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Hyva Jumala,
anna armostasi sadetta joka paiva
jos vain sopii,
keskiy0std kello kolmeen,
ja kuten tiedat
hyvin hienoa ja lammintd,
jotta se hyvin imeytyy maahan.
Ja anna auringon paistaa
koko péivan,
vaikka ei tietenkadan liikaa,
eika Astilben, Gentianan, Hostan eika
Rhododendronin paalle.
Mutta varjele sateelta
Silene, Alyssum, Helianthemum,
laventeli ja muut, jotka
kuten darettomassa viisaudessasi tiedat,
pitavat kuivuudesta,
ja joiden nimet
voin kirjoittaa paperille,
jos niin tahdot.
Ja anna aina paljon kastetta
ja vahan tuulta,
runsaasti kastematoja,
mutta ei etanoita
eikd lehtitdita eika harmatauteja.
Ja jos sopii,
anna kerran viikossa
sataa lannoiteliuosta.
Aamen.

Teksti: Karel Capek
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TERMINOLOGIA

biodiversiteetti

ex situ -sadilytys

hybridi

in situ -sdilytys

jaloste

kanta

klooni

kryo

laji

Elollisen luonnon monimuotoisuus.

Kasvigeenivarojen sdilytys muualla kuin niiden
luonnonmukaisessa kasvuymparistossd, esim.
siementen geenipankit pakastamalla, mikrolisat-
tyina kasveina koeputkissa (in vitro) ja pelto-
geenipankit.

Kahden geneettisesti erilaisen yksilon risteytymi-
sesta syntyva jalkeldinen (usein lajien vélinen ris-
teytyminen).

Kasvigeenivarojen sdilytys niiden luonnollisessa
ymparistossa tai -ymparistdissa, joissa ne ovat ke-
hittaneet erityisominaisuutensa. Esim. luonnonnii-
tyt, maatiaisviljojen viljelysuojelu (on farm) ja puu-
tarhakasvit kotipuutarhoissa.

JalostustyOssa kehitettyja kasviyksiloita kutsutaan
jalosteiksi. Osa niistd nimetdan lajikkeiksi.

Ryhma sukulaisyksil6itd, jotka eroavat tiettyjen
ominaisuuksien suhteen muista vastaavista saman
lajin ryhmista.

Perintotekijoiltdan samanlaisten elididen ryhma.
Ts. populaatio, joka polveutuu yhdesta kantayksi-
lsta suvuttoman lisddntymisen kautta. Solukko-
viljelmin saadaan klooneja tuotetuksi keinotekoi-
sesti aloittamalla viljelma solusta tai solukosta.

Kreikan kielen sanasta kryos, jaatava kylmyys.

Keskenaan tosiasiallisesti tai potentiaalisesti lisaan-
tyvien yksildiden tai populaatioiden ryhma, joka
on lisddntymisisolaation eristima muista tallaisista
ryhmista. Kaytannossa lajikasite on vaikeasti maa-
riteltava, koska luonnossa tavataan aina alueellista
ja geneettistd muuntelua, joten laji ei voi olla staat-
tinen, pysyva yksikko.



lajike

MMM

MS-kasvualusta

MTT

orthodox

populaatio

siemenpankki

recalcitrant

rehydraatio

valiotaimi

ydinkasvi
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Viljelykasvien lajin sisdinen luokitteluyksikko, jota
ei kdytetd luonnonkasvien yhteydessa. Lajike tay-
tyy voida tunnistaa jonkin ominaisuuden mukaan,
ja sen pitda sdilyttad ominaisuutensa sitd viljeltdes-
sa. Lajikkeet syntyvit jalostuksessa.

Maa- ja metsatalousministerio.

T. Murashigen ja F. Skoogin kasvisoluviljelmille
kehittama ravinnealusta.

Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus.

Kuivuutta sietava siemen (desiccation-tolerant be-
havior).

Samanaikaisesti samalla alueella olevat yksilot,
jotka kykenevit lisaantymaan keskenaan eli kuu-
luvat samaan lajiin.

Varasto, jonka tarkoituksena on sailyttaa luonnon-
kasvien ja my®0s viljeltyjen kasvien geenivaroja tu-
levia aikoja ja tarpeita vasten. Siemenia sdilytetdan
suojatuissa, hyvin kuivissa oloissa tai matalassa
lampdotilassa (esim. nestemadisessa typessd, -196
°C), jolloin ne sailyvat useimmiten hyvin ja kauan.
Siemenpankkeja on perustettu eri puolille maail-
maa.

Kuivuudelle herkka siemen (desiccation-sensitive
behaviour).

Veden palauttaminen soluihin pakastuksen jal-
keen.

Taimi, joka on lisatty kasvullisesti ydinkasvista,
ellei kasvilajikohtaisissa tuotantovaatimuksissa ole
toisin mainittu.

Ydinkasvi, joka on tutkittu ja tarvittaessa puhdis-
tettu ja Elintarviketurvallisuusviraston (Evira) hy-
vaksyma. Ydinkasvi on varmennetun taimiaineis-
ton ydinkasviluetteloon merkitty, perinnollisesti
tunnistetusta lajikkeesta tai kannasta perdisin oleva



kasvi, kasviklooni tai valiosiementen tuotannossa
kasvipopulaatio, jonka aitous on varmistettu lajille,
lajikkeelle tai kannalle tyypilliseksi.



1 TUTKIMUKSEN LAHTOKOHDAT

Kaksi kolmasosaa maailman kasvilajeista luonnossa on vaarassa kuolla suku-
puuttoon 2000-luvun aikana. Kasvilajeja uhkaa vaeston kasvu, kulutuksen tu-
hoisa kehitys, maatalouden laajeneminen, metsien havittiminen, kasvupaik-
kojen menetys, aavikoituminen, ilmaston muutos ja vieraiden, nopeasti le-
vidvien rikkaruohojen levidminen. (Global Strategy for Plant Conservation
2002, 3.) Botanic Gardens Conservation International julkaisi vuonna 2011
alppiruusujen punaisen listan. Heiddn arvionsa mukaan 25 % kaikista luon-
nonvaraisista alppiruusuista on vaarassa kuolla sukupuuttoon. (Gibbs,

Chamberlain & Argent 2011, 4.)

Monimuotoisuutta tarvitaan muun muassa uusien lajikkeiden kehittelyyn, jot-
ta kasvit selvidisivat muuttuvassa ilmastossamme. Kasvien monimuotoisuus
sdilyy ja kehittyy parhaiten, kun uudet kasvit saavat alkunsa suvullisen li-
saantymisen seurauksena siemenista. Silloin perinnéllinen vaihtelu on mah-
dollista. Siemenpankkien tavoite on sailyttaa lajien monimuotoisuus mahdol-

lisimman suurena. Siemenia pitkdaikaissdilytetddn mm. nestetypessa.

Taman tutkimuksen tavoitteena oli kehittda nestetyppipakastusmenetelma
suomalaisten alppiruusujen siitepolyn ja siementen pitkdaikaissdilytykseen.
Alppiruusuja on jalostettu Suomessa vuodesta 1973. Jalostusohjelman tavoit-
teena oli Suomen talvet kestava alppiruusulajikkeisto. Alppiruusut valittiin
jalostuksen kohteeksi, koska ainavihantien kasvien tarve suomalaisissa puu-

tarhoissa ja puistoissa oli suuri. (Ks. Uosukainen & Tigerstedt 1988.)

Tutkimuksen toimeksiantaja, Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus

(MTT), on Suomen johtava maatalous- ja elintarviketutkimusta sekd maata-
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louden ymparistotutkimusta tekeva laitos. Yksi MTT:n tavoitteista on turvata

suomalainen kasviperima.

Tama tutkimus edistaa alppiruusupopulaation sdilyvyyttd. Lajit sdilytetaan
populaatioina geneettisen vaihtelun sailyttamiseksi. Vrt. kloonatut kasvit,
joissa sdilyy vain yhden yksilon perima. MTT Laukaassa sailytetdan kaupalli-
set, kloonatut alppiruusulajikkeet solukkoviljelmina. Alppiruusupopulaatioi-
den pitkaaikaissdilyttdminen solukkoviljelmina ei ole taloudellisesti mahdol-
lista, mutta nestetypessa geneettisen vaihtelun sdilyttaminen siemenina ja sii-

tepOlyna saattaisi onnistua pienempien yllapitokustannusten vuoksi.

Suomessa kasvatetuista alppiruusulajikkeista maailmanlaajuisesti merkittava
on mustilanalppiruusu. Se on erittdin talvenkestava, ja sitd on kaytetty useim-
pien Suomessa jalostettujen alppiruusujen aitikasvina. Alkuperdiset, 80 vuotta
sitten Koreasta Suomeen ldhetetyistd siemenista kasvatetut yksilot kasvavat
edelleen Mustilan arboretumissa. Niiden siitepdlya ja siemenid on nyt tarkoi-
tus saada pitkdaikaissadilytykseen. Kenttdsailytyksessa pensaat ovat alttiita

myrskyille ja muille luonnonmullistuksille, vaikka kestavia ovatkin.

Siitepolyn nestetyppipakastusta ei ole tiettavasti ennen kokeiltu Suomessa.
Siitepolyn pitkaaikaissailyttaminen auttaa jalostuksen ongelmissa, kuten ku-
kinnan eriaikaisuudessa ja hybridien jalostuksessa. Siitepolya ja siemenia
muodostuu eri vuosina vaihtelevia maaria, myos laatueroja on vuosittain.
Hyvéana vuonna pakastettua siitepolya voidaan kayttda jalostukseen vuosien
paasta. Talla hetkelld siitepdlya ei kerédtd ja varastoida ”pankkeihin”, kuten

siemenid, ei edes ylldpitoa tai jalostustyota varten.

Mustikan siementen kryopakastusta on kokeiltu Oulun yliopistossa (Zoratti,
Jaakola, Edesi & Haggman 2011). Ulkomaisista julkaisuista l10ytynytta tietoa

on yhdistelty ja sovellettu timan tutkimuksen tarpeeseen sopivaksi.



2 KASVIGEENIVAROJEN SUOJELU

2.1 Geneettisen monimuotoisuuden sdilyttiminen

Geenipankit ovat keinoja palauttaa tarkeita kasvilajeja, jos ne menetetdan jon-
kin tapahtuman, kuten luonnonkatastrofin, takia. Nykyaikaisessa maanvilje-
lyssa kaytetddn pitkalle kehittynytta kasvivalikoimaa, jonka perustana ovat
eniten tuottavat genotyypit. Viljeltyjen lajikkeiden vilinen perinnéllinen vaih-
telu on nykyisin hyvin suppeaa. Satoisat, nykyaikaiset viljelykasvit ovat siten
alttiita uusille taudeille. Alkuperdiset maatiaiskannat ja villit lajit tuottavat
vahemman, mutta niiden suurempi geneettinen vaihtelu sisaltda suuremman
monimuotoisuuden esim. vastustuskyvyssa sairauksia vastaan. (Asgrimsson

2009.)

Seuraukset geneettiselle monimuotoisuudelle ovat vakavat, jos emme onnistu
suojelemaan arvokkaita geenivaroja, erityisesti ilmaston muuttuessa merkit-
tavasti. On elintarkedd, ettad sekd entisajan ettd uudet lajit sdilytetdan turva-

tuissa olosuhteissa. (Asgrimsson 2009.)

Vuoden 1995 Suomen perustuslakiuudistuksen mukaan vastuu luonnosta ja
sen monimuotoisuudesta, ymparistosta ja kulttuuriperinnosta kuuluu kaikille.
Suomen kansallinen kasvigeenivaraohjelma kaynnistettiin vuonna 2003 tehos-
tamaan maa- ja metsdtalouden geenivarojen suojelua Suomessa. Geenivara-
ohjelman tavoitteena on turvata tuleville sukupolville arvokas suomalainen
kasviperima osana biologista monimuotoisuutta. MTT vastaa ohjelman koor-
dinaatiosta ja toimintaa seuraa ja kehittaa maa- ja metsatalousministerion aset-
tama geenivaraneuvottelukunta. (Kasvigeenivaraohjelma 2008.) Tama tutki-

mus tehtiin osana Suomen kansallista kasvigeenivaraohjelmaa.
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MTT:n Geenivarojen kestava kaytto -tutkimusohjelman tavoitteena on turvata
alkuperdisten eldin- ja kasvigeenivarojen monimuotoisuus suomalaisessa
maa- ja puutarhataloudessa sekd geenivarojen kestava hyodyntaminen myos
tulevaisuudessa. Geenivaroilla tarkoitetaan elididen, kuten viljelykasvien, ko-
tieldinten ja viljelymaan mikrobien, perinnollista monimuotoisuutta, eri lajeja
ja rotuja seka lajinsisdistd muuntelua. Suomen maataloudelle ja kulttuuripe-
rinnélle tarkedt geenivarat ovat vuosituhansien kuluessa sopeutuneet paikal-
liseen ilmastoon, maaperdan ja maisemaan, mika tekee niista ainutlaatuisia.
Geenivarojen kestavalld kaytolla ja suojelulla turvataan monimuotoisuuden
saatavuus viljelijoiden, jalostuksen ja tutkimuksen tarpeisiin seka tulevien su-
kupolvien kayttoon. Koska tulevaisuuden tarpeet ovat vaikeasti ennakoitavis-
sa, on yllapidettaiva mahdollisimman monipuolista geeniainesta. (Geenivaro-

jen kestava kaytto 2009.)

2.2 Sdilytysmenetelmit siemenille

Kasvigeenivarojen sdilytyksessa tulee ottaa huomioon eri lajien lisdantymis-
biologia, jotta kukin lajike, linja tai maatiaiskanta voidaan sdilyttda geneetti-
sesti aitona ja elinkykyisend ndytteenda. My0s varmuuskysymykset tulee ottaa
huomioon sailytysmenetelmaa valittaessa. (Kasvigeenivaraohjelma 2008.) Sai-

lytys siemenina on populaatioiden sdilyvyyden kannalta eduksi.

Yleisimmin saatavilla olevat vaihtoehdot siementen sailytykselle ovat kylmiot
tai jadhdytetyt varastot, pakastimet ja nestetyppiastiat. Valinta riippuu sie-
menten maarastd, koosta ja valitusta lampotilasta. Nestetyppisdilytys sopii
parhaiten pienille siemenille, jotka sietavat kuivuutta. (Ababa, Jorge & Han-

son 2010.)
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Kryosailytysta on onnistuneesti kokeiltu laajalle maaralle kuivuutta sietavia
siemenid. Kryosailytys on tulossa yha laajemmin kayttoon myos kuivuudelle
herkille (recalcitrant) siemenille ja in vitro -solukkoviljelmille. Kryosailytys on
vaihtoehto varmistaa kustannustehokkaasti ja turvallisesti geenivarojen pitka-
aikaissdilytys. Aineisto sailytetadn useimmiten nestemaisessa typessa (-196
°C). Kryosiilytyksen darimmaisen alhaiset lampdtilat kdytannollisesti katsoen
lopettavat solukoiden ja siementen aineenvaihdunnan sdilytyksen aikana ja
siten mahdollistavat pitkdaikaissdilytyksen. Sdilytettava aineisto on suojattu
kontaminaatioilta. Kun siemenet on kerran varastoitu nestetyppeen, niita voi-

daan sailyttaa siella ilman aikarajaa (Ababa, Jorge, Hanson & Panis 2011).

Kryosiilytys kayttaa nestemdista typpea eika ole riippuvainen jadhdytyksesta
tai jatkuvasta sahkonjakelusta. Se on kustannustehokasta, koska ei ole tarvetta
saannolliseen kasvimateriaalin uudistamiseen, tilan tarve on rajallinen ja

energiakulut ovat alhaisemmat. (Ababa ym. 2011.)

MTT Laukaassa on kaytossa nestetypen kaasufaasisdilytys (alle -150 °C).
Kryosailytysmenetelma Iluo MTT:lle edellytykset hoitaa sille asetetun velvoit-
teen sdilyttad Suomen kasvigeenivarat kasvullisesti ja suvullisesti lisattavien
puutarhakasvien osalta. Kryosdilytyksen avulla voidaan yllapitda puutarha-
kasvien tuotannossa tarvittavaa monimuotoista lajistoa. Se mahdollistaa pe-
rinteisid kenttakokoelmia laajempien kokoelmien pitkaaikaissailytyksen.
My0s harvinaisten ja vain ajoittain kysyttyjen lajikkeiden ylldpito ja taimituo-
tannon nopea uudelleen kdynnistdminen tarvittaessa on mahdollista. (Kyl-
masdilytystekniikan soveltaminen kasvullisesti lisattavien kasvien geenivaro-

jen pitkaaikaissailytyksessa 2009.)
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3 ALPPIRUUSUT

3.1 Alppiruusujen siemenet

Alppiruusut tekevit runsaasti siemenid, joiden itdmisprosentti on suuri. Sie-
menten koko vaihtelee pienesta hyvin pieneen (ks. kuvio 1). Siementen ke-
raamiseen paras aika on, kun siemenkota on muuttunut ruskeaksi tai mustak-
si. (Ks. kuvio 2.) Useimpien lajien kodat kypsyvit ja avautuvat hitaasti. Alppi-
ruusu varistaa siemenensa kevaalld jo lumen pinnalle ja lumen sisdan. Kevyet

siemenet levidvat tuulten ja sulamisvesien mukana. (Cox 1993, 187 —192.)

m‘u ‘ o . " I U5 ¥
KUVIO 1. Siemenen koko on suurimmillaankin alle 3 mm. Kuvassa vasem-
malla 'P. M. A. Tigerstedt’ ja oikealla St. Michel sisarklooni 2.

Mitad suurempi siemen, sitd paremmin se sdilyy. Alppiruusun siemenet sailyt-
tavat itamiskykynsa joitakin vuosia huoneenlammaossa ja jaakaapissa. Kotipa-
kastimessa siemenet voivat sdilyttaa itimiskykynsa kuusi vuotta. Siementen
kuivattaminen parantaa sailyvyytta. Jotta itiminen ldhtisi alkuun siemenet
tarvitsevat lampoa 16 —21°C, kosteutta ja kasvatusalustan. (Cox 1993, 192 —
195.)
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KUVIO 2. Lajikkeen "Pekka” kuivuneita siemenkotia ja niista varisseita sie-
menia

Kuten monet muut suvut, alppiruusut ovat tavattoman monimuotoisia. Ne
ristiinpolyttyvat helposti lahella olevien sopivien lajien ja hybridien kanssa.
Monet suuret alppiruusut ovat itsesteriileja. (Mts. 188.) Itsepdlytykselld syn-
tyneet siemenet itavat huonosti ja siemenet karsivat itsesiitoksen aiheuttamas-
ta elinkyvyn heikkenemisesta. Itsepolyttyneet siemenet kasvattavat usein al-
biinosirkkalehdet eivitka lainkaan karkisilmua. Jos on huono pélytysvuosi,

myo0s siemenet kehittyvat huonosti. (Uosukainen 2011.)

Alppiruusun siemenen itdmistapa on epigeeinen itaminen (ks. kuvio 3). Tassa
itamistavassa sirkkalehdet nousevat maanpinnalle. Vrt. hypogeeinen, jossa
sirkkalehdet jadvat siemenkuoren sisidn maan alle. Ennen kuin itiminen voi
alkaa, kolme edellytysta taytyy tayttya. Ensiksikin siemenen pitda olla elin-
kelpoinen. Siemenaiheen taytyy olla elossa ja itdmiskykyinen. Toiseksi, sie-
menen sisdisten olojen taytyy olla suotuisat itimiselle. Itdmisen fyysisten ja
kemikaalisten esteiden on taytynyt havitd. Kolmanneksi, siemenen taytyy al-
tistua sopiville ymparistdolosuhteille. Oleelliset vaatimukset ovat vesi, sopiva

lampdtila, happi ja joskus valo. Siemenen sisdiset olosuhteet voivat muuttua
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ajan kanssa. Sen seurauksena my0s ymparistolliset vaatimukset voivat muut-
tua, koska siemenen sisdinen tila voi vaikuttaa myos ulkoisiin vaatimuksiin.

(Hartman & Kester 1975, 108 —113.)

Foliage leaves }%

Epicotyl

Plumule —\‘
Epigeous germination 4
of cherry seed
(endocarp removed)

Cotyledons

e
e iy

Hypocotyl

Radicle V

KUVIO 3. Siemenen epigeeisen itdmisen vaiheet, (radicle) sirkkajuuri, (hypo-
cotyl) hypokotyyli eli sirkkavarsi sirkkalehtien alapuolella, (plumule) kasvu-
piste, (seed coats) siemenkuoria, (cotyledons) sirkkalehdet, (epicotyl) epiko-
tyyli eli sirkkavarsi sirkkalehtien ylapuolella, (foliage leaves) lehvisto. (Mts.
108—113.)

Itamisprosessin ensimmiisessi vaiheessa (herddminen tai aktivoituminen) vesi
imeytyy kuivaan siemeneen. Siemenen kosteusprosentti nousee ensin nopeas-
ti ja sitten vakiintuu. Siemen turpoaa ja siemenkuori saattaa haljeta. Koska ve-
den imeytyminen on enimmadkseen fyysinen prosessi, se voi tapahtua myos
elinkelvottomissa siemenissa. Itdmisen toiseen vaiheeseen kuuluu kemiallisten
yhdisteiden liukeneminen ja kulkeutuminen (translokaatio). Vedesta turvon-
neen alkion gibberelliini-hormonit (vain elavissa siemenissa) liukenevat ja siir-
tyvat siemenen aleuronikerrokseen. Siita alkaa siemenen proteiinisynteesijar-

jestelméan toiminta. Muodostuu mm. uusia entsyymeja, joiden eréds tehtava on



15
pilkkoa siemenen varastoravintoa (rasvat, proteiinit, hiilihydraatit) alkion
kasvusolukon rakennusaineiksi. Hengitys ja veden otto jatkuvat siemenessa
tasaisina. Itdmisen kolmas vaihe koostuu solun jakautumisesta erillisiin kasvu-

pisteisiin (ks. kuvio 3). (Mts. 108 —113.)

Solujen laajentuminen ja sirkkajuuren ilmestyminen ovat itdmisen ensimerk-
keja. Alkion varsi kannattelee ylhaalla sirkkalehtid ja alkiovarren alaosa kehit-
tyy juuren kasvupisteeksi, sirkkajuureksi. Sirkkavarsi on jaettu kahteen osaan,
sirkkalehtien ylapuoli on epikotyyli ja alapuoli hypokotyyli.

(Mts. 108—113.)

3.2 Alppiruusujen siitepoly

KUVIO 4. Stereomikroskooppikuva lajikkeen "Mauritz’” siitepolystd, 25x suu-
rennos
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Siitepdly on siitepolyhiukkasten muodostama hieno poly. Alppiruusujen sii-
tepOly on variltdan vaaleaa (ks. kuvio 4). Siitepolyhiukkasissa on rihmoja (ks.

kuvio 5), jotka tekevat niistd takertuvia.

Alppiruusun siitepoly sdilyttaa itamiskykynsa kukintakauden ajan kotijaa-
kaapissa samassa astiassa kuivattavan aineen kanssa. Pakastimessa alppiruu-

sun siitepOlyn saa sdilymaan ainakin kaksi vuotta. (Cox 1993, 191.)

/

KUVIO 5. Tutkimusmikroskooppikuvat lajikkeen "Mauritz” siitepolysta

4 KRYOSAILYTYS

4.1 Siemenet

41.1 Kryokestivyyteen vaikuttavia tekijoita

Useimpien yleisten viljely- ja puutarhakasvien siemenia voidaan sdilyttda nes-
tetypessa ilman suuria ongelmia. Siemenen koostumus vaikuttaa siemenen
kryokasittelyn sietokykyyn. Kosteuspitoisuuden tiedetaan olevan tarkea teki-

ja, samoin korkean lipidipitoisuuden (mm. rasvat). Parhaan tuloksen saavut-
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tamiseksi kosteuspitoisuus on saddettava jokaiselle lajille optimaaliseksi.
Yleensa se on 5—10 %, ja jaddytysnopeus riippuu lajista ja siemenen kosteus-
pitoisuudesta. Siementen jaddytys ja uudelleen lammitys kayttden aarimmai-
sid lampotiloja aiheuttavat siemenille suurta fyysista rasitusta. Jos siemenen
soluvaliaineet kykenevit laajenemaan ja supistumaan jaadytyksen ja lammi-
tyksen aiheuttamassa rasituksessa, fyysista vauriota ei todennakdéisesti esiin-

ny. (Stanwood 1985, 217 —224.)

Siemenen kosteuspitoisuus on kriittinen muuttuja, kun maaritetdan jaatymis-
nopeuden vaikutusta kryopakastuksessa. Vertucci tutki herneen (Pisum sati-
vum), soijapavun (Glycine max) ja auringonkukan (Hehlanthus annuus) sie-
menid kosteuttamalla niita eri pitoisuuksiin ja jdadyttamalla niitd eri nopeuk-
silla. Vertucci totesi, ettd jaddytysnopeuden valintaan vaikuttaa paitsi sieme-
nen kosteuspitoisuus my0s sen lipidipitoisuus. Kuivuutta sietdville siemenille
(orthodox), joilla on korkea lipidipitoisuus, sopii paremmin hidas jaadytys.

(Vertucci 1989, 1478 —1485.)

Kuivuutta sietdvid siemenid (true orthodox) voidaan sdilyttda pitkia aikoja,
kun siementen kosteuspitoisuus on 5—10 % ja lampdétila alle jadtymispisteen.
Kuivuutta sietdvia siemenid, joilla on korkea lipidipitoisuus tai ohut siemen-
kuori (sub-orthodox) voidaan sailyttda samoissa oloissa, mutta lyhyempia ai-
koja. Lauhkean vyohykkeen, kuivuudelle herkkia siemenia (temperate recal-
citrant) ei voi kuivata ollenkaan, mutta niitd voidaan sailyttaa 3—5 vuotta,
kun lampétila on lahelld jadtymispistettd. Trooppisen vyohykkeen kuivuudel-
le herkkia siemenia (tropical recalcitrant) ei my6skaan voi kuivata ja ne kuo-

levat alle 10—15 asteessa. (Bonner 1990, 35—43.)

Kaikki kuivuutta sietavat (orthodox) siemenet eivét ole sopivia kryosailytyk-
seen, kovakuoriset palkokasvin siemenet voivat haljeta tai pirstoutua ja jotkut

siemenet, joilla on korkea 6ljypitoisuus, voivat menettda elinkykynsa. Kryo-
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sdilytys on my0s kallis menetelma suurten siementen, kuten maissin ja pavun,
sdilyttamiseen. (Ababa ym. 2011.) Alginaattikapselointi on havaittu hyodylli-
seksi seka solukoille ettd siemenille kryosailytyksessa. Kapselointi parantaa
hyvin alhaisten lampétilojen sietokykya. (Kaviani 2010, 177 —180.) Siementen
kuivatuksessa on kiytetty mm. silikageelid (Gonzélez-Benito, Aguilar & Avila

2009, 143).

Kholinan ja Voronkovan tutkimuksessa tutkittiin 103 lajia, mukana oli mm.
Rhododendron aureum. Tutkimuksessa oli mukana vain kuivuutta sietdvia sie-
menid, joiden kosteuspitoisuus oli 5—10 %. Ennen koetta siemenet olivat la-
boratoriossa 20 —25 asteessa 2—4 kuukautta, kunnes kosteustasapaino oli
saavutettu. Rhododendron aureum iti paremmin nestetyppikasittelyn jalkeen
kuin kontrollisiemenet. Tutkijat arvelivat, ettd itdmiserot kontrolleista suun-
taan tai toiseen johtuivat sattumasta tai luontaisesta, piilevasta muuntelusta

populaatioiden sisélld. (Kholina & Voronkova 2008, 262 —269.)

Erityyppisille solukkoviljelmillekdan ei ole yleispatevaa kryokaytantod. Sen
vuoksi jokainen kryosdilytyksen toimenpide pitdd optimoida kullekin uudelle
kasvimateriaalille, joka halutaan kryosailyttaa. (Ababa ym. 2011.) Tama patee

myo0s siementen kryosdilytykseen.

4.1.2 Pintasterilointi

Nestetyppitankkiin laitettavan aineiston tulisi olla puhdasta bakteereista ja
viruksista. Alppiruusujen taimien merkittavin tappaja on harmaahome (Cox
1990, 318). Pintasteriloinnilla estetddn siementen pinnalla eldavien mikrobien

kasvu, mutta sisdisiin kontaminaatioihin pintasterilointi ei vaikuta.

Maailmalla siementen pintasterilointeja on tehty sekd ennen etta jalkeen kryo-

pakastuksen. Liljan [Lilium ledebourii (Baker) Bioss.] siemenille tehtiin pintaste-
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rilointeja siten, ettd ensin siemenia huuhdeltiin hanaveden alla 20 minuuttia ja
sitten 1 minuutti 70-prosenttisessa etanolissa. Sen jalkeen liotettiin joko 15 mi-
nuuttia 1-prosenttisessa tai 10 minuuttia 0,5-prosenttisessa natriumhypoklorii-
tissa ja lopuksi huuhdeltiin kolme kertaa steriililla vedella. (Kaviani 2010,
178 —179.) Sitrushedelman siemenia kasiteltiin ennen tai jalkeen kryopakas-
tuksen siten, etta niita huuhdeltiin 2-prosenttisella natriumhypokloriitilla 30
sekunnin ajan ja sen jilkeen huuhdeltiin kaksi kertaa vedellda (Hamilton,

Ashmore & Pritchard 2009, 270; Pritchard & Nadarajan 2008, 496).

4.1.3 Kryopakastus

Nopeaa jaadytysta on kaytetty ainakin sitrushedelman (Citrus) ja tervalepan
(Alnus glutinosa) siemenille. (Hamilton ym. 2009, 270; Chmielarz 2010, 141.)
Nopeaa jaadytystd on kaytetty myos kapseloiduille liljan [Lilium ledebourii
(Baker) Bioss.] siemenille (Kaviani 2010, 178 —179). Nopeassa jaddytyksessa

kryoputki siemenineen upotetaan suoraan nestetyppeen.

Kholina jaVoronkova tutkivat 103 lajin kuivuutta sietdavia siemenia (ortho-
dox). Ne kddrittiin alumiinifolioon ja syvédjdadytettiin upottamalla nopeasti
nestemdiseen typpeen kuukaudeksi. Tand aikana kontrollisiemenet sdilytettiin

laboratoriossa 20—25 °C. (Kholina &Voronkova 2008, 263.)

4.1.4 Sulatus ja elpyminen

Nopeaa sulatusta on kdytetty siten, etta sitrushedelman (Citrus) siemenet si-
saltava kryoputki upotettiin heti 40 °C:n vesihauteeseen minuutiksi, liljan [Li-
lium ledebourii (Baker) Bioss.] siemenille kaytettiin 37 —38 °C vetta 3 minuuttia
ja tervalepan (Alnus glutinosa) siemenille 40 °C 5 minuuttia. (Hamilton ym.

2009, 270; Kaviani 2010, 178 —179; Chmielarz 2010, 141.)
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Kaikilla kuivatuilla siemenilld on vaara vaurioitua rehydraatiossa itamisen
alkuvaiheessa. Vauriot valtetdan parhaiten kosteuttamalla siemenet valttden
valitonta kosketusta veteen. Vaurioita havaitaan useimmin silloin, kun kuiva-
tut siemenet laitetaan veteen, verrattuna siihen, etta siemenet laitetaan kostu-
tetun suodatinpaperin paalle tai vesiagariin. (Pritchard & Nadarajan 2008,

490.)

Kholinan ja Voronkovan tutkimuksessa kylmadsdilytyksen jalkeen siementen
annettiin lammeta huoneenlammossa kahden tunnin ajan. Siemenet idatettiin
kostutetun imupaperin paalla petrimaljalla kasvatushuoneessa, joka oli lam-
pOsadadelty ja jonka valojakso oli 16:8 (valo—pimeys). Lampdétila kaikille lajeil-
le oli vahintaan 18 °C, koska jokaisen lajin parasta itdmislampotilaa ei tunnet-

tu. (Kholina & Voronkova 2008, 263.)

Liljan [Lilium ledebourii (Baker) Bioss.] siemenille Kaviani kokeili Murashige &
Skoog -kasvualustaa. Kasvualusta sisalsi suoloja ja vitamiineja, mutta ei hor-
moneja. Valojakso oli (valo/pimeys) 16/8 tuntia ja pdiva/yo lampdétilat 25/20
°C. (Kaviani 2010, 178 —179.)

Tervalepan (Alnus glutinosa) kuivuutta sietavat (orthodox) siemenet katsottiin
itaneiksi, kun niiden sirkkajuuri oli puolet siemenen pituudesta. Siemenet ida-
tettiin 20 asteen lammossa ja valojakso oli 16 tuntia valoa ja 8 tuntia pimeytta.

(Chmielarz 2010, 141.)
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4.2 Siitepoly

Siitepolyn laadulla on merkitysta sen elinkyvyn kannalta. Siitepoly, joka kera-
tddn ennen kukkien avautumista tai hyvin myo6hdan sen jalkeen, ei sdily hy-
vin. Kuumuudesta tai kuivuudesta karsivat kasvit tuottavat usein siitepoly4,
jolla on alhainen hedelmallisyys. Lajeilla, joilla on kuivuudelle herkat sieme-
net, voi olla kuivuutta sietdva siitepdly tai toisin pain. Kuivuutta sietdva siite-
pOly voidaan kuivata alhaiselle kosteustasolle (5—10 % tuorepainosta) kyllas-

tetylla suolaliuoksella tai ilmakuivatuksella. (Towill 2002, 7.)

Alppiruusun siitepolyn kryopakastukseen ei suoraan 10ydy menettelyohjetta
kirjallisuudesta. Alppiruusun siitepoly on kerattava nupuista, koska siitepoly
on heti valmista ja silloin polyttajahyonteiset eivit ole vield sotkeneet siitepo-
lyja. Marchant, Power, Davey, Chartier-Hollis ja Lynch tutkivat ruusun ("Heri-
tage’ ja "The Countryman’) siitepolyn nestetyppisdilytystd. He kerdsivat siite-
pOlyn nupuista. Kukkatertut poimittiin, kun nuput olivat levittaytyneet kuk-
katertussa ja saavuttaneet lopullisen varinsd, mutta niiden terdalehdet olivat
viela kiinni. Kerdamisaika on silloin optimaalinen, koska siitepoly on juuri so-
pivasti kehittynyttd ja polyttdjahyonteiset eivat ole paasseet sotkemaan siite-
pOlyja. Siitepdly saatiin irtoamaan ponsista ravistamalla niitd kryoputkien si-
salla koeputkiravistelijalla 30 sekuntia ja sen jalkeen ponnet kerattiin pois. Sii-
tepolylle kokeiltiin seka nopeaa etta hidasta jaadytysta. Naytteita sulatettiin
kahden minuutin ajan +45 asteisessa steriilissa vedessa. Siitepdly katsottiin
elavaksi, kun siiteputken pituus ylitti siitepdlyhiukkasen koon. (Marchant,

Power, Davey, Chartier-Hollis & Lynch 1993, 235—241.)

Trooppisten orkideoiden (Tropical Orchids) siitepolylle kaytettiin nopeaa sula-
tusta 40 °C vedessa. Itdvyys maaritettiin kasvattamalla siitepolya kuoppale-

vylla 24+2 asteessa 12—24 tuntia. (Anonymous 2006, 457 —458.)
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5 TUTKIMUKSEN MATERIAALIT

5.1 Tutkittujen siementen lajikkeet ja jalosteet

Tutkitut alppiruusulajikkeet olivat "'Haaga’, 'P.M.A. Tigerstedt’, 'Pekka’ sekd
jalosteet St. Michel sisarkloonit 1 ja 2 sekd Haaga sisarkloonit 1, 2 ja 3. (Ks. liite
1.) Sisarkloonit ovat lajikkeen sisaryksiloistd suvuttomasti lisdttyja taimia. Si-
saryksilot ovat muodostuneet risteytysjalostusohjelman tuloksena. Ne on po-
lytetty kdsin samoista vanhemmista. Esimerkiksi "Haagan” kohdalla yksi sisa-
ryksilo on valittu aidoksi "Haagaksi” ja loput jdivat jalosteiksi. (Uosukainen &

Tigerstedt 1988, 235—254.)

Tutkimuksessa kaytetyt siemenet ovat vapaapolytteisia eli polyttanytta yksi-
164 ei tunneta. Siemenaineiston ei tarvinnut olla tassa tutkimuksessa lajike-
puhdasta, koska néitd siemenia ei jatetty nestetyppitankkiin pitkaaikaissaily-

tykseen vaan nyt vasta etsittiin toimivaa menetelmaa.

5.2 Tutkittujen siitepolyjen lajikkeet ja jalosteet

Tutkitut alppiruusulajikkeet olivat "Kaino’, "Vieno’, “Venla’, “Axel Tigerstedt’,
’St. Michel’, 'P.M.A. Tigerstedt’, "Pohjola’s Dauhgter’, "Helsinki University’,
"Haaga’, "Elviira’, "Mauritz’, "Suvi’, "Hellikki’, 'Pekka’, ‘Raisa’ ja R. William-
sianum-risteymad (TTA-762). SiitepoOlya saatiin myos jalosteista, jotka eivat ole

myynnissa: TTA-590, TTA-591 ja KA-24. (Ks. liite 1.)
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6 TUTKIMUKSEN MENETELMAT

6.1 Siemenet

6.1.1 Siementen kerddminen ja kuivatus

Siemenaineisto kerattiin MTT Laukaan pihapiirista maaliskuun alussa 2011.
Silloin oli niin paljon lunta, ettd siementen kerddminen ei onnistunut Mustilas-
ta, jossa lajikkeita ja jalosteita olisi ollut enemman. Siemenet kerattiin niista
oksista joihin yletyttiin. Osa oksista oli talvehtinut lumen alla. Siemenkodat

olivat jo osittain auenneet ja siemenia oli varissut lumelle.

Siemenid kuivatettiin huoneenlammaossa. Siemenkodat aukesivat taysin auki
niinkin nopeasti kuin tunnissa sisille tuonnin jalkeen. Huoneen lampdtila oli
noin 20 astetta ja se kohosi kevaan ja ilman lampenemisen myo6tad. Siemenet-
héan olivat kuivuneet myo6s ulkona talven ajan. Talvella 2011 pakkasta oli ai-
nakin 4 kuukautta. Pakkanen kavi -25 °C:ssa ja tuuli navakasti, jolla on myos
kuivattava vaikutus. Kun nestetyppitesteja tehtiin kesdkuussa, kuivatustilan

lampétila oli kohonnut lahelle 30:ta astetta.

6.1.2 Siementen kosteuspitoisuuden maaritys

Siementen kosteuspitoisuuden maarittaminen oli aiheellista, koska se vaikutti
menetelmien valintaan. Siementen kosteuspitoisuus oli mahdollista mitata,
muuta koostumusta (rasvat, lipidit, triglyseridit) ei. Kosteuspitoisuus mitattiin
2—3 viikkoa huoneilmassa kuivuneista siemenista seka nelja kuukautta kui-
vuneista siemenistd. Mitattavat lajikkeet olivat " P.M.A. Tigerstedt’ ja "Haaga’

seka jalosteet St. Michel sisarkloonit 1 ja 2 ja Haaga sisarkloonit 1 ja 3.
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Lampokaapissa etukdteen olleet pienet petrimaljat jadhdytettiin isojen petri-
maljojen sisalla silikageelin paalla puoli tuntia ennen punnitusta. Sen jalkeen
siemenet laitettiin maljoille ja maljat siemenineen punnittiin uudelleen. Sie-
menet kuivatettiin lampdkaapissa 103 °C:ssa 18+1 tuntia. Kuivatuksen jalkeen
naytteet petrimaljoineen taas jadhdytettiin silikageelin paalla puoli tuntia en-
nen punnitusta. Kuivatus, kolme tuntia, ja punnitus toistettiin, jotta nahtiin,
ettei kosteutta endd haihtunut. Punnitustuloksista laskettiin naytteen kosteus-

pitoisuus kaavalla.

[(a-b)/a] x 100 = kosteuspitoisuus massaprosentteina tuoreen naytteen pai-
nosta, jossa
a = ndytteen massa ennen kuivausta

b = ndytteen massa kuivauksen jalkeen.

(Hamilton ym. 2009, 270.; Eskeli, Hamara, Laukkanen, Lehtonen, Luoto, Vi-

havainen & Yliharsila.)

6.1.3 Itdvyystesti ja kasvatusalusta

Oletus, josta lahdettiin liikkeelle, oli, ettd siemenet itdvat turveseoksessa kah-
dessa viikossa (Uosukainen 2011). Kaikkien kerattyjen lajikkeiden ja jalostei-
den siemenille tehtiin ensimmaiseksi itamistesti turpeella. Jokaisesta lajikkees-
ta ja jalosteesta kylvettiin 25 siementd neljaan pieneen muovipurkkiin Kekki-
lan havu- ja rodomultaan. Siemenista valikoitiin suurimpia. Pienet siemenet
oli varsin hankala saada lajiteltua ja laskettua. Jopa multaisissa purkeissa sie-

menet tarttuivat helposti purkin kylkiin ja kanteen.

Neljan viikon kuluttua laskettiin siementen itdvyys. Itaneiksi laskettiin sirkka-
lehdelliset taimet. Karkisilmua ei ollut siinad vaiheessa havaittavissa kuin muu-

tamassa taimessa. Purkeissa kasvoi my0s hometta, ei paljon, mutta sekin saat-
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toi vaikuttaa siementen itdvyyteen. Home voi tosin olla itse siemenissd, eli
siemenet eivat itdisi luonnossakaan. Hometta poistettiin purkeista pinseteilla
nyppien 4 viikon kasvatuksen jalkeen eikd se kasvanut hdiritsevaksi uudes-
taan. Turpeella tasaisimmin ja eniten itivét lajike 'Haaga’, ja jalosteet Haaga
sisarklooni 1 ja St. Michel sisarklooni 2. Kuuden viikon jalkeen laskettiin tai-
mettuneet eli kdrkisilmulliset taimet. Eniten karkisilmuja oli lajikkeissa "Haa-
ga’ ja 'Pekka’ seka jalosteissa Haaga sisarklooni 2 ja St. Michel sisarklooni 2.
Varsinaiseksi koeaineistoksi valittiin "Haaga’, Haaga sisarklooni 1 ja St. Michel

sisarklooni 2, jotka itivét parhaiten ensimmaisessa testissa.

Nopeamman itamistuloksen saavuttamiseksi kokeiltiin siementen idatykseen
eri kasvualustoja. Kasvualustoista kokeiltiin hormonitonta Murashige &
Skoog -kasvualustaa (ks. liite 2) ja kostutettua imupaperia petrimaljalla. Pet-
rimalja suljettiin parafilmilld kosteuden haihtumisen ja ulkoa tulevien konta-
minaatioiden estamiseksi. Imupapereita oli kokeilussa kahdenlaisia. (MN615,
halkaisija 90 mm ja MN617, fiir Qualitative Analysen, halkaisija 12,5 cm,
Macherey-Nagel, Germany) MS-ravintoalusta sisalsi suoloja ja vitamiineja se-
ka 3 % sakkaroosia ja 0,8 % agaria (Kaviani 2010, 179). MS-alustalla kasvoi
niin paljon hometta, etteivat siemenet itaneet siind lainkaan. Ilmeni siis tarve

siementen pintasteriloinnille.

6.1.4 Pintasterilointi

Ensimmaisissa itavyystesteissa esiintyi kaikilla kasvatusalustoilla (turve, MS,
imupaperi) kontaminaatioita, luultavimmin homeita. Kokeellisesti todettiin,
ettd siementen lisdksi my0s homeet selvidvét typpikasittelysta. Yksitoista pai-
vaa ensimmaisten typpikasittelykokeilujen jalkeen voitiin todeta, ettd osa sie-
menistd iti ja osan pinnalla kasvoi homeita. Sen vuoksi oli tarpeellista etsia
siemenille sopiva pintasterilointimenetelma. Kirjallisuustietojen perusteella

tiedettiin, ettd pintasteriloinnin voi tehdd ennen tai jilkeen kryopakastuksen.
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Tassa tutkimuksessa pintasterilointi ennen pakastusta todettiin toimivaksi.

Pakastuksen jélkeista pintasterilointia ei testattu.

Sterilointivdlineind kokeiltiin puolipallon mallista teesihtid, jota on kdytetty
MTT:ssa muun kasviaineiston pintasteriloinnissa. Testattiin steriilia (MN615)
imupaperia teesihdin sisalla. Sitten kokeiltiin nopeammin lapdisevaa imupa-
peria (MN617) lasisuppilossa. Kokeiltiin my6s Moka express -
espressokeittimen eli “mutteripannun” suodatinosaa seka alumiinista etta

ruostumattomasta teraksesta valmistettua.

Pintasterilointiliuoksia ja niiden vakevyyksia kokeiltiin aikaisempien julkaisu-
jen perusteella. Liuoksista testattiin 70-prosenttinen etanoli, 1-ja 0,5-

prosenttinen natriumhypokloriitti ja huuhteluihin steriili vesi.

Liuoksia kokeiltiin siten, ettd ensin tavoitteena oli 70-prosenttisessa etanolissa
1 minuutti, 1-prosenttisessa natriumhypokloriitissa 15 min ja lopuksi 3 huuh-
telua steriililld vedelld. Valineiden hankaluuden vuoksi todelliset ajat kuiten-
kin olivat etanolissa 4 minuuttia, natriumhypokloriitissa 16 min ja vedessa 6

min.

Seuraavaksi kokeiltiin lyhyempia vaikutusaikoja ja liuoksista 70-prosenttista
etanolia, 0,5-prosenttista natriumhypokloriittia ja steriilia vetta. Etanolissa
siemenia liotettiin 1 minuutti ja natriumhypokloriitissa 4,5 minuuttia ja vesi-
huuhteluja tehtiin 4. Kokeiltiin my9s liotusta etanolissa 1 minuutti ja natrium-

hypokloriitissa 2 minuuttia ja vesihuuhteluja tehtiin 3.

Tutkittiin sterilointiliuosten eri jarjestyksen vaikutusta. Etanolikasittely jatet-
tiin viimeiseksi, koska veden imeytyminen siemeneen haittaa elpymista neste-

typpipakastuksen jalkeen. Siemenia liotettiin 0,5-prosenttisessa natriumhypo-
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kloriitissa 1,2 minuuttia, huuhdeltiin vedella 3 kertaa ja liotettiin 70-

prosenttisessa etanolissa 1 minuutti.

Vesihuuhtelua kokeiltiin eri tavoin. Kokeiltiin siementen upottamista kolmeen
eri petrimaljaan, joissa oli vettd, kokeiltiin siementen vesihuuhtelua pipetilla

sekd ndiden yhdistelmaa.

Pintasterilointia kokeiltiin erikokoisille siemenerille: 25, 100 ja 300 siementa.
Pintasterilointi ei ollut tilastollisesti seurattava tieto. Sen vuoksi paadyttiin
pintasteriloimaan jokaisen jalosteen ja lajikkeen siemenet yhdella kertaa ja

vasta steriloinnin jalkeen siemenet jaettiin eriin.

Esikokeiden pintasteriloinnit onnistuivat paremmin kuin varsinaisen koeai-
neiston ensimmadinen era. Eroina olivat siementen pidempi sdilytysaika huo-
netilassa ja kerralla steriloitavien siementen maara. Mahdollisia syitd ovat vir-
he tyoskentelytavoissa ja sterilointiliuosten vanheneminen tai kontaminoitu-
minen. Arvelen, ettd pintasteriloinnissa kdaytetyn 1-prosenttisen natriumhy-
pokloriitin teho oli heikentynyt. Chaetomium-suvun hometta ilmeni kahdessa
maljassa 18:sta niissd erissd, jotka tehtiin kaksi kuukautta vanhalla liuoksella.
Tulosten mukaan home ei vaikuttanut tuloksiin. Liuokset uusittiin ja kokeita
tehtiin lisaa eikd kontaminaatioita enaa ilmennyt. Taman menetelmaheikkou-
den perusteella paadyttiin siihen, etta jatkossa kokeet tehdadan tuoreilla liuok-

silla.

Natriumhypokloriitti hajoaa melko nopeasti neutraaleissa ja happamissa
oloissa, lampdtilan noustessa yli 20 °C ja valon vaikutuksesta. Tuote hajoaa
hitaasti my0s itsestaan. 10-prosenttisen natriumhypokloriitin pH on noin 12—
14 ja se alkaa hajota pH:ssa 11. (OV A-ohje natriumhypokloriitti 2011.) Kesan
aikana lampdtilat olivat laboratoriossa ldhelld 30 °C ja pulloa sdilytettiin tiski-

poydalld, johon tulee myos auringon valoa.
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6.1.5 Kryopakastus

Kryoputket ovat muovia ja staattisesti sahkoisid. Siemenet tarttuivat putken
seindmiin ja olivat hankalia siirrettavia. Sen vuoksi siementen kaariminen fo-
lioon ennen kryoputkeen (Cryopure Tubes, 1,8 ml, Sarstedt) laittamista oli
tarpeen. Folion kasittely oli haasteellista, koska sen piti olla juuri sopivan ko-
koinen mahtuakseen kryoputkeen ja koska siemenet lennahtelivat herkasti
pois folion paalta seka laitettaessa ettd pois otettaessa. Foliopaloille kokeiltiin
erilaisia kokoja ja muotoja. Neliskanttiseen tehtiin taitokset kulmasta kulmaan
ja taivutettiin “kupin” muotoiseksi. Se suljettiin pussin muotoon rutistamalla
ylaosa kiinni. Suorakaiteen muotoinen folio taiteltiin kolmeen osaan kum-
paankin suuntaan ja suljettiin taitosten mukaan. Foliot steriloitiin lampdkaa-

pissa.

Kirjallisuudesta tiedettiin, ettd siementen jaddyttamiseen voi kadyttdd nopeaa
tai hidasta jaadyttamista. Téassa tyossa kokeiltiin ensin nopeaa jaadytysta eli
kryoputket upotettiin suoraan nestetyppeen eika tarvetta hitaalle jaadyttami-
selle ilmennyt. Kryosdilytyksessa kaytetyt putket merkittiin siihen tarkoitetul-
la tussilla (Sarstedt). Putkia pidettiin nestetypessa noin tunti, jonka jdlkeen ne

sulatettiin. Kédytdnnon syista tunti on hyva aika.

6.1.6 Sulatus ja elpyminen

Julkaisujen perusteella tiedettiin, ettd siemenille on kdytetty nopeaa ja hidasta
sulatusta. Tassad tutkimuksessa kaytettiin nopeaa sulatusta. Putket sulatettiin
40 °C:ssa vesihauteessa 1—3 minuuttia. Putken pohjat saatiin pysymaan ve-
den alla kdayttamalla putkitelinetta. Putket kuivattiin ja pyyhittiin 75-

prosenttisella etanolilla ennen aukaisua steriilitilassa.
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Esikokeissa alustoina kdytettiin MS-ravintoalustaa seka kahta erilaista steriilia
imupaperia petrimaljalla. Maljat suljettiin parafilmilla. Esikokeiden perusteel-
la siemenille, joista kryokasittelyn tulos laskettiin, valittiin idatykseen imupa-

peri ja itdmistd seurattiin viisi viikkoa.

Siementen kasvua pyrittiin nopeuttamaan kasvatushuoneen olosuhteita
muuttamalla. Idatysaikaiset lampoétilat olivat (pdiva/yo) 20,5/18 °C ja valojak-

so vuorokaudessa oli (valo/pimed) 16/8 tuntia.

6.1.7 Havainnointi

Kryokasittelyn tulokset laskettiin kolmesta lajikkeesta ja jalosteesta. Yksi lajike
tai jaloste kasiteltiin yhtena paivand. Koska pintasterilointi ei ollut tavoitteen
kannalta seurattava tekijd, kontrollisiemenet ja nestetypessa kayvat pintasteri-
loitiin yhta aikaa ja sen jadlkeen jaettiin kolmeen kontrollierdan ja kolmeen tes-

tieraan. Jokainen era oli 50 siementa.

Itavyyttd ja taimettumista seurattiin viikon vélein. Seuraaminen aloitettiin,
kun siemenet olivat olleet idatysalustalla kaksi viikkoa. Seurattavia asioita
olivat sirkkajuuren puhkeaminen, sirkkalehtien avautuminen, albiinosirkka-
lehdelliset, karkisilmun ilmestyminen ja ruskeat ja kuolleet sirkkataimet. Sie-

menid, joissa ei nakynyt elamaa, ei laskettu erikseen. (Ks. kuvio 6.)

Useissa julkaisuissa siemen katsottiin itdneeksi sirkkajuuren ollessa puolet
siemenen pituudesta. Koska alppiruusun itdimistapa on epigeeinen, tdssa tut-
kimuksessa siemen katsottiin itdneeksi vasta kun sirkkalehdet olivat avautu-
neet. Taimettuneella siemenelld oli havaittavissa karkisilmu sirkkalehtien va-
lissa. Osalla sirkkalehdet kasvoivat alaspdin, jolloin pienen karkisilmun ha-
vaitseminen oli mahdotonta avaamatta maljaa. Maljoja ei avattu, vaan odotet-

tiin karkisilmun kasvavan niin suureksi, ettda havainnointi onnistui. Albiinoik-
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si katsottiin valkoiset sirkkalehdet. Jos lehdissa oli yhtaan lehtivihreaa, siemen

katsottiin itaneeksi. Ruskeiksi ja kuolleiksi katsottiin itaneet siementaimet, jot-

ka olivat selvasti ruskettuneet.

KUVIO 6. Siemenen itdmisen vaiheita: (A) sirkkajuuri, (B) vihreat sirkkalehdet
ja albiinosirkkalehdet, (C) kasvupiste seka (D) ruskea ja kuollut sirkkataimi.

6.2 Siitepély
6.2.1 Siitep6lyn kerddaminen
Tutkimuksessa kaytetty siitepoly kerattiin maalis —huhtikuussa 2011 MTT

Laukaan kasvihuoneilta, ydintaimista sekd myyntiin menevista valiotaimista.

Kasvihuoneissa kasvu on huomattavasti edelld luonnossa tapahtuvaa kasvua.
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Kukkatertut poimittiin, kun nuput olivat levittaytyneet kukkatertussa, mutta
terdalehdet olivat vield kiinni. Teri6t irrotettiin ensin tieltd pois, jotta paastiin

kasiksi heteisiin. Ponnet irrotettiin heteista pinseteilla (ks. kuvio 7).

KUVIO 7. Kukkaterttuja ja niista irrotettuja ponsia purkeissa

6.2.2 Itdavyystesti

Valmista kirjallista tietoa olosuhteista, joissa alppiruusun siitepoly itaa, ei ol-
lut. Oletus oli, etta siitepoly itdad vesipisarassa parissa tunnissa (Uosukainen
2011). Kaikki idatystestit tehtiin huoneenlammossd, noin 20 °C:ssa. Siitepoly

katsottiin elavaksi, kun siiteputken pituus ylitti siitepdlyhiukkasen koon.

Idattamiseen kokeiltiin ritarinkannukselle (Delphinium) hyvaksi havaittua
kasvualustaa. Alusta oli 1-prosenttinen vesiagar, jossa on 15 % sakkaroosia ja
0,0075 % boorihappoa. (Honda, Watanabe & Tsutsui 2002, 316.) Alusta oli va-
lettu maljoille ja kiintedn agarin pdalle erottui ohut nestemdinen kerros. Ko-

keiltiin myos sokkona muista toistd ylimaaraiseksi jaanytta kasvualustaa.
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Alusta oli nestemdinen ja pohjautui G-suoloihin (Uosukainen 1992, 804). Lisa-
na alustassa oli auksiini ja sytokiniini -kasvihormoneja, fruktoosia ja vita-
miineja. Tutkijoiden Ganeshan, Rajasekharan, Shashikumar ja Decruze (2008,

451 —454) kokoaman tekstin mukaan siitepolylle kokeiltiin my®0s sitruunan

(Citrus limon), miekkaliljan (Gladiolus) ja ruusun (Rose) nestemaisia kasvualus

toja (ks. liite 3).

Siitepolyn idattamista kokeiltiin erilaisissa astioissa. Idattamista kokeiltiin on
kalomikroskooppilevylld (1 mm), pienelld petrimaljalla ja kellolasilla. Testaa-
malla etsittiin sopivaa elatusaineen maaraa astioissa. Kokeiltiin my®os eri tek-

niikoita liuoksen kaatamiseen, suoraan pullosta ja pipetilla.

6.2.3 Kuivatus ja irrottaminen ponsista

Ponsia siitepolyineen sdilytettiin ja kuivatettiin pienissa muovipurkeissa huo-
neenlammossa. Paalla oli harso, joka suojasi aineistoa polylta ja mahdollisilta

hyonteisilta (ks. kuvio 7). Huoneen lampétila oli yli 20.

SiitepOlyn irrottamista ponsista kokeiltiin kahdella tavalla, pinsettien ja kirur-
ginveitsen avulla seka koeputkiravistelijalla kryoputken sisélld. Pinsetit steri-
loitiin 75-prosenttisessa etanolissa lajikkeiden vaihtuessa. Testattiin myos sii-

tepOlyn eri maaria kryoputkissa, 6 pontta tai enemman.

6.2.4 Kryopakastus

SiitepOly pakastettiin kryoputkissa (Cryopure Tubes, 1,8 ml, Sarstedt). Kryo-
putkista eroteltiin kontrollindyte kahden pinsetin avulla. Loppu naytteesta jai
putkeen ja kdvi nestetypessa tunnin verran. Julkaisuista tiedettiin, etta siitepo-
lylle on kokeiltu sekd nopeaa ettd hidasta jaddytysta. Nopea jaadytys toimi,

joten hidasta ei tarvinnut kokeilla.
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6.2.5 Sulatus ja elpyminen

Nestetypestd ndytteet siirrettiin 40 °C:iseen veteen lampohauteeseen. Naytteet
olivat hauteessa 1,5—3 minuuttia. Kryoputket kuivattiin paperilla. Tyoskente-

ly ei ollut steriilia.

Typpikasittelyn jalkeen naytteet ja kontrollit siirrettiin pienille petrimaljoille.
Elatusaine lisattiin kaikkiin maljoihin samaan aikaan. Siitepolyn elpymista

nestetyppikasittelystd havainnoitiin mikroskoopilla seuraavina pdivina.

7 TUTKIMUKSEN TULOKSET

7.1 Siemenet

7.1.1 Kosteuspitoisuuden maaritys

Siemenkotien avautumisen jalkeen (2—3 viikkoa kerddamisen jalkeen) mitattiin
siementen kosteuspitoisuus. Kosteuspitoisuudeksi saatiin 5,8 —6,2 % lajikkeel-
la’P.M.A. Tigerstedt’ ja jalosteilla St. Michel sisarklooni 1 ja Haaga sisarklooni

3. Huoneldampédtila oli tuolloin 21 °C.

Varsinaisessa koeaineistossa kdytettyjen lajikkeiden ja jalosteiden kosteuspi-
toisuudet mitattiin nelja kuukautta keraamisen jalkeen. Huoneilmassa saily-

tettyjen siementen kosteuspitoisuudet olivat 7,5—8,1 % (ks. taulukko 1.)
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TAULUKKO 1. Varsinaisen koeaineiston siementen kuivatusajat ja maaritetyt

kosteuspitoisuudet
Lajike / jaloste Kuivatus kk Kosteuspitoisuus %
Haaga sisarklooni 1 4 kk 81
'Haaga' 4 kk 7,5
St. Michel sisarklooni 2 4 kk 7,9

7.1.2 Itdvyystesti ja kasvatusalusta

Siemenille 16ytyi kasvuolosuhteet, joissa ne saatiin itimaan nopeammin kuin
neljassa viikossa turpeella. Yhdeksan vuorokauden kuluttua itimisen ensi
merkit olivat havaittavissa mikroskoopilla imupaperilla kasvatetuista sie-
menistd. Muutama siemen oli turvonnut, kuori haljennut ja sirkkajuuri pilkis-
ti. Itaminen oli silmin havaittavissa 11 vuorokauden kuluttua. Sirkkalehtien

puhkeaminen kesti kolmesta neljaan viikkoa.

Hormoniton MS-alusta ja kostutettu, steriili imupaperi toimivat yhta hyvin.
Molemmat testatut imupaperit (MN615, MN617) olivat toimivia lasimaljalla.
MS-alustat oli valettu muovikannellisiin lasipurkkeihin. Ne eivat ole taysin
tiiviita ja viikkojen kuluessa niihin ilmestyi kontaminaatioita purkin ulkopuo-

lelta.

Liian kuiva tai marka alusta estda ja hidastaa itamista. Siemen tarvitsee itaak-
seen veden lisdksi my06s happea. Jos vettd on liikaa, hapen saanti estyy. Tut-
kimukseen paras kasvualusta oli imupaperi, jossa oli sen verran vettd, etta
paperi oli marka, mutta siemenet eivéat kelluneet vedessa. Pintasteriloimatto-
miin siemeniin ilmestyi talla alustalla hometta huomattavasti vahemman kuin

imupaperilla, jossa oli runsaammin vettd, tai turpeella tai MS-kasvualustalla.
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Testivaiheessa siemenia kasvatettiin sekd imupaperilla etta MS-alustalla. MS-
alustalla kontaminaatiot tulivat hyvin nakyviin. Imupaperilla homeista ei
ndyttanyt olevan suurta haittaa itimisen kannalta, mutta kasvun etenemista
ne voivat haitata, jos ne kasvattavat tukahduttavan rihmaston. Kuviossa 8 on
Chaetomium-suvun sieni, jonka tunnisti MTT:n tutkija. Homeet haittaavat

myo0s jossain maarin havainnointia.

neen pintasteriloinnin jalkeen

7.1.3 Pintasterilointi

Siemenille kehitettiin pintasterilointitekniikka ja -liuokset, joilla ne sailyivat
hengissa ja jotka estivdat homeiden kasvun. Vaikka kerétyistad alppiruusun
siemenista valikoitiin kooltaan suurimmat yksil6t, ne silti menivét pallo-
teesihdista lapi. Paperi palloteesihdin sisdlld oli hankala, koska se piti vaihtaa
eri liuoksille, kuivana se ei pysynyt paikoillaan ja kyseinen paperi (MN615) ei
lapaissyt liuoksia riittdvan nopeasti. Imupaperi (MN617) lasisuppilossa toimi
paremmin, muttei riittivan hyvin sekdadn. Siemenia meni hukkaan, eivatka

kaikki pysyneet liuoksessa, vaan jaivat imupaperin seinamille kiinni.
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Parhaimmaksi valineeksi osoittautui Moka express -espressokeittimen eli
“mutteripannun” suodatin, jota myydaan tavarataloissa varaosina ja joka
maksaa noin kolme euroa (Bialetti Moka Express, Ricambi Originali, 6 cups,
Italia). Suodatinosa muotoiltiin pyoredapaiselld vasaralla hiukan kuperaksi, jot-
ta siemenet yltivat liuokseen. Moka expressin suodatin oli alumiinia ja tum-
meni sterilointiliuoksista. On mahdollista, ettd hapettumisen aiheuttamaan
kovaan oksidikerrokseen kertyisi epapuhtauksia, jotka irrotessaan toimisivat
ydinpisteend veden jadtymiselle. Kiteytynyt jaa vaurioittaa solukkoa kryopa-
kastuksen aikana ja jalkeen. Sen vuoksi vélineeksi pintasterilointiin valittiin
samanlainen sihti, mutta ruostumattomasta teraksesta (Bialetti Elegance, Ri-
cambi orginale, 6 cups, Italia). Kuuden kupin sihti on ehka helpompi muotoil-
la kuin neljan kupin, joka on hiukan pienempi. Tiivistepakettia myydaan va-
raosana induktioliedelle tarkoitettuun espressokeittimeen ja se maksaa noin

viisi euroa (ks. kuvio 9.)

g X
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KUVIO 9. T11V1stepal<ett1 ja kuperaksi muotoiltu sihti, vasen kuva tuote-
esittelyn sivulta www.crema.fi

Siemenet sietivat pintasterilointiliuoksia hyvin. Esitestistd, jossa siemenia lio-

tettiin 70-prosenttisessa etanolissa 4 minuuttia, 1-prosenttisessa natriumhypo-
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kloriitissa 16 min ja vedessa 6 min, paateltiin, ettd siemenet kestavat liuoksia
useita minuutteja. Siemenet vaalenivat kasittelyssa huomattavasti. Ne lahtivat
hyvin kasvuun, ehka jopa nopeammin kuin lyhyemman kasittelyn saaneet
siemenet, eikd hometta esiintynyt. Itdimaan ne laitettiin MS-alustalle, josta naki

helposti, oliko sterilointi onnistunut vai kasvoiko home.

Esitestien perusteella todettiin, ettd siemenille riittdvat muutaman minuutin
liotukset sterilointiliuoksissa. Siemenet lahtivat kasvuun, eika kontaminaatioi-
ta ilmennyt. Taman testin ensimmadisen erdn liotusajat olivat etanolissa 1 mi-
nuutti ja natriumhypokloriitissa 4,5 minuuttia ja vesihuuhtelu 4 kertaa ja toi-
sen erdn etanolissa 1 minuutti ja natriumhypokloriitissa 2 minuuttia ja vesi-
huuhteluja 3. Naissa testeissa kdytettiin 70-prosenttista etanolia, 0,5-
prosenttista natriumhypokloriittia ja steriilid vettd. Ensimmainen erd idatettiin

MS-alustalla ja toinen tehdaspuhtaalla imupaperilla.

Sterilointiliuosten eri jarjestyksen testaamisella paadyttiin jarjestykseen etano-
li, natriumhypokloriitti ja vesi. Padtokseen vaikutti se, etta kahdesta samanlai-
sesta testierdstd, joissa etanolikdsittely oli viimeisend, toinen ei lahtenyt kas-
vuun ollenkaan. Luultavasti liuokset eivit ehtineet haihtua siemenista ennen
pakastusta. Kirjallisuustietojen perusteella ovat muutkin tutkijat kdyttaneet
jarjestysta etanoli, natriumhypokloriitti ja vesi, ja eri jarjestys ei tuonut mitaan

lisdarvoa.

Vesihuuhteluista paras oli eri menetelmien yhdistelma. Huuhteluista kokeil-
tiin upotusta kolmeen eri petrimaljaan, joissa oli vettd. Siemenet kelluvat, jo-
ten ne eivat valttamatta upotuksessa huuhtoudu joka puolelta. Paremmin
toimi vesihuuhtelu pipetilld, kunhan vesi osui kaikkiin siemeniin. Tapojen
yhdistelmassa upotettiin sihti veteen ja varmistettiin pipettihuuhtelulla, etta

vesi osuu joka puolelle siemenia.
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Vesihuuhteluiden perusteella paateltiin, ettd sama tekniikka on hyva muiden-
kin liuosten kohdalla. Koska siemenet kelluvat liuosten pinnalla, on tarkeaa
varmistaa, ettd ne pintasteriloituvat joka liuoksessa. Siementen pdalle voi kaa-

taa liuosta pipetilla ja painella niitd pinseteilld upoksiin.

Pintasterilointi onnistui kaiken kokoisille erille: 25, 100 ja 300 siementa.

Varsinaisten koeaineistojen pintasterilointi tehtiin noin 320 siemenen erissa.
Siemenid joutui kasittelyissa helposti hukkaan, joten mukana oli hyva olla
muutama ylimaarainen. Siemenia liotettiin 70-prosenttisessa etanolissa reilu
minuutti ja 1-prosenttisessa natriumhypokloriitissa reilut kaksi minuuttia ja
vesihuuhteluja tehtiin noin nelja. Siementen annettiin kuivua noin 30 minuut-

tia, kunnes ne eivat enda tarttuneet pinsetteihin tai toisiinsa.

7.1.4 Kryopakastus

Jotta koko kasittely pintasteriloinnista kryoputkeen ja putkesta kasvualustalle
pysyisi steriilind, my0s foliota piti voida kasitelld pinsetein, kdsin koskematta.
Neliskanttisessa foliossa siemenet pysyivat paremmin tallessa kuin suorakai-
teen muotoisessa, kun niita kasitteli kasin. Pinsetein kasittely onnistui parhai-
ten suorakaiteen muotoiselle foliopalalle (ks. kuvio 10). Kasittely vaati harjoit-
telua, jotta kevyet siemenet eivat lennahdelleet ympariinsa. (ks. kuvio 11.)
Kun siemenet oli aseteltu folion keskelle, paras tapa oli taitella se ensin pitkit-
tdissuunnassa ja sen jalkeen paat sisaanpdin. Liitteessd 4 on kdytannon ohje

siementen pakastamiseen.
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KUVIO 10. Folion koko ja taittelu seka kryoputki

KUVIO 11. Siementen kadadriminen folion sisdan ennen kryoputkeen laittamista
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7.1.5 Sulatus ja elpyminen

Julkaisujen perusteella valittiin putkien sulatus 40 °C vesihauteessa 1—3 mi-
nuuttia. Vaihtelu sulatusajassa riippui siitd, sattuiko putki ensimmaiseksi vai

viimeiseksi siirretyistd putkista ja montako putkea kerralla siirrettiin.

Varsinaisen koeaineiston kasvatusolot olivat lampétila (paiva/yo) 20,5/18 °C ja
valojakso vuorokaudessa (valo—pimea) 16:8 tuntia. Siemenet kasvatettiin pet-

rimaljalla (halkaisija 9 cm), jossa oli kostutettu imupaperi (MN615).

Itaneissa siemenissa esiintyi mutaatioita seka kontrolleissa etta typpikasittelyn

saaneissa: albiinosirkkalehtisid, yksi-, kolme- ja neljasirkkalehtisia. (Ks. kuvio

12.)

KUVIO 12. Mutaatioita jalosteen St. Michel sisarklooni 2 itdneissd siemenissa.
Vasemmalla on yksisirkkalehtinen itanyt siemen ja oikealla nelilehtinen albii-
no.

Tutkimuksen kannalta karkisilmun puhkeamisen jalkeinen kasvu ei ollut
oleellista. Kasvua seurattiin viisi viikkoa. Kasvua olisi voinut seurata viikon
tai kaksi pidempaankin, mutta maljojen kuivumisen vuoksi tuloksia ei voinut
laskea pidemmalle. Naytti kuitenkin siltd, ettd neljan, viiden viikon jalkeen

uusia sirkkajuuria ei ilmestynyt. (Ks. kuviot 14 a, 15aja 16 a.)
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Siementen itdvyysajoissa oli eroa. Neljan viikon iddtyksen jalkeen siemenia oli
kaikissa kasvun vaiheissa. Osassa sirkkataimista oli jo kdrkisilmu, osassa sirk-
kalehdet ja osa oli jo kuollut (albiinoja). Osassa siemenista oli sirkkajuuri ja

osa ei ollut itdnyt lainkaan. (Ks. Liite 5.)

Varsinaisessa koeaineistossa kahdella maljalla esiintyi Chaetomium-suvun ho-
metta. Siementen kasvu maljoilla ei poikennut muusta linjasta, joten home ei

vaikuttanut tuloksiin.

Tulosten perusteella voidaan todeta, etta nestetyppikasittely ei vaikuta alppi-
ruusun siementen itavyyteen. Itavyydessa ei ollut merkittavaa eroa kontrollin
ja typpikasittelyn saaneiden siementen vililla. St. Michel sisarklooni 2:n ja
"Haagan’ typpikasittelyn saaneet siemenet itivat paremmin kuin kontrollit,
mutta vastaavasti Haaga sisarklooni 1:n kontrollisiemenet itivat paremmin

kuin typpikasittelyn saaneet. (Ks. kuvio 13.)

100 %

[[Keskiarvo / itamattémat

80 % - siemenet %

Keskiarvo / ruskea /
kuollut sirkkataimi %

OKeskiarvo /
albiinosirkkalehdet %

60 % -

40 % - ) o

[OKeskiarvo / sirkkajuuri
%

20 % BWKeskiarvo / elossa
olevat sirkkataimet %

0 % -

St. Michel | St. Michel
sis.kl.2 A sis.kl.2 B

vko 5

KUVIO 13. Siementen itdiminen viiden viikon jalkeen kaikilla lajikkeilla ja ja-
losteilla (n=3). (A) ensimmadinen er4, (B) toinen erd, (KT) pakastamaton kont-
rolli, (LN) nestetyppipakastettu, (sis.kl.1) sisarklooni 1, ((sis.kl.2) sisarklooni 2.
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Elossa oleviksi sirkkataimiksi laskettiin sirkkalehdelliset ja karkisilmulliset
taimet (ks. kuvio 13). Taimia, jotka olivat viiden viikon itdmisen jdlkeen edel-
leen sirkkajuurivaiheessa, ei laskettu eldviksi, koska elinkelvottomatkin sie-

menet voivat veden imeytymisen johdosta turvota ja siemenkuori haljeta.

Eldvien sirkkatainten osuus viiden viikon itdmisen jalkeen oli 33 —67 % ja
osuus riippui lajikkeesta ja jalosteesta. Jaloste St. Michel sisarklooni 2 iti par-
haiten ja lajike "Haaga’ iti huonoiten riippumatta siitd, olivatko siemenet saa-
neet typpikasittelyn vai eivit. (Ks. kuvio 13.) Tulos on selitettdavissa heteroosil-
la (risteytyselinvoima, hybridin elinvoima). Heteroosi syntyy, kun perimal-
taan erilaiset ristipolytteisen lajin yksilot risteytetaan keskenaan. Heterotsy-
goottisella yksilolld toisinaan ilmenee parempi elinvoimaisuus, joka johtuu
yksilon suotuisasta geeniyhdistelmasta. Heteroosiksesta saatava hyoty heik-
kenee seuraavissa sukupolvissa (F2, F3). Tutkituista siemenista St. Michel si-
sarklooni 2 oli F1-hybridi ja "Haaga’ sisarklooneineen olivat vahintaan F2-

hybrideja.

Albiinotaimet kehittyivat sirkkalehtiasteelle ja alkoivat kuolla noin kuukau-
den kuluttua itamisestd. Albiinotaimia esiintyi seka kontrolleissa ettd typpika-
sittelyn saaneissa siemenissd, joten albinismi ei aiheutunut typpikasittelysta.
Itse asiassa kahdessa erassa viidesta albinismia esiintyi vahemman nestety-

pessa kayneissa kuin kontrolleissa. (Ks. kuviot 14, 15 ja 16.)

Lajikkeen "Haaga’ siemenista iti 36 —46 %. Lajikkeen "Haaga’ A itaminen sirk-
kalehtivaiheeseen sisdlsi enimmilldan albiinosirkkalehdellisid taimia kontrol-
leissa 3 % (* 1) ja nestetypessa kayneissa 1 % (+ 1). Lajikkeessa "Haaga’ B oli
enimmilldan albiinosirkkalehdellisid taimia kontrolleissa 3 % (+ 1) ja nestety-
pessa kdyneissd 6 % (+ 3). 'Haaga’ B:n kontrolli poikkeaa nestetyppikasitellyis-

td ja toisesta kontrollista noin 10 % selittdmattomasta syystd. Sen kasvu on
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kuitenkin samassa linjassa muiden kanssa. "Haaga” A:n kontrollissa tapahtuva

notkahdus neljan viikon kohdalla johtuu laskuvirheesta.

& 100 b 100
—&— 'Haaga' A KT —&— 'Haaga' A KT

90 —g— 'Haaga' A LN 90 1 —— Haaga'A LN
S g0 'Haaga' B KT £ gl Haaga' B KT
& 'Haaga' B LN g ‘Haaga' B LN
c c
= 70 = 70 A
«© «©
= 60 = 60
g - g
8 50 »0‘ 8 50
2 W 2 '
‘®T 40 — ‘s 40
= — >
g ' £
5 30 o 30 -
g g
= 20 X 20
n %]

10 01—

0 0+—r . . .
2vko 3vko 4 vko 5 vko 2 vko 3vko 4 vko 5 vko

KUVIO 14. Lajikkeen "Haaga’ itdiminen (a) sirkkajuurivaiheeseen ja (b) sirkka-
lehtivaiheeseen (n=3). (A) ensimmainen erd, (B) toinen erd, (KT) pakastamaton
kontrolli, (LN) nestetyppipakastettu.
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KUVIO 15. Jalosteen Haaga sisarklooni 1 itaminen (a) sirkkajuurivaiheeseen ja
(b) sirkkalehtivaiheeseen (n=3). (A) ensimmainen erd, (B) toinen erd, (KT) pa-
kastamaton kontrolli, (LN) nestetyppipakastettu.
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Jalosteella Haaga sisarklooni 1 itaneita siemenia oli 46 —54 %. Jalosteen Haaga
sisarklooni 1 itiminen sirkkalehtivaiheeseen sisdlsi enimmilldan albiinotaimia
kontrolleissa 7 % (+ 1) ja nestetypessa kdayneissa 4 % (+ 2). Kuviossa 15 a na-
kyva notkahdus neljan viikon kohdalla (nestetyppipakastettu) johtuu lasku-

virheesta. (ks. kuvio 15.)
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KUVIO 16. Jalosteen St. Michel sisarklooni 2 itaminen (a) sirkkajuurivaihee-
seen ja (b) sirkkalehtivaiheeseen (n=3). (A) ensimmainen er4, (B) toinen erd,
(KT) pakastamaton kontrolli, (LN) nestetyppipakastettu.

Jalosteen St. Michel sisarklooni 2 siemenet itivét parhaiten. Siemenista iti 64 —
78 %. Jalosteen St. Michel sisarklooni 2 A itdminen sirkkalehtivaiheeseen sisil-
si enimmillddn albiinotaimia 5 % (+ 3) kontrolleissa ja nestetypessa kayneissa
9 % (£ 2). Jalosteessa St. Michel sisarklooni 2 B oli albiinotaimia enimmillaan

kontrollissa 7 % (* 2) ja nestetypessa kdayneissa 11 % (+ 3).

Esikokeiden siementen kasvua kasvualustoilla seurattiin noin nelja kuukautta.
Ne ehtivat kasvattaa muutamia varsinaisia kasvulehtia eika niiden kasvussa

ilmennyt mitdan poikkeavaa.
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7.2 Siitepoly

7.21 Itdavyystesti

Tuloksia saatiin sitruunan (Citrus limon), miekkaliljan (Gladiolus) ja ruusun
(Rose) idatysmenetelmilla (ks. Liite 3). Ruusulle toimivalla kasvualustalla
myos alppiruusun siitepdly iti parhaiten. Se iti huoneenlammaossa, noin 20
°C:ssa 18 tunnissa. SiitepOly ei itanyt pelkdssa vedessd, ritarinkannuksen
(Delphinium) kasvualustalla eikd yhdella G-suoloihin pohjautuvalla kasvu-

alustalla, jota tutkimuksessa kokeiltiin.

Pieni kertakayttopetrimalja toimi siitepolyn idatykseen parhaiten. Maljaan
kuuluu kansi, joka hidastaa nesteen haihtumista, mutta ei tee tilaa hapetto-
maksi. Siitepolyn itdimisen saattoi havainnoida mikroskoopilla suoraan petri-
maljalta tai tarvittaessa tarkemman kuvan sai hanging drop -menetelmalla
(Observing protoctista in water using the hanging drop technique 2009). Siina
pisara liuosta siitepdlyineen siirretaan pipetilla mikroskooppilasille. Lasi
kdannetadn nopeasti ylosalaisin, jolloin pisara jaa roikkumaan lasin alapinnal-
le. Lasi asetetaan matalan, reunallisen astian tai kannen paalle, jolloin pisara ei
koske mihinkddn ja siitepOlya voi tarkastella mikroskoopilla lasin lapi. Siite-

pOly nousee pisaran pinnalle eli lasia vasten.

Testien aikana havaittiin, ettd elatusainetta on hyva olla niin paljon, etta pet-
rimaljan pohja peittyy. Pohjan on hyva olla kokonaan peitossa, koska siitepoly
hakeutuu pisaran reunalle ja reunalla itiminen ei ole yhta hyvaa, koska siite-
putket kasvavat liuosta kohti. Pipetoimalla liuosta, siitepdlyn saa paremmin

pysymaan halutussa paikassa kuin suoraan pullosta kaatamalla.

Siitepolyn idattaminen onkalomikroskooppilevylld, 1 mm, ei onnistunut. On-

kalolevylla voisi paitsi tutkia ndytetta tarkasti (hanging drop), myos idattaa
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ndytteen hyvin pienessa maarassa liuosta. Siitepoly vei mukanaan ilmakuplia
eli peitinlevyn laittamisen jadlkeen siitepOly ei ollut liuoksessa kokonaan. Voi
myos olla, ettd happi ei riittanyt peitelevyn alla. Siitepoly pyrki myos karkaa-
maan pois onkalosta peitelevyn ja reunan valiin. Kellolasi ei my&skaan ollut
toimiva astia idatykseen. Neste ehti haihtua lasilta yon aikana ja kellolasi kaa-

tui helposti.

7.2.2 Irrottaminen ponsista

Kokeiden aikana havaittiin, ettd idatettava siitepoly kannattaa irrottaa pon-
nesta. Ponsi homehtui kasvatusliuoksessa ensimmaisena, pelkka siitepoly sai-

lyi liuoksessa noin viisi vuorokautta.

Ponsien ja siitepolyn kasittelyyn ei-uritetut pinsetit ovat paremmat kuin urite-
tut, koska siitepoly tarttuu uriin kiinni. Siitepdlyn irrottaminen ponsista pinse-
teilla onnistui huonosti ja oli todella tyolastd. Paras menetelma siitepolyn ir-
rottamiseen ponsista oli ravistaminen koeputkiravistelijalla 30 sekuntia. Siten
siitepOlyn sai irtoamaan ldhes kaikista lajikkeista ja jalosteista. Ravistelun jal-

keen ponnet kerattiin kryoputkista pinseteilla.

SiitepOly ei irronnut ponsista lajikkeissa ‘Suvi’, "Hellikki’ ja "Pekka’ ja jalos-
teessa KA-24, vaikka niissa oli siitepolyad. "Helsinki University” vaati pidem-
man ravistelun ja runsaammin ponsia kuin muut lajikkeet ja jalosteet. Tyostet-
tavaa siitepolya ei ollut lainkaan lajikkeissa "Kaino’ ja R. Williamsianum-

risteyma (TTA-762).

Kryoputkeen kannattaa laittaa enemman kuin kuusi pontta, koska lajikkeesta
ja jalosteesta riippuen ponsista irtoaa eri maara siitepolya. (Ks. kuvio 17). Sii-
tepolyd on oltava reilusti my0s siksi, ettd staattisen sahkoisyyden vuoksi kai-

ken siitepdlyn siirtiminen kryoputkesta ei onnistu. Koeputkiravistelussa sei-
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namille jaaneiden hiukkasten maara jai kuitenkin vahaiseksi, koska siitepoly-

hiukkaset takertuivat toisiinsa paakuksi.

KUVIO 17. Siitepolya ponsineen menossa kryoputkiin

7.2.3 Elpyminen

Tulos oli, ettd useamman henkilon silmdmaardisen arvion mukaan nestetyp-
pikasittely ei heikenna siitepolyn itamistd. Kontrollit ja typpikésittelyn saaneet
siitepOlyt olivat itaneet yhtd hyvin 18 tunnissa. Siitepoly tulkittiin elavaksi,
kun siiteputken pituus ylitti siitepolyhiukkasen koon. Siiteputket olivat hy-
vinkin 20 kertaa pidempia verrattuina siitepolyhiukkasiin riippumatta siita,

oliko siitepoly kdynyt nestetypessa vai ei (ks. kuvio 18).

Tulos saatiin lajikkeista ‘Raisa’, "Vieno’, "Venla’, "Axel Tigerstedt’, St. Michel’,
'P.M.A. Tigerstedt’, 'Pohjola’s Dauhgter’, "Helsinki University’, "Haaga’, "El-

viira’ ja "Mauritz’ seka jalosteista TTA-590 ja TTA-591.
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Siitepoly luokiteltiin kahteen luokkaan, ei itdneeksi ja itaneeksi. Kaikki kont-
rolli- ja nestetypessa kdyneet siitepolyerat itivat, joten siitepdlyn itavyydeksi
saatiin 100 %. Lajikkeiden kesken siitepOlyjen itavyydessa oli eroja. "Pohjola’s

Daughter” iti paremmin kuin esimerkiksi "Mauritz’ tai “Elviira” (ks. kuviot 18

ja 19).

KUVIO 18. 'Pohjola’s Daughter” -siitepoly, kontrolli vasemmalla ja typpikasit-
telyn saanut oikealla

KUVIO 19. ’Elviiran’ siitepoly, kontrolli vasemmalla ja typpikasittelyn saanut
oikealla. Kuvasta nakee, miten siitepdlyhiukkaset ovat liuoksessa paakkuna,
useassa kerroksessa. Kuva tarkentuu vain paallimmaiseen kerrokseen.

Jotta tulos olisi ollut tilastollisesti pateva, siitepolyhiukkaset olisi pitanyt saa-
da yhteen kerrokseen ja riittdvan harvaan havainnointia varten (ks. kuvio 19).

Marchant ja muut (1993, 236) laskivat ruusun ('Heritage” ja "The Country-
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man’) itdvyyden levittamalla siitepolyn puolikiintedlle kasvualustalle kame-
linkarvasudilla. Silloin siitepolyhiukkaset asettuvat yhteen kerrokseen ja riit-
tavan harvaan havainnointia varten. Alppiruusun siitepoly saatiin itamaan
nestemadiselld kasvualustalla eikd samaa alustaa hoksattu kokeilla puolikiin-
tedna. Varmuutta ei ole, ettd alppiruusun siitepoly olisi itdnyt my06s puolikiin-

tealld alustalla.

8 TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA

8.1 Siemenet

8.1.1 Itdvyystesti ja kasvatusalusta

Alustavana tutkimuksena ennen nestetyppikasittelyja on hyva tehda elavyys-
testi turpeella, jotta ndkee, ovatko siemenet ylipditaan elinkelpoisia. Tassa tut-
kimuksessa ei tarkasteltu erikseen pintasteriloinnin vaikutusta itavyyteen. Se-

kin olisi hyva testata.

Kaytannossa imupaperi on helpompi siementen kasvatuksessa kuin MS-
agaralusta. Itimisen havainnointi purkissa olevalta MS-alustalta oli vaikeaa.
Siemenet imupaperin paalld petrimaljalla pystyi havainnoimaan mikroskoo-
pilla niihin koskematta. Toisaalta MS-alustalla kaikenlaiset kontaminaatiot
tulevat esiin paremmin, mutta tama tutkimus ei edellyttanyt agarravintoalus-
tan kayttoa. Jos MS-kasvualustan valaisi petrimaljoille, se voisi sopia siemen-
ten idattamiseen ja havainnointiin. Imupaperilta siementen siirtaminen jatko-
kasittelyyn on helpompaa kuin MS-kasvualustalta (ei pesua ja helpompi na-

pata pinseteilld). Kasvualustana imupaperi vaatii vdhemman toimenpiteita
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kuin agar. Imupaperi ainoastaan steriloidaan ja kastellaan, kun taas agar pitda

keittad, valaa purkkeihin ja steriloida seka ottaa huomioon sailytys ja saily-

VYYsS.

Imupaperi lasimaljalla todettiin toimivammaksi kasvualustaksi kuin pieni
imupaperi (g 90 mm) pienelld muovisella kertakayttomaljalla (& 9 cm). Ero ei
tullut esille esitestien aikana. Molemmat imupaperit, MN615 ja MN617 (o 12,5
cm), pysyivat kosteina lasimaljalla vield neljan kuukauden jalkeenkin. Kaytin
imupapereita saatavuuden mukaan ja varsinainen koeaineisto kasvatettiin
MNG615-imupaperilla pienella kertakdyttomaljalla. Kuudessa viikossa, usealla
maljalla, MN615-paperi pienella kertakayttomaljalla kuivui liikaa. Vesi hel-
meili maljan reunoilla, mutta itse paperi oli siemenille liian kuiva. Voi olla,
ettd vesihOyry pddsee muovisesta petrimaljasta lapi. Arvelen kuitenkin, etta
kosteus pysyy yhtd hyvin lasi- ja muovimaljalla, kun ne on suljettu parafilmil-
13, ja kosteuserot johtuvat paperin kyvystd imea vettd ja siitd, ettd vesimaarat

eivat ole tismalleen samat joka maljalla.

MN615 ei mahtunut pienelle kertakdyttopetrimaljalle suorana. Paperin olisi
voinut leikata sopivan kokoiseksi ennen sterilointia, jolloin sen kasittely olisi

ollut hieman helpompaa.

Tutkimuksen testeihin parempi kasvualusta olisi ollut iso imupaperi
(MN®617). MN617 huokoisena paperina imi hyvin vettd, jolloin itimattomat
siemenet eivat vaihtaneet paikkaa liikkuvan veden mukana maljoja késitelta-
essd. [sommalla paperilla ja maljalla 50 siemenen havainnointi olisi ollut hel-

pompaa.
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8.1.2 Pintasterilointi

Pintasteriloinnin esikokeet onnistuivat hyvin. Vasta viikkojen jalkeen esiko-
keisiin ilmestyi kontaminaatioita. Havaittiin, etta parafilmiin, jolla maljat oli
suljettu, oli tullut halkeamia ja ulkoiset kontaminaatiot paasivat kasvualustoil-
le. Varsinaisiin kokeisiin laitettiin kaksinkertainen parafilmi tdméan ilmion es-

tamiseksi.

Mahdollisia kontaminaatioiden ldhteitd ovat siemenen pinnassa olevat mikro-
bit, joita ei tdlla pintasterilointimenetelmalla saada pois, siemenen kuoren si-
salla olevat mikrobit, jotka tulevat esiin kuoren haljetessa itamisen johdosta,

kontaminaatiot sterilointiliuoksissa ja virhe tyoskentelytavoissa.

8.1.3 Elpyminen

Itaneita siemenid oli vaikea laskea. Kasvaessaan ne eivit pysyneet riveissa ja
laskuissa teki helposti virheitd. En keksinyt ajoissa, ettd laskemisen apuna olisi
voinut kayttaa vesiliukoista tussia. Petrimaljan kansi sumentui etanolilla
pyyhkimisesta eivatkda merkinnat pohjassa nakyneet imupaperin lapi. Paatte-
len, ettd tuloksissa nakyvat heitot johtuvat laskuvirheistd. On my6s mahdollis-
ta, etta pienta sirkkajuurta ei huomaa, jos malja onkin eri pain kuin edellisella
kerralla. En pida mahdollisena, etta jo itanyt siemen muuttuisi takaisin itamat-

toman nakoiseksi.

Toistettavuuden onnistumista testattiin toistamalla koe "Haagalla’ ja St.
Michel sisarklooni 2:1la. Koska "Haagan’ kontrolli eroaa toisen kontrollin lin-
jasta sirkkajuurten itimisnopeuden suhteen, voidaan ajatella, etta toistetta-

vuudessa olisi parannettavaa.
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Siementen itavyys vaihteli. Ne itivat turpeella oletettua huonommin, vaikka
eivat olleet vield saaneet nestetyppi- tai pintasterilointikasittelya. Uosukaisen
(2011) mukaan, siementen ja siitepolyn laatu ja maara vaihtelevat vuosittain.
Siementen itdvyyteen on saattanut vaikuttaa vuoden 2010 huono polytyske-
vat. Polyttajien vahaisyys ja kevathalla olivat vaikuttaneet mm. mustikkasa-
toon ja ovat saattaneet vaikuttaa my0s tutkittuihin alppiruusuyksil6ihin, jon-

ka vuoksi usean lajikkeen siemenet itivat huonosti ja epatasaisesti.

Tutkitut siemenet kerattiin kevaalla ja kevaalla kerédtyt siemenet ovat altistu-
neet mahdollisille talvivaurioille. Paras itavyys on syksylla keratyilld siemenil-
la (Uosukainen 2011). Syksylla keratyt siemenet saattavat kayttaytya kryosai-

lytyksessa eri tavalla ja tarvita erilaisia kasittelyja tai liotusaikoja.

8.2 Siitepoly

Siitepolyn tutkiminen osoitti, etta pitkaaikaissdilytys nestetypessa ei viahenna
suomalaisten alppiruusujen siitepolyn itavyytta. Jotta voisi sanoa, ettei kryo-
sdilytys vaikuta siitepolyn eldvyyteen, pitdisi siitepolylla hedelmditetyn ku-
kan kehitysta seurata siemenvaiheeseen asti. Jos tyOstetaan tuoretta siitepolya,
kannattaa huomioida, ettd se saattaa kayttaytya kryosdilytyksessa eri tavalla

kuin vahintaan viikon kuivunut siitepoly.

9 JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksen tavoitteena oli kehittad kryosdilytysmenetelma suomalaisten

alppiruusujen siementen ja siitepdlyn pitkaaikaissdilytykseen. Tutkimus osoit-
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ti, ettd siementen syvdjaadytys nestetypessa tunnin ajan ei vahenna niiden
itdvyytta. Tulos on samansuuntainen kuin Kholinan ja Voronkovan (2008,
262—269) tutkimuksen tulos Rhododendron aureumin siementen itamisesta eli
nestetyppikasittely saattaa jopa parantaa joidenkin alppiruusujen siementen
itavyytta. Tutkimuksen koejarjestely ei kuitenkaan ollut riittava tilastollisesti

patevaan nayttoon.

Menetelmaa on tdllaisenaan mahdollista kokeilla ilman suuria investointeja
muillekin kuivuutta sietaville siemenille (orthodox). Tallaisia siemenia tuotta-
vat useimmat viljely- ja rehulajit sekd monet puulajit (Ababa ym. 2010). Mene-
telmaa voisi kdayttaa my0ds luonnonvaraisten alppiruusupopulaatioiden, suo-

pursun ja lapinalppiruusun, sdilyttimiseen.

Tutkimuksen tulos oli, ettd alppiruusun siitepdly voidaan onnistuneesti elvyt-
tda nestetyppisdilytyksen jalkeen. Silmamaardisen arvion mukaan itdvyydessa
ei ollut eroa kontrollin ja nestetyppikasittelyn saaneen siitepolyn valilla. Tu-
losta tukee Marchantin ja muiden tutkimus ruusun ("Heritage’ ja “The Count-
ryman’) siitepOlyn sdilyttamisesta. He vertasivat siitepolyn sdilyttamista jaa-
kaapissa, pakastimessa ja nestetyppitankissa. Ruusun siitepdly elpyi parhaiten
kryosdilytyksen jalkeen eika sen itdvyys ollut alentunut merkittavasti. (Mar-
chant ym. 1993, 235—240.) Tassa tutkimuksessa kaytettyd menetelmaa on

mahdollista kokeilla tallaisenaan muidenkin lajien siitepolylle.
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Liite 1. Ty0ssa kaytetyt suomalaiset alppiruusulajikkeet ja -jalosteet seka nii-
den vanhemmat (Uosukainen 2010; Uosukainen 2011)

Lajike (vuosi) Emokasvi x polyttdja

Kookkaat

’St. Michel” (1987) Rhododendron brachycarpum ssp. tigerstedtii x R. smir-
nowii

"Helsinki University” (1987) R
'P.ML.A. Tigerstedt’ (1987) R
"Pekka’ (1999) R

Keskikorkeat
"Hellikki’ (1987)

"Haaga’ (1987)
"Axel Tigerstedt’ (2002)
"Raisa’ (2003)

~ " " "R =

"Mauritz’ (2006)
Matalat

. b. ssp. tigerstedtii x tuntematon vapaapdlytys
. b. ssp. tigerstedtii x R. catawbiense var. album 'Glass’

. b. ssp. tigerstedtii x R. smirnowii-risteyma

. Smirnowii-risteyma x tuntematon vapaapolytys
. b. ssp. tigerstedtii x R. 'Dr. H.C. Dresselhuys’

. b. ssp. tigerstedtii x R. degroniamum

. b. ssp. tigerstedtii x R. Brachycarpum-risteyma

. b. ssp. tigerstedtii x R. forrestii ssp. forrestii

"Elviira” (1987) R. b. ssp. tigerstedtii x R. forrestii var. repen -risteyma
"Kullervo’ (1992) R. b. ssp. tigerstedtii x R. degroniamum ssp. yakushimanum
"Pohjola’s Daughter’ (1996) R.’Cunningham’s White” x R. smirnowii Trautv.
‘Kaino’ (2006) R. wardii x tuntematon vapaapolytys

“Vieno’ (2006) R. wardii x tuntematon vapaapolytys

“Venla’ (2006) R. wardii x tuntematon vapaapolytys

"Suvi’ (2006) R. Oreodoxa-risteyma x R. Williamsianum-risteyma
TTA-762 (2011) R. Williamsianum-risteyma

Jaloste

TTA-590 R. b. ssp. tigerstedtii x joku keltainen hybridi
TTA-591 R.’Kullervo’ x R. “Elviira’

KA-24 R. b. ssp. tigerstedtii x R.’Britannia’
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Liite 2. MS-kasvualusta siemenille

MS-jauhe 4,3 g/l

Myo-inositoli 100 mg/1

Sakkaroosi 30 g/l

Vitamiinit 10 ml/1 perusliuosta, jossa:
Glysiini 0,200 g/1

Nikotiinihappo 0,050 g/1
Pyridoksiinihappo 0,050 g/l
Tiamiini 0,100 g/1

Liuoksen pH muutetaan tassa vaiheessa valille 5,6-5,8.

Gelriitti 206 g/l
Bacto™Peptone 0,27 g/l

Murashige and Skoog Basal Salt Mixture (MS), Sigma-Aldrich, USA.
myo-Inositol, Sigma-Aldrich, USA.

Gelrite, Gellan gum, Scott Laboratorioes, USA.

Bacto™Peptone, Becton, Dickinson and Company, USA.

Glycine, Merck KGaA, Germany.

Nicotinic acid, Sigma-Aldrich, USA.

Pyridoxine (Pyridoxol; vitamin Be, Sigma-Aldrich, USA.

Thiamine hydrochloride, Sigma-Aldrich, USA.



Liite 3. Siitepdlylle kokeiltuja kasvatusalustoja

Citrus limon

Tehdaan tislattuun veteen.
20 % Sucrose

100 ppm HsBO:s

300 ppm Ca(NOs)2*4H20
200 ppm MgSO+*7H20

100 ppm KNO:s

pH7,3

Gladiolus

Tehdéaan tislattuun veteen.
15 % Sucrose

100 ppm HsBO:s

300 ppm Ca(NOs)2*4H20
200 ppm MgSO+*7H20

100 ppm KNOs

pH?7,0

Rose

Tehdaan tislattuun veteen.
15 % Sucrose

100 ppm HsBOs

150 ppm Ca(NOs)2*4H20
200 ppm MgSO+*7H20

100 ppm KNO:s

pH 7,0
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Liite 4. Kaytannon ohje siementen kryosdilytykseen

Laatija: Milja Rantanen 10.10.2011

Siemenid varten ota pieni muovinen nadytepurkki ja pohjalle folio vahenta-
maan sahkoisyyttd. Tarvitset laminaariin steriilid tyoskentelya varten lampo-
kaapissa steriloidut pinsetit, sihdit, imupaperit, valmiiksi leikatut ja taitellut
foliot sekd 10 petrimaljaa (¢ 11 cm). Tarvitset my0s sterilointiliuokset (70 %
etanoli, 1 % natriumhypokloriitti ja steriili vesi), 3 pienta steriilid petrimaljaa, 3

steriilid kertakayttopipettid, kryoputkia ja kasvualustoja tarvittavan maaran.

Erottele siemenet pieneen naytepurkkiin. Tasta eteenpdin tyoskentely on ste-
riilid. Kaada siemenet purkista petrimaljalla olevan suodattimen paalle. Suo-
datinta siirrellaan steriileilla pinseteilla. Petrimaljat, kolme kappaletta, ovat
puolitaynna sterilointiliuoksia (etanoli, natriumhypokloriitti ja vesi), jolloin
suodatin uppoaa liuokseen sopivasti. Jos liuosta on liikaa, siemenet karkaavat
kellumalla. Kédyta apuna pienid petrimaljoja, joista liuoksia on helppo lisata
pipetilld. Liota siemenia etanolissa noin yksi minuutti, pidempi aikakaan ei
haittaa. Siirrd sihti pinsettien avulla toiseen petrimaljaan, jossa siemenia liote-
taan noin kaksi minuuttia natriumhypokloriitissa. Huuhtele siemenia kol-
mannessa petrimaljassa steriililld vedelld noin kolme kertaa pipettia apuna
kayttden. Jos liuos ei valu suodattimen ldpi, pohjan koskettaminen maljalle tai
liuokseen auttaa. Siirrd sihti petrimaljalla olevalle imupaperille ja anna neste-
typpeen menevien siementen pinnan kuivua. Kontrollit voi maljata heti. Ai-
kaa kuivumiseen menee noin 30 minuuttia. Siemenet ovat pintakuivia, kun ne
eivat enda tartu pinsetteihin tai folioon. Jaa siemenet pinsettien avulla kontrol-
lieriin maljoille seka testieriin folioille, jotka menevat kryoputkiin. Taittele fo-

liot varovasti pinseteilla.
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Siirra putket styroksisessa kylmalaukussa olevaan nestetyppeen pitkavartisil-
la pinseteilld. Tarpeen mukaan putkia pidetddn noin tunti kylmalaukussa tai
siirretdan nestetyppitankkiin. Sulata putket 40 °C:ssa vesihauteessa 1—3 mi-
nuuttia. Vaihtelu sulatusajassa riippuu siitd, sattuuko putki ensimmaiseksi vai
viimeiseksi siirretyista putkista ja montako putkea kerralla siirretaan. Kasva-

tusalusta valitaan tarpeen mukaan.



Liite 5. Siementen itamistulokset viikoittain ja kasvuvaiheittain. (A) ensim-
mainen erd, (B) toinen erd, (KT) pakastamaton kontrolli, (LN) nestetyppipa-
kastettu, (sis.kl.1) sisarklooni 1, (sis.kl.2) sisarklooni 2.

LAJIKE / 2 vko 3 vko 4 vko 5 vko

JALOSTE KTILN | "oq % % %
Sirkkajuuri nakyvissa

'Haaga' A KT 36 26 14 6
'Haaga' A KT 34 20 4 2
'Haaga' A KT 36 20 6 6
'Haaga' A LN 42 18 16 8
'Haaga' A LN 26 14 6 6
'Haaga' A LN 32 22 12 6
'Haaga' B KT 16 20 6 4
'Haaga' B KT 24 14 6 4
'Haaga' B KT 38 14 6 8
'Haaga' B LN 40 12 2 4
'Haaga' B LN 38 8 6 2
'Haaga' B LN 32 10 8 2
Haaga sis.kl.1 KT 54 36 14 10
Haaga sis.kl.1 KT 50 30 18 24
Haaga sis.kl.1 KT 46 28 12 10
Haaga sis.kl.1 LN 52 38 18 16
Haaga sis.kl.1 LN 36 34 12 10
Haaga sis.kl.1 LN 38 24 10 6
St. Michel sis.kl.2 A KT 62 12 10 2
St. Michel sis.kl.2 A KT 70 20 4 12
St. Michel sis.kl.2 A KT 52 20 6 6
St. Michel sis.kl.2 A LN 84 10 6 2
St. Michel sis.kl.2 A LN 66 4 4 2
St. Michel sis.kl.2 A LN 64 14 10 0
St. Michel sis.kl.2 B KT 72 8 2 2
St. Michel sis.kl.2 B KT 52 14 4 4
St. Michel sis.kl.2 B KT 68 4 2 2
St. Michel sis.kl.2 B LN 62 6 4 4
St. Michel sis.kl.2 B LN 66 2 2 4
St. Michel sis.kl.2 B LN 60 12 6 4
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LAJIKE / 2 vko 3 vko 4 vko 5 vko

JALOSTE KTILN | "oq % % %
Vihreét sirkkalehdet nakyvissa

'Haaga' A KT 0 22 16 18
'Haaga' A KT 0 22 28 12
'Haaga' A KT 2 24 28 20
'Haaga' A LN 2 34 34 30
'Haaga' A LN 0 20 24 6
'Haaga' A LN 2 14 20 14
'Haaga' B KT 0 6 18 12
'Haaga' B KT 0 12 22 10
'Haaga' B KT 0 26 30 16
'Haaga' B LN 0 34 28 8
'Haaga' B LN 0 28 22 12
'Haaga' B LN 0 22 16 18
Haaga sis.kl.1 KT 0 32 38 28
Haaga sis.kl.1 KT 0 28 32 14
Haaga sis.kl.1 KT 0 18 32 30
Haaga sis.kl.1 LN 0 18 40 26
Haaga sis.kl.1 LN 0 18 8 20
Haaga sis.kl.1 LN 0 20 24 18
St. Michel sis.kl.2 A KT 0 44 48 40
St. Michel sis.kl.2 A KT 4 56 66 52
St. Michel sis.kl.2 A KT 2 40 44 42
St. Michel sis.kl.2 A LN 0 64 68 68
St. Michel sis.kl.2 A LN 0 56 44 26
St. Michel sis.kl.2 A LN 2 50 54 42
St. Michel sis.kl.2 B KT 2 54 60 38
St. Michel sis.kl.2 B KT 2 36 36 22
St. Michel sis.kl.2 B KT 0 58 60 34
St. Michel sis.kl.2 B LN 4 50 48 20
St. Michel sis.kl.2 B LN 2 52 42 26
St. Michel sis.kl.2 B LN 2 52 46 26
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LAJIKE / 2 vko 3 vko 4 vko 5 vko

JALOSTE KTILN | "oq % % %
Albiinosirkkalehdet nakyvissa

'Haaga' A KT 0 0 2 6
'Haaga' A KT 0 0 2 0
'Haaga' A KT 0 4 4 2
'Haaga' A LN 0 2 2 0
'Haaga' A LN 0 0 0 0
'Haaga' A LN 0 2 2 2
'Haaga' B KT 0 0 2 0
'Haaga' B KT 0 2 4 0
'Haaga' B KT 0 4 2 0
'Haaga' B LN 0 2 4 0
'Haaga' B LN 0 8 6 0
'Haaga' B LN 0 8 4 0
Haaga sis.kl.1 KT 0 6 8 6
Haaga sis.kl.1 KT 0 2 6 4
Haaga sis.kl.1 KT 0 2 8 8
Haaga sis.kl.1 LN 0 2 4 4
Haaga sis.kl.1 LN 0 0 2 2
Haaga sis.kl.1 LN 0 4 6 4
St. Michel sis.kl.2 A KT 0 8 8 6
St. Michel sis.kl.2 A KT 0 2 2 0
St. Michel sis.kl.2 A KT 2 4 2 4
St. Michel sis.kl.2 A LN 0 10 10 6
St. Michel sis.kl.2 A LN 0 10 8 0
St. Michel sis.kl.2 A LN 0 6 6 0
St. Michel sis.kl.2 B KT 0 8 6 0
St. Michel sis.kl.2 B KT 0 8 8 0
St. Michel sis.kl.2 B KT 0 4 2 0
St. Michel sis.kl.2 B LN 0 12 12 0
St. Michel sis.kl.2 B LN 0 14 10 2
St. Michel sis.kl.2 B LN 2 8 6 2
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LAJIKE / 2 vko 3 vko 4 vko 5 vko

JALOSTE KTILN | "oq % % %
Karkisilmu nékyvissa

'Haaga' A KT 0 0 10 16
'Haaga' A KT 0 2 12 32
'Haaga' A KT 0 2 8 18
'Haaga' A LN 0 0 12 24
'Haaga' A LN 0 4 12 30
'Haaga' A LN 0 4 14 26
'Haaga' B KT 0 4 8 16
'Haaga' B KT 0 4 6 20
'Haaga' B KT 0 0 12 24
'Haaga' B LN 2 0 16 36
'Haaga' B LN 0 0 10 24
'Haaga' B LN 0 0 14 18
Haaga sis.kl.1 KT 0 0 12 32
Haaga sis.kl.1 KT 0 0 8 20
Haaga sis.kl.1 KT 0 0 6 14
Haaga sis.kl.1 LN 0 0 4 20
Haaga sis.kl.1 LN 0 0 10 22
Haaga sis.kl.1 LN 0 0 10 18
St. Michel sis.kl.2 A KT 0 0 8 16
St. Michel sis.kl.2 A KT 0 2 14 22
St. Michel sis.kl.2 A KT 0 0 8 6
St. Michel sis.kl.2 A LN 0 4 8 6
St. Michel sis.kl.2 A LN 0 0 18 24
St. Michel sis.kl.2 A LN 0 4 8 26
St. Michel sis.kl.2 B KT 0 0 2 20
St. Michel sis.kl.2 B KT 0 2 10 24
St. Michel sis.kl.2 B KT 0 4 4 30
St. Michel sis.kl.2 B LN 0 0 4 30
St. Michel sis.kl.2 B LN 0 0 8 28
St. Michel sis.kl.2 B LN 0 0 14 34
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LAJIKE / 2 vko 3 vko 4 vko 5 vko

JALOSTE KTILN | "oq % % %
Ruskea / kuollut sirkkataimi

'Haaga' A KT 0 2 2 2
'Haaga' A KT 0 0 0 2
'Haaga' A KT 0 0 0 2
'Haaga' A LN 0 0 0 2
'Haaga' A LN 0 0 0 0
'Haaga' A LN 0 0 0 0
'Haaga' B KT 0 0 0 2
'Haaga' B KT 0 0 0 4
'Haaga' B KT 0 0 0 4
'Haaga' B LN 0 0 0 4
'Haaga' B LN 0 0 2 8
'Haaga' B LN 0 0 6 10
Haaga sis.kl.1 KT 0 0 0 2
Haaga sis.kl.1 KT 0 0 0 2
Haaga sis.kl.1 KT 0 0 0 2
Haaga sis.kl.1 LN 0 0 0 0
Haaga sis.kl.1 LN 0 0 0 0
Haaga sis.kl.1 LN 0 0 0 4
St. Michel sis.kl.2 A KT 0 0 0 4
St. Michel sis.kl.2 A KT 0 0 0 4
St. Michel sis.kl.2 A KT 0 0 2 4
St. Michel sis.kl.2 A LN 0 0 0 6
St. Michel sis.kl.2 A LN 0 0 0 20
St. Michel sis.kl.2 A LN 0 0 0 10
St. Michel sis.kl.2 B KT 0 0 2 10
St. Michel sis.kl.2 B KT 0 0 2 10
St. Michel sis.kl.2 B KT 0 0 2 4
St. Michel sis.kl.2 B LN 0 0 0 14
St. Michel sis.kl.2 B LN 0 0 2 14
St. Michel sis.kl.2 B LN 0 0 2 8
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