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ESIKOKEITA KINETIININ VAIKUTUKSESTA MANNYN
HYPOKOTYYLIEN KALLUS- JA JUURIMUODOSTUKSEEN

OLAVI LUUKKANEN

SUMMARY:

EFFECT OF KINETIN ON THE FORMATION OF CALLUS AND ROOTS
IN HYPOCOTYLS OF SCOTS PINE: PRELIMINARY EXPERIMENTS

Saapunut toimitukselle 21. 3. 1974

Steriilisti 64 vrk kasvatetut mdnnyn sirkkataimet katkaistiin hypokotyylin keskeltd
ja juurenniskan yldapuolelta. Niin saatuja sirkkalehdellisid ja sirkkalehdettomid hypo-
kotyyleja viljeltiin edelleen mm. 2 mg/l indolietikkahappoa ja 0.1, 1 tai 10 mg/l kine-
tiinida sisdltivilla RM-1964-agaralustoilla. Samalla alustalla olivat joko molemmat
hypokotyylin osat tai jompikumpi osa yksin. Kalluksen ja juurien muodostumista tut-
kittiin 55 vrk:n kuluttua.

Sirkkalehdellisiin hypokotyyleihin muodostui kallusta leikkauspintaan ja lisiksi
viidesosassa materiaalia tdstd edelleen juuri. Molemmista pdistd katkaistuihin hypo-
kotyyleihin ei syntynyt adventiivijuuria, ja myos kalluksen kasvu niissd oli heikkoa;
kalluksen kasvua edisti kuitenkin sirkkataimen yldosan sijoittaminen samalle kasvatus-
alustalle. Kinetiinimd4ran lisiys nopeutti lievésti kalluksen kehittymista sirkkalehdel-
lisiin hypokotyyleihin mutta vdhensi molemmista pdistd katkaistujen kasvatusalus-
talle yksin sijoitettujen hypokotyylien kallusmuodostusta. Kalluksen kokonaismdird
oli suurin sirkkalehdellisissd hypokotyyleissi.

Kiipioversoja muodostui noin puoleen hypokotyylin keskeltd katkaistuista, sirkka-
lehdet sisdltivistd taimista. Kadpioversoja ei kuitenkaan syntynyt ennen varsinaista
koetta jo 16 vrk:n iddtyksen jilkeen katkaistuihin ja agaralustoille siirrettyihin taimiin,
vaikka niitd viljelmiad kasvatettiin samoissa oloissa kuin varsinaisen kokeen taimia kaik-
kiaan 103 vrk.

1. JOHDANTO

Kaytannon kokemukset ovat osoittaneet, etti havupuista kuusta on
helpompi monistaa pistokkaista kuin mintyi. Tami tulos on johtanut sii-
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hen, ettd viljelymateriaalin suurimittaisen pistokastuotannon kehittely on
Suomessa kidynnissi kuusen mutta ei minnyn osalta. Toisaalta on selvii,
ettd myos minnyn jalostus metsipuuna ja tasta jalostuksesta odotettavissa
oleva geneettinen hyoty riippuu ratkaisevasti siitd, missi madrin kasvullinen
lisidminen mannyn osalta tulee olemaan kidytinnossi mahdollista. Uusia
nikokohtia minnyn pistokaslisiyksen mahdollisuuksista on meillda viime
aikoina tuotu esille (YLI-VAKKURI 1973).

Monet muut mintylajit muodostavat adventiivijuuria huomattavasti
helpommin kuin Pinus silvestris (NIENSTAEDT ym. 1958). Tama tosiasia seka
se yleinen havainto, etti erilaistuneet kasvisolut ja -solukot ylipadnsa voivat
uudelleen muodostaa perussolukkoa (kallusta) ja tédsti edelleen jopa uusia
kasviyksiloitd (vrt. STEWARD 1968, s. 466), antaa aiheen otaksua, ettd min-
nyn pistokkaiden tuottamiselle ei ole mitadn varsinaista geneettistd tai fysio-
logista estettd, kysymys on vain juurtumisalttiuden aste-eroista.

Koska perinteellisin pistokasmonistuksen keinoin on vaikea ryhtyi
kehittimain minnyn juurruttamisen massamenetelmid, on ilmeisesti huomion
arvoinen ongelman ratkaisun toinen tie, kokeellisesta fysiologisesta tutki-
muksesta liikkeelle lihteminen. Téssd tyossd ovat perustana kaikki kasvi-
hormonien ja kasvien erilaistumisen tutkimuksen jo saavutetut tulokset.

Solukkoviljelytekniikka on kehittynyt kasvifysiologian tutkimuksen rutii-
nimenetelmiksi (vrt. LINSMAIER ja SKooG 1965, SimoLa 1973). Koemateriaa-
lina eri hormonien vaikutusta selvitettiessi kaytetian tavallisesti helpoim-
min steriilind viljelmdni kasvavia, siis elatusainevaatimuksiltaan mahdol-
lisimman yksinkertaisia soluja tai solukkoja, kuten Nicotianan varren yti-
mestd muodostuvaa kallusta. Myds puiden solukkoja on kasvatettu soluk-
koviljelmind ja on havaittu, ettd havupuut ovat lehtipuita vaikeammin vil-
jetdvissi (WINToN 1972). Tdmia koskee sekd erilaistumattoman ja yleensd
lehtivihreittoman kallussolukon elossapysymistd ettd sen erilaistumista esi-
merkiksi juuri- tai versosoluiksi.

Varsinkin Nicotianan solukkoviljelysten ollessa kysymyksessd tunnetaan
jo hyvin toisaalta voimakkaan kasvun ja toisaalta erilaistumisen edellytykse-
ni olevan kasvatusalustan koostumukset. On kdynyt ilmi, ettd kasvuainei-
den, niiden joukossa kasvihormonien, suhteet pikemminkin kuin absoluuttiset
midrit ohjaavat kasvua, erilaistumista ja erilaistumisen suuntaa. Nicotia-
nassa seki auksiinien (esimerkiksi indolietikkahapon, IAA:n) ja sytokiniinien
(esim. kinetiinin) ldsniolo on vilttimiton kalluksen solunjakautumisen jat-
kumiseksi. Kinetiinin méiirin alentaminen IAA-konsentraatioon verrat-
tuna aikaansaa erilaistumista ja nimenomaan juurien muodostumisen.
Piinvastainen suhde puolestaan edistdda silmujen ja edelleen verson synty-
mistd (GEISSBUHLER ja SkooG 1957).

Puiden solukkoviljelmit voidaan aloittaa rungosta eristetystd jalsisolu-
kosta tai nuorien taimien erilaisista solukoista (HARVEY ja GRrRAsHAM 1969).
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Hypokotyylien eli sirkkavarsien on todettu olevan helposti kallusta muodosta-
vaa ja juurtuvaa solukkoa myéds havupuiden ollessa kysymyksessi. HoNG
ja Hyun (1970) totesivat neljan mantylajin (P.rigida, P. densiflora, P. radiata
ja P. koraiensis) katkaistuihin sirkkataimiin muodostuvan pelkissi vedessi
adventiivijuuria hypokotyylisti ilman kallusmuodostusta. Samat tutkijat
kuitenkin totesivat kirjallisuuden perusteella, ettd vaikeasti juurtuvien havu-
puiden adventiivijuuret yleensi syntyvit kallussolukosta. Havupuiden en-
dospermi (vrt. Ryy~NANEN 1973) tuottaa haploidista solukkoa, miki geneetti-
sissd tutkimuksissa on huomion arvoista.

Eri havupuulajeista Sequioia sempervirens ja etenkin timin lajin silmu-
pahkat ovat osoittautuneet helposti viljeltiviksi yksinkertaisella (vain mine-
raaliravinteita, sakkaroosia ja auksiinia sisiltivélli) ravintoalustalla (WIN-
TON 1972). GEISSBUHLER ja SK00G (1957) totesivat mallasuutelisiyksen
edistdvin suuresti useiden muiden havupuulajien solukkoviljelysten kasvua.
SKooGin tyéryhmi (STEINHART ym. 1961) sai selville, ettd aminohapot ja
mahdollisesti muutkin aminotyppiyhdisteet olivat kuusen (Picea abies)
kalluksen kasvua yllipitavii mallasuutteen sisiltdmii ainesosia. Myés urea
riitti, joskin heikommin, korvaamaan mallasuutteen, mutta NH,NO, ei yksin
kelvannut typen lihteeksi. Sama koulukunta on mydhemmin (STEINHART
ym. 1962) osoittanut myos inositolit tirkeiksi kuusen kalluksen kasvua edis-
taviksi aineiksi.

Tamén tyén tarkoituksena oli selvittid perusteita mannyn solukkovilje-
lyn, kasvatetun solukon ravinne- ja kasvuainevaatimusten sekid etenkin
ménnyn juurien adventiivimuodostuksen tutkimista varten. Kasvuaineista
pdaihuomion kohteena oli tdssd tydssd kinetiini.

Tekijd on kiitollinen professori FOLKE Skoogilta vuosina 1970 —1971 Wisconsinin yliopistossa
saamastaan innostavasta henkilokohtaisesta ohjauksesta, joka on antanut virikkeen kisilld-
olevan tyon aloittamiseen.

Preparaattori AiNo PiisPASEN apu materiaalin kasvatuksessa ja siirrostamisessa on ollut
korvaamaton.

2. AINEISTO JA MENETELMA

Koeaineisto kasvatettiin Oitin autoktonista alkuperdi olevasta minnyn
siemenestd. Siemenet steriloitiin 15 minuuttia kestdneelld H,0,-kisittelylld
ja huuhdeltiin vedessi. Siemenid iddtettiin 7 vuorokautta petrimaljoissa
vesiagaralustalla, minka jilkeen sirkkataimet siirrettiin kvartsihiekkaan
suurikokoisiin koeputkiin. Kvartsihiekassa ravintoliuoksena oli ns. Melinin
linos (MikoLa 1948, s. 77). Idiatyksen alkamisesta laskien sirkkataimia
kasvatettiin 64 vuorokautta ennen solukkoviljelmien aloittamista. Kasvatuk-
sen ja solukkoviljelyn ajan taimet olivat seuraavissa olosuhteissa: pdivin
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pituus 16 h, valonvoimakkuus n. 10 Wm™2 (valonlihteend loisteputket),
paivialampétila 25° ja yolampdtila 15°.

Solukkoviljelmien ravintoalusta valmistettiin Skoogin laboratorion ke-
hittiman koostumuksen (LINSMAIER ja SKooG 1965) mukaiseksi. Tissd
alustassa oli mineraaliravinteiden lisiksi litrassa liuosta 30 g sakkaroosia,
100 mg meso-inositolia, 0.4 mg tiamiinihydrokloridia ja 13 g agaria (B. D. L.
Japanese Powder, Fine). Indolietikkahappoa oli vakiomddrd 2 mg/l, ja kine-
tiinin konsentraationa kiytettiin kolmea eri vikevyytta: 0.1, 1 ja 10 mg/lL.

Edelli kuvatun alkukasvatuksen jilkeen siirrettiin alustoille solukkovil-
jelya varten mannyn sirkkataimien osia seuraavasti: Sirkkataimet katkaistiin
steriilisti hypokotyylin puolivilistd ja taimen ylempi osa siirrettiin kasva-
tusalustalle. Juurenniskan ylipuolelta katkaistuja hypokotyylin alaosia
siirrettiin seki naille samoille alustoille ettd myos yksindin omille alustoilleen.
Viljelyalustat olivat normaalikokoisiin koeputkiin valettuja vinopintoja.
Kutakin kinetiinikonsentraatiota kohti oli sirkkalehdellisen hypokotyylin
sisaltdavid koeputkia noin 30, niistd puolessa oli lisaksi erillinen hypokotyylin
alaosa. Pelkan hypokotyylin alaosan sisiltdvid koeputkia oli n. 15 kutakin
kinetiinikonsentraatiota kohti.

Ennen varsinaisen solukkoviljelmien kasvatuksen aloittamista siirrettiin
joillekin alustoille materiaalia edelli kuvatulla tavalla jo 16 vuorokautta
kestineen idityksen jilkeen. Tamé materiaali siirrostettiin edelleen uusille
kasvatusalustoille 43 vuorokauden kuluttua, mutta se pidettiin muutoin sa-
moissa olosuhteissa kuin varsinaisen kokeen aineisto.

Maaliskuussa 1974 tutkittiin materiaalin kehittyminen 55 vuorokautta
(esikokeessa 103 vrk) kestaneen ravintoalustalla viljelyn jilkeen. Eri omi-
naisuuksien perusteella materiaali jaettiin silmavaraisesti neljaén elinvoimai-
suusluokkaan. Muodostuneiden juurien lukumiird laskettiin ja juurien
pituus mitattiin. Tuloksia analysoitiin varsianssianalyysid ja y2-testid apuna
kdyttden.

3. TULOKSET

Taulukossa 1 on esitetty tulosten yhteenveto. Kuten taulukosta kay
ilmi, jonkinasteista kallusmuodostusta esiintyi yleensa kaikissa sirkkalehdelli-
sissi hypokotyyleissd ja niissd lehdettomissa hypokotyyleissd, jotka oli sijoi-
tettu sirkkalehdellisten kanssa samalle alustalle. Yksindin alustalla kasva-
neet lehdettémit hypokotyylit olivat muodostaneet kallusta huomattavasti
harvemmin. Kun eri kinetiinikisittelyt yhdistettiin, ero yksin ja lehdellisen
hypokotyylin kanssa kasvaneiden hypokotyylin kappaleiden kasvussa oli
todettavissa myos y2-testilla (P < 0.01).
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Taulukko 1. Katkaistujen ja agaralustalla 55 vuorokautta viljeltyjen hypokotyylien erdiden

osien silmévaraisen luokituksen seki juurien mairin ja pituuden keskiarvot eri kinetiinipitoi-

suuksissa. Luokituksessa 0 vastaa heikointa, 3 suurinta elinvoimaa tai kasvua. n — nayte-
maara.

Table 1. Means of the classification of some chavacteristics as well as the number and length of

roots in hypocotyls at three levels of kinetin concentration after excision and 55 days of culture on

agar medium. In the classification, 0 equals the lowest, 3 the highest vigor or amount of growth.

n = number of samples.

Materiaali Luokiteltu ominaisuus Kinetiinid, mgjl
Materials Classified characteristic Kinslin, mgfi
0,1 1 10
n=25|n=230 n = 27
Sirkkalehdelliset hypoko- Kallus — Callus 1) 1,36 1,60 1,50
tyylit Sirkkalehdet — Cotyledons 1,72 1,80 1,42
Basally cut seedlings Varhaislehdet — Juvenile 1,44 1,37 1,42
needles
Kadpioversot — Fascicles 0,68 0,63 0,62
Juurtuneita (9,) — Rooted 24 17 19
(%)
n==6 n=>35 n=35
Sirkkalehdelliset juurtuneet | Pdijuuren pituus (mm) 16,8 8,8 9,6
hypokotyylit Length of main voot (mm.)
Basally cut rooted Sivujuuria (kpl) 1,5 0,8 2,4
seedlings Side voots (No. per rooted
plant)
n =13 n=13 n =13
Kallus — Callus:
Pelkit hypokotyylit (sirk- Paremmin kasvava paa 1,00 1,31 1,00
kalehdellisten kanssa) End with better growth
Hypocotyls, both ends cut Heikommin kasvaa pai 0,38 0,38 0,31
(with basally cut seedlings) End with poorer growth
n=11 | n=18 | n =14
Kallus — Callus:
Pelkdt hypokotyylit Paremmin kasvava pii 1,00 0,83 0,36
(yksin alustalla) End with better growth
Hypocotyls, both ends cut Heikommin kasvava pii 0,27 0,17 0,14
(alone on medium) End with poorer growth

1) Kalluksen luokitus: 0 — ei kasvua,
lusta (kuten kuvassa 1), 3 — voimakasta kallusmuodostusta.

1 — katkaisukohta turvonnut,

2 — selvaa kal-

1) Classification of callus growth: 0 — no growth, 1 — swelling of cut ends, 2 — clear callus

formation (as in Fig. 1), 3 — vigorvous callus formation.
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Kinetiinin vaikutus hypokotyylien kallusmuodostukseen oli selvin yksin
alustalla kasvaneissa sirkkalehdettéomissi hypokotyyleissi, joskin muodos-
tuneen kalluksen miiri oli suurempi sirkkalehdellisten hypokotyylien kanssa
samalla alustalla kasvaneissa sirkkalehdettomissi hypokotyyleissi ja paljon
suurempi sirkkalehdellisissi hypokotyyleissi. Kinetiinin maarin vaikutus
oli erisuuntainen yksin alustalla kasvaneissa sirkkalehdettomissd ja toisaalta
sirkkalehdellisissi hypokotyyleissi. Kuten taulukosta 1 ilmenee, edellisisté
olivat eniten kasvaneet pienimmissi kinetiinikonsentraatiossa olleet kun
taas sirkkalehdellisisti hypokotyyleisti eniten kallusta oli keskimmiisessd
(1 mg/l) ja toiseksi eniten suurimmassa (10 mg/l) kinetiinikonsentraatiossa.
Kahdessa koetaimessa todettiin myds neulasesta, mahdollisesti vioittuneesta
kohdasta, kasvamaan lihtenyttd kallusta.

Noin 20 9, sirkkalehdellisistd hypokotyyleisti oli kasvatusalustalla muodos-
tanut adventiivijuuria leikkauspinnasta kasvaneesta kalluksesta. Juuria ei
todettu sirkkalehdettéomissa hypokotyyleissd, joiden kasvu ja kallusmuodos-
tus, kuten edellid on ilmennyt, muutenkin jii melko vihiiseksi. Sirkkalehdet-
tomit hypokotyylit, varsinkin kasvaessaan alustalla yksin, osittain lopettivat
kasvunsa ja jopa kuolivat; tita seikkaa oli kvantitatiivisesti vaikea lihemmin
tutkia. Sirkkalehdellisissi juuria muodostaneissa hypokotyyleissa todettiin
aina yksi selvd paijuuri ja tdssd vaihteleva maira sivujuuria (vrt. kuva 1?.
Kinetiinipitoisuus ei vaikuttanut ainakaan pdijuurien lukuméddrdédn, sen si-
jaan paidjuuren pituus oli pienimmissd kinetiinipitoisuudessa keskiméirin

Kuva 1. Katkaistu sirkkataimi, johon on syntynyt kallussolukkoa hypokotyylin leikkauspin-
taan ja tédstd edelleen juuri.

Fig. 1. A basally cut pine seedling with callus and root formation at the cut surface of the hypocotyl.
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kaksinkertainen muihin kisittelyihin verrattuna. Tamin tuloksen tilastolli-
nen vahvistaminen ei ollut mahdollista aineiston pienuuden vuoksi.

Sirkkalehtien elinvoimaisuus oli suurin keskimmiisen kinetiinikonsentraa-
tion sisdltaneilla alustoilla ja toiseksi suurin pienimmissi konsentraatiossa.
Sirkkasilmusta yleensid kaikissa tapauksissa muodostuneiden varhaislehtien
(protofyllien) elinvoimaisuudessa ei havaittu eroja. Varhaislehtien hankaan
kehittyi noin puolessa tapauksista yksi tai useampi kiipioverso. Myds
ndiden elinvoimaisuus (maird ja koko) luokiteltiin, mutta eroja eri kinetiini-
konsentraatioiden vililld ei havaittu.

Kuten aineiston ja menetelmin kuvauksen yhteydessi on todettu, ennen
varsinaista koetta aloitettiin katkaistujen sirkkataimien siirrostus viljely-
alustoille pienelld osalla aineistoa 16 vuorokautta kestineen idityksen ja
alkukasvatuksen jilkeen. Naiitd sirkkalehdellisia hypokotyyleji viljeltiin
alustoilla 103 vuorokautta, kun taas varsinaisessa kokeessa viljelyaika oli
55 vuorokautta. Silmiinpistivinta esikokeeseen sisdltyneessi materiaalissa oli
kddpioversojen tiydellinen puuttuminen, vaikka viljelyaika oli huomatta-
vasti pitempi. Kallusta ja juuria esikokeen hypokotyyleihin muodostui
samalla tavoin kuin varsinaisen kokeen materiaaliin.

4. TULOSTEN TARKASTELUA

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd mannyn (Pinus silvestris) hypoko-
tyyleja voitiin kasvattaa koostumukseltaan tunnetulla ravintoalustalla.
Hypokotyyliin muodostui katkaisun ja 55 vuorokautta kestineen ravinto-
alustalla viljelyn jilkeen kallussolukkoa ja viidesosassa sirkkataimista tisti
edelleen adventiivijuuria. Milloin sirkkajuuren lisiksi poistettiin sirkkalehdet
ja -silmu, adventiivijuuria ei syntynyt ja myés kallusmuodostus oli vihiisti.
Kun sirkkalehdetén ja -juureton hypokotyyli sijoitettiin samalle kasvu-
alustalle sirkkalehdellisen mutta juurettoman hypokotyylin kanssa, mainitun
molemmista pdistd katkaistun hypokotyylin kallusmuodostus edistyi pitem-
mdlle kuin yksin alustalle sijoitetussa hypokotyylissi.

Néami tulokset viittaavat siihen, ettid jokin sirkkalehtien tuottama, kas-
vatusalustasta puuttunut aine edisti kallusmuodostusta ja juuriensynty-
mistd. Kinetiinimd4rin lisiys vdhensi alustalla yksin kasvavien sirkkaleh-
dettémien hypokotyylien kalluksen mairidd kun taas kinetiinin vaikutus oli
niihin verrattuna pienempi tai lievidsti piinvastainen sirkkalehdellisissd
hypokotyyleissi ja hyvin vihdinen myés niissi sirkkalehdettémissi hypoko-
tyyleissd, jotka kasvoivat samalla alustalla sirkkalehdellisten kanssa. Mahdol-
linen selitys ndille havainnoille on se, etti sirkkalehdet tuottivat ainetta,
joka kumosi kinetiinin kalluksen kasvua inhiboivan vaikutuksen ja jonka kans-
sa vaikuttaessaan kinetiini ehki pidinvastoin edisti kalluksen muodostumista.

141



Verrattuna Nicotianan (LINSMAIER ja SK0oG 1965) ja erdiden kohtalaisen
helposti juurtuvien miantylajien (Hone & Hyun 1970) solukkoviljelyyn nyt
kokeiltu Pinus silvestris -lajin hypokotyylien kasvatus ja juurten indusointi
on huomattavasti vaikeampaa ja ilmeisesti tietyn kasvuaineiden yhdistel-
min vaativaa. Myos mannyn kalluksen elossapitiminen koostumukseltaan
tunnetulla alustalla on vaikeaa, minki osoitti kisilliolevassa tyossi sirkkaleh-
dettomien hypokotyylien suhteellisen huono kasvu. Taménsuuntainen tulos
on saatu aikaisemmin eriiden muiden havupuiden ja myo6s mantylajien
osalta (GEISSBUHLER ja SkKooG 1957). Jatkotutkimuksissa on siten keskityt-
tava aluksi miannyn kalluksen elinvoimaa yllidpitdvien kasvuaineiden etsimi-
seen ja vasta timin jilkeen on mahdollista tutkia solukon erilaistumista,
esimerkiksi juurien muodostumista. Kasvua edistivia mutta koostumuksel-
taan maidrittelemittomia aineita (mallas- ja siemenuutteita, kookosmaitoa)
kiyttimilli voidaan minnynkin solukkoviljelmat ilmeisesti helpoimmin
aloittaa (vrt. GEISSBUHLER ja SKooG 1957).

Sirkkataimen solukoiden geneettinen potentiaali muuttuu nopeasti tai-
men alkukehityksen aikana. Téstd oli osoituksena kasilliolevassa tyossd
kiipioversojen syntyminen vain myohemmin katkaistuihin (64 vrk kasva-
tettuihin) ja kasvatusalustoille siirrettyihin sirkkataimiin. Taten myos aika-
tekiji on ilmeisesti otettava huomioon jatkotutkimuksissa.
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SUMMARY:

EFFECT OF KINETIN ON THE FORMATION OF CALLUS AND ROOTS
IN HYPOCOTYLS OF SCOTS PINE: PRELIMINARY EXPERIMENTS

The material for this study was derived from aseptically grown Scots pine
(Pinus silvestris) seedlings of South Finnish origin. After 64 days
the seedlings were cut at the middle of the hypocotyl and above the root. Upper
as well as lower halves of the hypocotyls were transferred into wvials which
contained the growth medium. One group of vials included one upper half of a
seedling (with cotyledons and plumule), another group the lower half of the
hypocotyle only, and a third group included both halves together.

The medium consisted of the Revised Medium (RM-1964) of LINSMAIER &
SKO0O0G (1965) which included mineral nutrients, sucrose, thiamine-HCL, myo-
wnositol and indoleacetic acid (IAA concentration 2 mg[l). Three concentrations
of kinetin were used: 0.1, 1, and 10 mg|l. The seedlings were grown prior to
cutting and the hypocotyls were cultured under conditions which included a 16-
hour day with an irradiance of about 10 Wm™2, day temperature 25°, and wight
temperature 15°.

The lower ends of the basally excised seedlings generally formed callus tissue
within 55 days of culture on the agar medium. About 20 Y, of the seedlings also
formed adventitious roots from this callus. No roots were formed and the callus
formation occurred to a lesser extent in hypocotyls excised at both ends. In the
latter hypocotyls, however, callus growth was promoted by the presence of a basally
excised seedling where cotyledons as well as the plumule were included in the
same vial.

Increasing amounts of kinetin slightly enhanced callus growth of basally
excised seedlings but seemed to inhibit callus growth in hypocotyls excised at both
ends and placed on growth medium alone. However, the total amount of callus,
on an average, was greatest in hypocotyls which included intact cotyledons and the
plumule.

Needle fascicles were formed in about half of the basally cut seedlings. No
fascicles were found, however, in seedlings excised prior to the material of the
main experiment, after 16 days of germination, although they were cultured
under the same conditions as described above for a considerably longer period,
103 days, and their plumules developed into vigorous juvenile needles.
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