima of radioactivity
after an injection, and the time at which the second ome occurred apparently
varied according to the spore production (cf. HARLEY and BRIERLY 1954).

At the close of the study on October 25, 1973, basidiospore samples were
collected into glass tubes from all six sporophores for investigation of the amount
of viable spores by laboratory studies. At this date, all sporophores produced
viable basidiospores. The spore production ranged from 30 000—96 000[sq.cm.|
hr per sporophore. The mean spore production of the sporophores of the three
stumps injected with %I was c. 36 000[sq.cm.[hr, that of the control sporophores
c. 56 000[sq.cm.|hr. If sporophore No. 3, injected only once, is disregarded,
the mean production of viable basidiospores from sporophores growing in in-
jected wood material was at the end of the experiment c. 32 000[sq.cm. /h‘r, i:.e.
approximately half the spore production of the control sporophores. This finding
supports the view that isotopes have an adverse effect in the biological system
(NI1EDETZKY 1971).

The present authors have not found earlier reports on the ability of F. a n-
noswus mycelium to take up radioactive isotopes from wood material and
transfer them to its basidiospores. The results obtained. may prove useful e.g.
in meteorology for observation of the movements of air masses (cf. KULMALA
1966, AARTOLAHTI and KULMALA 1969).





