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SUMMARY:

EXPERIMENTS ON THE DETERMINATION OF CERTAIN ELEMENTS
IN THE BUDS OF THE SCOTS PINE BY MEANS OF THE ELECTRON
PROBE X-RAY MICROANALYSER.

Saapunut toimitukselle 12, 5. 1974

Kirjoituksessa on kuvattu réntgenmikroanalysaattori ja sen toimintaperiaate seki
esitetty kokeita, joita on tehty Oulun yliopiston elektronioptiikan laitoksella fosforin,
rikin ja kalsiumin maérittimiseksi lepotilassa olevan mannyn silmujen kirkisolukoissa.
Mintymateriaali on kerdtty marras—helmikuussa 1972—73, ndytteet on valmistettu
parafiinimenetelmilla ja alkuaineiden maarityksissi on kiytetty viiva-analyyseja.
Téhdnastiset tulokset viittaavat siihen, etti mainittujen aineiden esiintymisessi el
tapahdu kovin suuria muutoksia talven aikana.

Réntgenmikroanalyysi on kasvimateriaalin tutkimuksessa verrattain uusi menetelmd,
jonka etuna on, ettd analyysi voidaan tehdi erittiin pienestd ndytetilavuudesta. Tyo-
tavan uutuuden vuoksi menetelmien, kuten nidytteenvalmistuksen ja tulosten tulkinta-
tavan kehittely on edelleen hyvin keskeiselld sijalla. Tamin kirjoituksen puitteissa on
pyritty kiinnittimdin huomiota erityisesti niihin asioihin.

Metsipuiden tutkimuksessa on jo tihin mennessi todettu rontgenmikroanalyysin
merkitys saastetutkimuksissa. Ilmeistd on, etti menetelmi tulee osoittautumaan
kiyttokelpoiseksi monella tavalla esim. lannoituskokeiden, vuosirytmin ja erilaisten
patologisten tilojen tarkkailussa.
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1. RONTGENMIKROANALYSAATTORI

1.1. TOIMINTAPERIAATE

Rontgenmikroanalysaattori (RMA) on laite, jolla voidaan saada kiin-
tedstd ndytteestd ainetta hajottamatta kvalitatiivinen ja kvantitatiivinen
analyysi analysoitavan tilavuuden halkaisijan ollessa suuruusluokkaa 1 um.
RMA:n toiminta on lyhyesti seuraava: 5—50 kV:n jdnnitteelld kiihdytetty
ohut, halkaisijaltaan n. 1 gm:n elektronisuihku kohdistetaan tutkittavaan
ndytteeseen, jolloin syntyy niytteessi oleville alkuaineille ominaista rént-
gensiteilyd. Tama ns. karakteristinen rontgensiteily sisdltdd useita erilaisia
réntgenviivoja, joiden aallonpituus ja energia on kullekin alkuaineelle omi-
nainen. Kun analysoidaan réntgenspektrometrilli syntynyt réntgensiteily,
saadaan naytteen kvalitatiivinen analyysi. Kvantitatiivinen analyysi saa-
daan vertaamalla tutkittavasta niytteesti mitatun karakteristisen siteilyn
intensiteettia (siteilymaard/aikayksikko) puhtaasta tai koostumukseltaan
tunnetusta vertailuniytteesti mitattuun intensiteettiin. Alkuaineen karak-
teristisen rontgensiteilyn intensiteetti on suoraan, mutta ei lineaarisesti
verrannollinen sen pitoisuuteen. Kaikki alkuaineet kolmea keveintid (H, He,
Li) lukuunottamatta voidaan analysoida.

1.2. RAKENNE

Kuvassa 1 ndemme Oulun yliopiston elektronioptiikan laitoksen japani-
laisen rontgenmikroanalysaattorin JXA-3SM. Kuvaan on numercitu RMA:n
eri osia: 1. elektronioptinen osa, 2. valomikroskooppi, 3. niytekammio, 4.
kaksi rontgenspektrometrid, 5. rontgensiteilyn intensiteetin mittaus- ja
tulostusyksikot, 6. printteri, 7. piirturi, 8. pyyhkaisy-yksikké, jossa kaksi
oskilloskooppia ja valokuvausta varten tavallinen kamera (kuvassa) tai
polaroidkamera, 9. tyhjosysteemin kiyttovivut (5 tyhjépumppua laitteen
takana), 10. korkeajinniteyksikko, 11. kaasupullo, joka sisiltidd rontgenlas-
kureissa kiytettivad argon-metaani kaasuseosta.

RMA on toiminnallisesti jaettavissa kolmeen osaan: elektronioptinen
osa, kohdistussysteemi ja rontgenspektrometri. Elektronioptisessa osassa
synnytetddn, kiihdytetddn ja fokusoidaan elektronisuihku niytteen pin-
nalle. Suihku voidaan sidtidd joko osumaan yhteen pisteeseen tai pyyhki-
méédn nelion muotoista alaa nidytteen pinnalla.

Kohdistussysteemilld etsitiin nidytteestd haluttu tutkimuskohta ja
siirretdin se elektronisuihkun alle. Etsinti suoritetaan valomikroskoopilla,
jolla voidaan tarkastella ndytettd analysoinninkin aikana ja niin varmistua
siitd, ettd suihku osuu tismilleen haluttuun kohtaan. Niytettd on mahdol-
lista vapaasti liikuttaa elektronisuihkua vastaan kohtisuorassa tasossa.
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Kuva 1. Oulun yliopiston elektronioptiikan laitoksen rontgenmikroanalysaattori JXA-3SM.
Numeroiden selitykset tekstin yhteydessa.

Rontgenspektrometrilli analysoidaan ndytteessi syntyvan karakteristi-
sen rontgensiteilyn sisiltimit rontgenviivat ja mitataan niiden intensiteetit.
Spektrometrejd’on kahta eri paityyppid, joista ns. kidespektrometri kuuluu
RMA:n vakiovarusteisiin. Kidespektrometreji voi yhdessi laitteessa olla
1—4 kappaletta. Samanaikaisesti analysoitavien alkuaineiden lukumdiara
on sama kuin spektrometrien maird eli korkeintaan nelja. Kidespektro-
metrin rinnalla tai asemasta voidaan kiyttdd toista spektrometrityyppid
ns. energiadispersiivistd spektrometrid, jolla voidaan mitata kaikki alkuai-
neet samanaikaisesti mutta jolla ainakaan toistaiseksi ei voida analysoida
natriumia (Z = 11) keveampid alkuaineita. ‘

Elektronioptisessa osassa, niytekammiossa ja r('intgenspektromej(relsséi
on analyysii suoritettaessa pidettidvd hyvi tyhjo, silld tavallisessa 11.rr?an-
paineessa elektronit ja keveiden alkuaineiden rontgensateily absorboituisivat
ilmaan taydellisesti jo muutaman senttimetrin matkalla.

1.3. KAYTTOTAVAT

RMA:n analyysimenetelmit ovat piste-, viiva- ja pinta-analyysi. Piste-
analyysissi sekd elektronisuihku ettd tutkittava nayte pysyvat paikallaal?,
joten analyysi syntyy todella hyvin pienesté tilavuudesta, pisteegtéi, n.éiytetta.
Metalliniytteilla analysoitavan tilavuuden halkaisija on pienimmilladn 1
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pm, mutta biologisella materiaalilla ei padstd ndin hyviin erotuskykyyn.
Kvantitatiivisessa médrityksessd pisteanalyysi on tarkin RMA:n eri menetel-
mista.

Viiva-analyysissi ndytettd liikutetaan suoraviivaisesti tasaisella nopeu-
della suihkua vastaan kohtisuoraan suuntaan ja samanaikaisesti rekisterdi-
dadn piirturille analysoitavan alkuaineen réntgenviivan intensiteetti. Niin
saadaan piirturille kuva mitatun alkuaineen pitoisuuden vaihteluista vali-
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Elektronikuva

Kuva 2. Kuparijuotos kahden teridslevyn vilissi: A)Valomikroskooppikuva jossa elektroni-

suihkun polttama kontaminaatiojilki (A—B) osoittaa juotoksen yli ajetun viiva-analyysin

linjan. B) raudan ja kuparin réntgenviivojen intensiteettikidyrdt kuvan A) osoittamalla koh-

dalla A—B. C) Absorboituneiden ja D) takaisinsironneiden elektronien avulla muodostetut
elektronikuvat. E) Kuparin ja F) raudan réntgenkuvat.
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tulla matkalla naytettd (kuva 2). Vaikka viiva-analyysi on pisteanalyysid
epatarkempi, niin usein se kuitenkin on huomattavasti tatd kayttokelpoi-
sempi nimenomaan biologisessa materiaalissa, missd menetelmid ei ole vield
kovin pitkille kehitetty.

Pinta-analyysid tehtdessi asetetaan elektronisuihku pyyhkiméaan tutkit-
tavaa alaa niytteen pinnalla. Niytteeseen osuvan suihkun kanssa on synkro-
noituna oskilloskoopin kuvapintaa pyyhkiva elektronisuihku, jonka kirk-
kautta sditelee mitattavan alkuaineen rontgenviivan intensiteetti. Oskillo-
skooppiputkelle syntyvissid suurennetussa kuvassa nihdidin kirkkauseroina
mitatun alkuaineen pitoisuuserot tutkitulla alalla niytetti (kuva 2). Suu-
rennus ndilla ns. réntgenkuvilla on 100—10 000.

Niytteessid syntyy elektronisuihkun sitd pyyhkiessd karakteristisen ront-
gensiteilyn lisiksi joukko muitakin signaaleja, joista RMA:ssa kaytetdan
tavallisesti hyvidksi nédytteeseen absorboituneita elektroneja, naytteestd
takaisinsironneita elektroneja ja naytteestd irronneita sekundiirielektroneja.
Kun niiden intensiteetit mitataan sopivilla elektroni-ilmaisimilla ja asetetaan
siadtelemddn oskilloskoopin elektronisuihkun kirkkautta, saadaan erilaisia
suurennettuja kuvia, elektronikuvia, tutkitusta alasta ndytettd. Niista
voidaan tarkastella yksityiskohtaisesti niytteen pinnan topografiaa (sekun-
ddirielektronit, kuva 3) tai niistd voidaan ndahda alkuaineiden jakautuminen
niytteessi (absorboituneet ja takaisinsironneet elektronit, kuva 2). Absor-
boituneitten elektronien avulla muodostetussa kuvassa ne kohdat niytteestd,
joissa on keveiti alkuaineita, niakyvat kirkkaampina kuin raskaita alku-
aineita sisiltiviat kohdat. Takaisinsironneista elektroneista muodostetussa
kuvassa kontrasti on piinvastainen. Suurennusalue niilld elektronikuvilla
on sama kuin réntgenkuvilla 100—10 000. Sekundiérielektronikuvien suora
suurennus oskilloskooppiputkella voi olla jopa yli 100 000.

1.4. HAVAITSEMISRAJA JA TARKKUUS

Havaitsemisrajasta so. pienimmistd havaittavasta pitoisuudesta tai aine-
midristd puhuttaessa on tehtdva ero suhteellisen (%) ja absoluuttisen (g)
havaitsemisrajan vililli. Suhteelliselle havaitsemisrajalle ei voida antaa
mitddn yleispitevid arvoja, koska havaitsemisraja ei riipu ainoastaan ana-
lysoitavasta alkuaineesta vaan erittdin paljon my6s muista ndytteessd
olevista alkuaineista. Niinpa esimerkiksi vaikka jokin aine voitaisiin havaita
jopa pitoisuudella 0,005 9, niin jokin toinen samassa ndytteessa oleva aine,
jonka pitoisuus on 0,1 %, voi jiida havaitsematta. Monella keskimaardisen
pitoisuuden antavalla analyysimenetelmilld padstiaan pienempiin suhteellisen
havaitsemisrajan arvoihin kuin RMA:lla, mutta analysoitavan tilavuuden pie-
nuudesta seuraa RMA:n ylivoimainen absoluuttinen herkkyys (kuva 4).
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Kvantitatiivisessa analyysissi saavutettava tarkkuus riippuu hyvin
monista tekijoistd, josta syystd tarkkuudelle ei voi antaa mitadn yleisia
arvoja. Metalli- ja mineraalindytteilla suhteellinen tarkkuus on suuruusluok-
kaa 1—10 9%, mutta biologisilla naytteilld, joista toistaiseksi onkin tehty
hyvin vdhidn kvantitatiivisia madrityksid, suhteellinen tarkkuus on paljon
huonompi. RMA:n arvo onkin enemmin aineiden paikallistamisessa kuin
niiden tarkassa kvantitatiivisessa madrittdmisessa.

1.5. NAYTTEEN VALMISTUS

Rontgenmikroanalyysindytteen tulisi tayttdda seuraavat vaatimukset:
1. Naytteen on oltava kiinted ja tarkkoja kvantitatiivisia madrityksia varten
sithen on voitava tehdi tdysin tasainen pinta. 2. Niytteen on oltava stabiili
tyhjossi ja pysyttivdi muuttumattomana elektronisuihkun osuessa siihen
3. Niytteen pinnan pitdd johtaa lampod ja sihkod. Biologisten naytteiden
vaikeutena on, ettd ne eivit ilman usein hyvinkin monimutkaista niytteen
valmistusta tdytd mitddn niistd kolmesta vaatimuksesta. Erilaisia valmistus-
menetelmid on lukuisa joukko, mutta mainitsemme tdssi vain pari, joilla
saadaan pehmeidsti kudoksesta kiyttokelpoinen niyte rontgenmikroanalyy-
siin (HALL ym. 1966, RasMUSSEN ym. 1968, HALL ja HOHLING 1969). Parafiini-
menetelmissd solukon kappale fikseerataan, vesi poistetaan ja ndyte vale-
taan parafiiniin. Niytteestd leikataan n. 4—10 pm:n leikkeitd, jotka asete-
taan esim. elektronimikroskoopin naytehilalle tehdylle hyvin ohuelle tuki-
kalvolle. Viimeisend valmistusvaiheena molemmin puolin nédytetta tyhjo-
hoyrystetddn yhteensd 70 nm:n alumiinikalvo, joka toimii limmoén ja sihkon
johteena. Kryostaattimenetelméssid solukonkappale jaddytetdan hyvin no-
peasti, leikataan jdityneend ja kuivataan hirmistimalld, jonka jilkeen se
siirretdan samanlaiselle alustalle kuin edelld ja pddllystetaan alumiinilla.
Esitetyt kaksi niytteen valmistusmenetelmii eivit ole millddn tavoin yleis-
pétevid, vaan yleensi jokaiselle materiaalille pitdisi kiyttaa useampia erilaisia
menetelmid ja tuloksista pditelld, mika soveltuu kuhunkin tutkimukseen
parhaiten.

2. TUTKIMUKSIA LEPOTILASSA OLEVAN MANNYN SILMUN KARKISOLUKOLLA
2.1. TUTKIMUSMATERIAALI JA MENETELMAT

Tutkimukseen kiytetyt minnyn (Pinus silvestris L.) silmut keréttiin

vuosina 1972—73 Oulussa Oritkarissa olevalta kaupungin metsdalueelta.

Tdssd ty6ssd mainitut tulokset ovat pidasiallisesti 7.11.—72, 18.12. —72
ja 21. 2. —73 kerityistd nidytteistd. Koepuut olivat n. 20 v. vanhoja ja 6—8
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m mittaisia. Silmuista poistettiin suomut ja silmujen kirkiosat fikseerattiin
Carnoyn nesteessi (jadetikka: kloroformi: etanoli, 1:3:6) 2 h ja siirrettiin
70 9, etanoliin. Ennen parafiiniin (Parawax) valamista ndytteistd poistet-
tiin vesi tertiddributanolisarjan avulla. Valun jilkeen silmut leikattiin pit-
kittdin 10 um:n vahvuisiksi. Keskimmiinen silmunkirkileike kiinnitettiin
liimalla (Bostik:asetoni, 1:10) alumiiniselle niytealustalle, parafiini pois-
tettiin ksyleenilli ja niytteen pintaan tyhjéhoyrystettiin 20 nm:n alumiini-
kalvo. Niytteisti analysoitiin réntgenmikroanalysaattorilla fosfori, rikki
ja kalsium. Analyysit tehtiin kidyttien 15 kV:n kiihdytysjannitettd, halkaisi-
jaltaan n. 1 um:n elektronisuihkua ja n. 0.01 uAm suihkuvirtaa. Fosforin ja
rikin Ka-viivoille kiytettiin RAP-kidettd ja kalsiumin Ka:lle PET-kidetta.
Ka-viivojen intensiteetit rekisteréitiin piirturipaperille. Jokaisen analyysin
yhteydessi madritettiin taustan intensiteetti.

Tutkittavien aineiden kiinnittymistd solukoihin selvitettiin pesemdlld
joitakin niytteitd useita kertoja vedelld ja analysoimalla ne timdin jalkeen
sekd analysoimalla muutamia kryostaattitekniikalla tehtyjd rinnakkais-
naytteita.

Kuva 3. Sekundiirielektronien avulla muodostettu kuva ménnyn silmun kirjestd, ndyte
keratty 21. 2. —73. Viivat osoittavat tehtyjen viiva-analyysien linjoja, ajot ylittivat korpuk-
sen ja osan ydinta.
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2.2, TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Lepotilassa olevan minnyn silmussa kirki on matalan holvimainen,
joskin mittasuhteet vaihtelevat (TeEppEr 1963). Silmun kirki muodostuu
paljaasta korpuksesta, vaippamainen kerros puuttuu (CLowes 1961, Rowm-
BERGER 1963). Kirjen meristemaattisella alueella ei timin mukaan siis olisi
erilaistumista. Kuitenkin meristeemisoluissa on havaittu eroja koon, muodon
ja sisdllon suhteen ja timan mukaan kirki on jaettu vyohykkeisiin (SACHER
1954, Hanawa 1966). Vyohykkeisyyttd on havaittu myos monissa histoke-
miallisissa tutkimuksissa (Esim. VANDEN BorN 1963, FOSKET ja MIKSCHE
1966, RipING ja GrFrorp 1973). Korpuksen alapuolella varressa on suu-
rempisoluinen ydin. Réntgenmikroanalyysia varten valmistetuissa nayt-
teissd ei RMA:n valomikroskoopeilla kyetty selvisti erottamaan korpuksen
eri vyShykkeitd, sensijaan korpuksen ja ytimen raja nikyi paremmin. Se-
kundiirielektronikuvissa saattoi vychykerajojakin havaita (kuva 3).
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Kuva 4. Erilaisilla analyysimenetelmilli saavutettavat herkkyydet ja erotuskyvyt.

Miiritettdessi tassd tydssa fosforin, rikin ja kalsiumin esiintymistd mén-
nyn silmujen kirkiosissa tehtiin kustakin silmusta kolme viiva-analyysii
kuvan 3 osoittamalla tavalla. Analyysit alkoivat korpuksen pinnalta ja
jatkuivat jonkin matkan ytimen puolelle. Kuvassa 5 on esitetty esimerkki
tuloksista, kuva esittdd erddssi fosforianalyysissi saadun rontgenviivan in-

152

AV

Kuva 5. Fosforin Ka-viivan intensiteettikiyrd kuvassa 3 esitetyn minnyn silmun yhden
viiva-analyysin tuloksena. Oikealla alhaalla tausta.

tensiteetin vaihtelua. Viiva-analyysin tuloksena saatu intensiteettikiyri ei
suoraan osoita mitattavan aineen pitoisuuksien vaihtelua materiaalissa, silli.
kdyrain muotoon vaikuttavat osaltaan ndytteen tiheys- ja topografia-
vaihtelut. Kuitenkin samassa solukossa ja samalla menetelmilli valmiste--
tuissa niytteissi kaksi viimemainittua tekijad antavat eri analyyseissi
samansuuntaisen virheen, jonka vaikutus niinollen osin korjaantuu.
Analyysien tuloksia tarkastettaessa mddiritettiin ensin selvisti erotetta-
vien huippujen osoittamat pulssimdirit. Laskemalla nimi yhteen yhden
analyysiviivan osalta saatiin arvo, joka osoittaa alkuaineen suhteellista
madrdd ajon kohdalla (taulukko 1). Koska taulukkoon tulostetut analyysi-

Taulukko 1. Lepoaikaisen mannyn silmun kirkiosan yli ajettujen fosforin, rikin ja kalsiumin

viiva-analyysien tulokset tulkittuina siten, ettd kultakin kdyriltd on laskettu yhteen huippujen

pulssimddrdt (pulssi/s.), taustan intensiteetti vidhennettynid. Esitetyt arvot ovat kolmen
rinnakkaisanalyysin keskiarvoja.

Silmu Keraysaika P S Ca (korpus)
! 7.11. —72 804 + 75 303 4 60 95 + 22
I escnssamsnssniomes e 18.12. —72 705 4+ 36 526 + 55 203 + 19
L § 5 (P 18.12. —72 869 + 95 707 + 51 139 + 18
IV i 21. 2. -73 980 4 177 463 + 18 102 4 14
Vo o von oo sossids s smas 21. 2. —73 891 + 98 623 4 22 109 + 10
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linjat olivat yhtapitkit ja kulkivat samanlaisten solukoiden yli, tulosten rin-
mnastaminen kunkin erillisen alkuaineen suhteen oli mahdollista. Fosfori-
ja rikkimadrityksissi rinnastettiin koko analyysiviivan alue. Sensijaan
kalsium-méarityksessid voitiin vain korpusalueita verrata toisiinsa. Ytimen
yli ajettaessa rekisteréitiin niin suuria kalsiumarvoja, mahdollisesti kiteiden
aiheuttamia, etti pulssimdirid ei voitu laskea. Vertailun vuoksi mitattiin
planimetrilld intensiteettikdyrien rajoittamat pinta-alat. Talla tulostentul-
kintatavalla padastiin hyvinkin samansuuntaisiin loppupéatelmiin kuin huip-
pujen pulssimdiria vertaamalla (taulukko 2).

‘Taulukko 2. Lepoaikaisen mannyn silmun kirkiosan yli ajettujen fosforin, rikin ja kalsiumin
viiva-analyysien tulokset tulkittuina siten, ettd kdyran rajaama pinta-ala on mitattu plani-
metrilla. Esitetyt arvot ovat kolmen rinnakkaisajon keskiarvoja.

1 Silmu Kerdysaika P S Ca (korpus)
| [ A —— 7.11. —72 165 + 8 170 4+ 10 64 4 16
I L i conpuessnesmsanmsnamis 18.12. —72 137 + 11 340 4 19 102 + 10
YIX “sisusssns vomswnvonm aumes 18.12. —72 168 4+ 7 399 4 45 74 + 2
| VRS S AN S ET e I 21. 2. -73 220 + 30 384 4 26 80 + 10
M1 10 R dpiinsion s saison wum osid 21. 2. -73 212 4 24 479 + 27 83 + 12

Taulukot 1 ja 2 viittaavat siihen, ettd fosforin, rikin ja kalsiumin esiinty-
misissi ei marras—helmikuun vilisend aikana tapahdu kovinkaan suuria
muutoksia. Rinnakkaisanalyysien kohtalaisen suuri vaihtelu aiheuttaa sen,
etti tutkittu materiaali ei ole riittdvd pitdvien johtopdidtosten tekemiseen.
Taulukoiden avulla onkin lihinni tarkoitus esittdd, milld tarkkuudella mene-
telmd on kiyttokelpoinen timidntapaisessa tutkimuksessa.

Toinen tapa analyysitulosten tulkinnassa on verrata eri viiva-analyysien
suurimpien intensiteettihuippujen keskiarvoja toisiinsa. Tulokset osoittavat
talloin korkeimpia tutkittavan aineen pitoisuuksia materiaalissa. Téllsinkin
on otettava huomioon, etti materiaalitiheyksien on oltava samankaltaiset,
muuten ne vaikuttavat tulostasoihin. Taulukossa 3 on esitetty tuloksia,
joissa on kiytetty viimeksimainittua tulkintatapaa. Taulukossa on fosfori-
ja rikkimidritysten Ka-viivojen intensiteettihuippujen keskiarvot esitetty
erikseen korpuksen ja ytimen alueilla. Kummankin alkuaineen arvoja voi-
daan verrata joko korpuksen tai ytimen alueilla, mutta korpuksen ja ytimen
arvot eivit ole suoraan verrattavissa keskeniin solukoiden tiheys- ja topogra-
fiaerojen vuoksi. Kuitenkin taulukossa 3 esitetyt havainnot, joiden mu-
kaan fosforiarvot ovat korpusalueella n. kaksi kertaa suuremmat kuin yti-
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Taulukko 3. Ménnyn silmun kirkiosan yli ajettujen fosforin ja rikin viiva-analyysien tulokset
tulkittuina siten, etta kultakin analyysikdyriltd on miiritetty huippujen pulssimaira (pulssi/s.).
Esitetyt arvot osoittavat kolmen rinnakkaisajon huippujen keskiarvoja ja huippujen lukumaaraa.

Fosfori Rikki
sil N
— Kesiyapaivg korpus ydin korpus ydin

pulssi/s (n) pulssi/s (n) | pulssi/s (n) | pulssi/s (n)
1 7.11. —72 109 + 8 | 18 | 56 + 20 8 28 + 2 16 20 + 2 13
II 18.12. —72 96 4+ 11 | 19 | 33 + 14 10 49 + 3 21 42 + 4 13
111 18.12. —72 110 16 | 16 | 55 + 13 | 13 53+ 2 23 61 4+ 6 15
v 21. 2. -73 128 + 12| 21 | 35 + 13 7 51 +2 19 38 + 4 11
v 21. 2. -73 131 + 4| 15| 55410 | 13 58 + 3 17 58 +5 15

men alueella kun taas rikkiarvot ovat lihes samat molemmissa solukoissa,
viittaavat siihen, etti fosfori saattaa esiintyd korpuksessa suuremmissa
pitoisuuksissa kuin ytimen alueella.

Niaytteenvalmistuksessa kryostaattimenetelmiid pidetddn parafiinime-
netelmdd luotettavampana, koska alkuaineiden ei tdlloin oleteta liikkuvan
paikaltaan naytteenvalmistuksen aikana. Menetelmd on kuitenkin parafii-
nimenetelmdd hankalampi, mm. sen vuoksi, etti suurempaa niytetti on
vaikea kunnollisesti oikaista alustalle. Julkaistut tiedot kryostaattimenetel-
maélld valmistetusta materiaalista ovatkin yleensi yhden tai muutaman solun
levyisiltd alueilta. Mannynsilmuissa ei kryostaattimenetelmdn ja parafiini-
menetelmédn vililld ole kovin suurta eroa, kun kyseessi on fosforimiiritys
lepotilassa olevassa materiaalissa (taulukko 4). Kryostaattindytteiden pese-
minen vedelli ennen madritysten tekemistd ei myoskddan alenna fosforin
intensiteettihuippujen korkeutta, miki viittaa melko kiinteddn fosforin si-
toutumiseen materiaalissa.

Taulukko 4. Miannyn silmun kirkisolujen yli ajettujen fosforin viiva-analyysien tulokset.

Niytteet on tehty joko kryostaattimenetelmilld (kerdyspdiva 25. 2. —72) tai parafiinimene-

telmilla (kerayspdiva 21.2. —73). Luvut osoittavat kustakin silmusta tehtyjen kahden

(kryostaattimenetelmd) tai kolmen (parafiinimenetelmd) rinnakkaisen viiva-analyysin huip-
jen keskiarvoja. Analyysit tehty korpuksen alueelta.

Kryostaattimenetelma Parafiinimenetelma
Silmu pulssi/s (n) Silmu pulssi/s (n)
1
L s femveimess ssssampauns 128 4+ 15 10 I 128 4 12 21
: 163 + 10 10 11 131 + 4 15
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Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdi, milld tasolla mitattavien
alkuaineiden suhteelliset méirit tai pitoisuudet vaihtelevat talvisaikaisessa
ménnynsilmumateriaalissa. Morfologisestihan silmut ovat levossa sind ai-
kana, jolloin kerdykset on tehty. Aikaisempien tutkimustemme mukaan
mitoosit silmun kirjessi paittyviat lokakuussa ja vaikka fysiologinen he-
raaminen karkisilmuissa tapahtuu huhtikuun puolivilissi, silmujen kirjet
aktivoituvat tdtdi myohemmin (KupiLA-AHVENNIEMI 1966, 1970). Tyo-
hypoteesina on ollut ajatus, ettd ellei vaihtelu tutkittavien aineiden suhteel-
lisissa pitoisuuksissa lepoajan kuluessa ole kovin suuri, menetelmin avulla
saatetaan ryhtya tutkimaan kasvun alkamista edeltivida fysiologisia muu-
toksia. Tdhdn mennessd tehdyn tyoén arvo on siini, etti on voitettu monia
menetelmallisid vaikeuksia ja todettu réntgenmikroanalyysi mahdolliseksi
kyseessd olevaan tutkimukseen. Samalla on havaittu, ettd vaikka lepotilan
kuluessa ei mitattujen aineiden siirtymisessi ehkd tapahdu kovin suuria
muutoksia, rinnakkaisndytteitd on kerittivd ja tutkittava riittavisti tilas-
tollista kasittelyd varten ennen kuin pitdvid johtopiddtoksid voidaan tehda.

3. RONTGENMIKROANALYYSIMENETELMAN KAYTTOKELPOISUUS KASVI-
MATERIAALIN JA ERITYISESTI METSAPUIDEN TUTKIMUKSESSA

Rontgenmikroanalysaattori on kehitetty ja sitd kdytetddn suuressa méirin
metallien, mineraalien ym. koostumuksen tutkimiseen. Biologiset sovellu-
tukset ovat kohtalaisen uusia, menetelmii alettiin ensin kidyttdi luututki-
muksissa. Kasvimateriaalilla tutkimus liikkuu edelleen suuresti menetelmien
kehittamisen tasolla, vaikeuksia on niin hyvin niytteen valmistuksessa kuin
tulosten analysoinnissa. Mitattavan alkuaineen rontgenviivan intensiteettiin
vaikuttaa ko. aineen pitoisuuden ohella mm. niytteen epitasaisuudet, tiheys-
erot, muiden aineiden pitoisuusvaihtelut ja leikkeen paksuus. Menetelmin
etuna on kuitenkin se, ettd analyysi voidaan tehdi erittdin pienestd niytetila-
vuudesta ja alkuaineet voidaan paikallistaa solukko-, harvemmassa solu-
kossa solukohtaisestikin. Elektronimikroskooppiin liitetyilld laitteilla voi-
daan tutkia myos solun eri osia. Rontgenmikroanalyysi tiydentdd titen
esim. autoradiografian ja histokemian avulla saatuja tietoja alkuaineiden
esiintymisestd eri kasvinosissa.

Rontgenmikroanalyysid on toistaiseksi kasvitutkimuksissa kdytetty suh-
teellisen vihdan. Kokeita on tehty pddasiassa erilaisilla ruohokasveilla, kuten
maissilla (RASMUSSEN ym. 1968, LAucHLI ym. 1970), jolla on tutkittu erdiden
alkuaineiden jakaantumista eri kasvinosiin, sekd eriilli viljakasveilla ja
Equisetumilla (KAurMAN ym. 1969, 1971, 1972, So~1 ym. 1970, 1972), joilla
on lihinnd tutkittu piin kertymistd erityyppisiin paillyskettosolukon solui-
hin. SAWHNEY ja ZELITCH (1969) sekd HUMBLE ja RAscHKE (1971) ovat kiin-
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nittdneet huomiota kaliumin merkitykseen ilmarakojen aukenemisessa ja
KupPIiLA-AHVENNIEMI ym. (1973) kalsiumin suhteellisiin pitoisuuksiin haa-
voitetuissa hdrkdapavun nivelvileissi. Baja] ym. (1971) puolestaan ovat
kiinnittdneet erityistdi huomiota pavun tumien alkuainekoostumukseen.

Miénty on titd ennen ollut koeobjektina réntgenmikroanalyysitekniikkaa
kdytettdessd tiettdvisti vain HUTTUSEN (1973) tyéssd, jossa hin on todennut
menetelmdn kiyttokelpoiseksi puiden saastumisasteen osoittajana. Huttu-
sen mukaan saastuneilta alueilta kerdtyissi neulasnidytteissi voitiin osoittaa
olevan huomattavasti enemmin rikkid ja klooria kuin vastaavissa saastu-
mattomilta alueilta kerityissi naytteissi. Metsitieteellisia tutkimuksia
ajatellen voidaan rontgenmikroanalyysia lisiksi pitda kayttokelpoisena esim.
tutkittaessa lannoitteiden kertymistd eri kasvinosiin samoinkuin ulkoisten
tekijoiden vaikutusta tdahidn kertymiseen. Saastumistarkkailun lisiksi tek-
niikkaa voidaan ilmeisesti kiyttda muidenkin patologisten tilojen tarkkailussa
ja selvittimisessi. Myoskin vuosirytmid tutkittaessa saatetaan seurata eri
kasvinosien alkuainepitoisuuksia ja niissi mahdollisesti esiintyvii vaihte-
luita.
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SUMMARY:

EXPERIMENTS ON THE DETERMINATION OF CERTAIN ELEMENTS
IN THE BUDS OF THE SCOTS PINE BY MEANS OF THE ELECTRON
PROBE X-RAY MICROANALYSER

An electron probe X-ray microanalyser was used to study the occurrence of
phosphorus, sulphur and calcium in the bud apices of dormant Scots pine. The
material was collected during the winter months (November— February), fixed
i Carnoy’s fluid, dehydrated, and mounted in paraffin wax. Of the 10 um
longitudinal section, the ones containing the maiddle portion of the apices were
glued to the specimen supports and vacuum coated with aluminium. Three
parallel line analyses were run over the corpus and the uppermost portion of
the pith. Results obtained so far suggest that mo marked changes occur in the
position and level of the three elements during the study period.
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In comparison with other methods, the usefulness of X-ray microanalysis lies
in the fact that only small volumes of material are required. Comsequently, it is
possible to localise in the tissue the sites in which certain elements occur in highest
concentrations. It is also possible to compare the relative amounts of an element
i separate samples.

X-ray microanalysis has relatively recently been introduced in the study of
plant material and until the present investigation the paper of HUTTUNEN
(1973) was the only one containing information on pine trees obtained by this
method. Work on the procedure involved is therefore necessary and the present
paper deals mainly with this aspect. Both the preparation of the samples and
the interpretation of the results are experimented with and discussed. The
operation of the X-ray microanalyser of the Department of Electron Optics of
the University of Oulu is alsoc described.

In her paper, HUTTUNEN (o.c.) showed the usefulness of the X-ray micro-
analytical technic for the study of the effect of air pollution on pine trees.
Other lines of investigation comnected with silviculture in which this technic
could give valuable information are, for example, the uptake and storage of
fertilizers, the possible annual riythm in the distribution of elements in different
plant parts, and the excess or lack of specific elements in diseased tissues.
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