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Mansikan meristeemien kryosailytys pisara-
vitrifikaatiomenetelmalla

Anu Flyktman

MTT (Maa- jadlintarviketal ouden tutkimuskeskus), Kasvintuotannon tutkimus, Kasvintuotanto, Antinniementie 1,
41330 Vihtavuori, anu.flyktman@mitt.fi

Tiivistelma

Tutkimuksen tavoitteena oli kehittééd Maa- ja elintarviketal ouden tutkimuskeskuksen Kas-
vintuotannon tutkimuksen Laukaan tutkimusaseman kaytt6on puutarhamansikan (Fragaria
X ananassa) eri lgjikkeille sopiva kryoséilytysmenetelma kayttéen pisaravitrifikaatiota.
kasvullisesti liséttéavien kasvien geenivarojen pitk&aikaissailytyksessd’ ja Suomen maa- ja
metsatalouden kansallista geenivaraohjelmaa. Tutkimus suoritettiin MTT:n Laukaan toi-
mi pai kassa.

Tutkimukseen liittyviin kokeisiin kaytettiin mansikan mikroviljelmista poimittuja silmuja.
Kaikkiaan 149 erilaisella koe-erdlla pyrittiin selvittdémaan viiden eri mansikkalgjikkeen
osalta optimaaliset muuttujat pisaravitrifikaatiomenetelméssa. Muuttujista tarkeimmét oli-
vat vitrifikaatioliuosten kasittelyajat seka regeneraatioalustat. Pisaravitrifikatiomenetelman
periaatteen ovat kehittéaneet Shéfer-Menuhr, Miller ja Mix-Wagner (1996), mutta sité ei
ollut aitkaisemmin kokeiltu mansikalle.

Tutkimuksella todistettiin mansikan kryosdilytyksen olevan mahdollista pisaravitrifikaa-
tiomenetelmalla. Silla saavutettiin myos kayttoon soveltuva menetelmé Polka-lgjikkeelle.
My®6s muiden lgjikkeiden osalta tutkimuksella saavutettiin sopivien menetelmien perusteet,
mutta lopullisia toimintaohjeita varten ne tarvitsevat viela tarkennusta.

Avainsanat: Vitrifikaatio,kryoséil ytys,kyl méasailytys, mansi kka, nestetyppi




Cryopreservation of strawberry meristems by
droplet-vitrification

Anu Flyktman

MTT (Maa jadlintarviketal ouden tutkimuskeskus), Kasvintuotannon tutkimus, Kasvintuotanto, Antinniementie 1, 41330
Vihtavuori, anu.flyktman@mitt.fi

Abstract

The target of the study was to develop a cryopreservation method for strawberry (Fragaria
X ananassa) meristems for Plant Production Research of Agrifood Research Finland (MTT)
using a droplet-vitrification method. The development of the method was a part of MTT’s
project “Application of cryopreservation techniques to long-term gene resource preserva-
tion of vegetatively propagated plants’ and also a part of the national gene resource pro-
gram of Finnish Agriculture and Forestry. The study took placeat MTT Laukaa.

The meristems used in the experiments of the study were extricated from microcultures of
five different strawberry cultivars. Optimal droplet-vitrification variables for each cultivar
were explored with 149 different experiments. The most important variables were the dura-
tions of the treatments for different vitrification solutions and the quality of regeneration
bases. The method of droplet-vitrification was developed by Shéfer-Menuhr, Miller &
Mix-Wagner (1996) but it has not been experimented with strawberries before.

The study proved that cryopreservation of strawberries by droplet-vitrification is possible.
In the process of the study a useful droplet-vitrification method was developed for Polka
cultivar. For the other cultivars many parts of the appropriate methods were discovered but
for those the final adjustments are still needed.

Keywords: Vitrification,cryopreservation,strawberry,liquid nitrogen




Alkusanat

tysta seka jatkuvaa kayttoa varten. Tama kryopankki sijaitsee MTT Laukaan toimipaikalla
Kohteina hankkeessa olivat kasvullisesti lisdttavista kasveista puutarhakasvit ja peruna.
Tama osatutkimus kohdistui mansikan eri lgjikkeiden séilytysmenetelmien kehittamiseen
kayttéen pisara-vitrifikaatiomenetel maa.

Mansikan séilytyksen osalta Suomi on sitoutunut my6s kansainvéliseen yhteistyohon yh-
tei seurooppal ai sessa COST-toiminnassa (European Co-operation in the Field of Scientific
and Technical Research). COST 836 -projekti ”Integrated Research in Berries’ oli kayn-
nissa vuosina 1998 — 2003. Sen puitteissa geenivaratyoryhma selvitti hankkeeseen osallis-
tuneiden maiden mansikkakokoelmien lagjuuden ja sopi tyonjaosta lgjikkeiden séilytyksen
osata. Suomi otti epavirallisesti vastuun kahdentoista lgjikkeen séilytyksesta Néiden la-
jikkeiden lisékss MTT on nostanut pitk&aikaissélytettévien lgjikkeidensa listalle myds
muutamia muita arvokkaiksi katsomiaan kantoja. (Suomen kansallisten kasvigeenivarojen
pitk&aikaisséilytysohjeet (Hedelmé& ja marjakasvit). 2006, 29 — 30.) Y hteistyo jatkuu edel-
leen uuden kryoséilytysaiheisen COST 871 —hankkeen (Cryoplanet) puitteissa.

Mansikan kryoséilytysmenetelméan kehittdminen oli osa MTT:n (Maa- ja elintarviketal ou-
soveltaminen kasvullisesti lisdttavien kasvien geenivarojen pitk&aikaissailytyksessa’. Ta-
ma hanke kuului Suomen maa- ja metsdtalouden kansalliseen geenivaraohjelmaan ja se
liittyi myds MTT:n vuoden 2006 painopisteeseen " Biotekniikka kansallisten geenivarojen
ja kansainvédlisen arvon méaarittdmisessd ja sdilyttamisessd’, jonka ensisijaisena aiheena
olivat biotekniset (kylmé&)sailytysmenetelmét kansallisten geenivarojen séilyttéamisessa.

Tutkimuksen tavoitteena oli optimoida pisara-vitrifikaatiomenetel massa esiintyvat muuttu-
jat mansikan silmujen séilytykselle sopiviksi. Suurena osana tutkimusta oli my@s sopivan
toipumis- eli regeneraatioalustan |10ytaminen ja tarvittaessa kehittdminen. Tutkimusaineis-
tona olivat lajikkeet 'Polka’, "Jonsok’, 'Senga Sengana’, 'Lina ja 'Kent'. Néiden liséks
sdilytysta kokeiltiin myos | gjikkeilla’ Korona' ja’ Cavendish’.

Menetelman |ahtokohtana pidettiin vitrifikaatiomenetelmaa, jota muokkaamalla pyrittiin
tuottamaan toimintaohje myds mansikan silmujen séilytysté varten.

Tama osatutkimus oli samalla paattétyd Jyvaskylén ammattikorkeakoulun Tekniikan ja
liikenteen alan Laboratorioalan koulutusohjelmassa ja se hyvéksyttiin helmikuussa 2007.
Paéttotyo palkittiin valtakunnallisessa Thesis-kilpailussa toukokuussa 2008 Tekniikan ja
liikenteen alat -sarjassa.

Haluan kiittéa MTT Taimistoryhméan ryhmapaallikko Marjatta Uosukaista seka tutkijoita
Anna Nukaria ja Jaana Laamasta tutkimuksen ohjauksesta ja neuvoista matkan varrella.
Lammin kiitokseni myds koko tutkimusryhmaélle yhtei stydsta tutkimuksen toteuttami sessa.



Sisallysluettelo

N o 0 =0 | (o ST PRR RPN 8
2 Mansikan taimitUOLANTO. .........cueieeierie ettt nes 8
2.1 SuoSIKKImMarjamanSiKKaAL...........cccieeiuiiieiecie ettt nne s 8

2.2 Varmennettujen taimien tUOLANTO. ........c.orerireeieieseesie e 9
G T Y 11 0] 11 Y2 S 9
2.4 Varmennetun taimiaiNeiSton tESLAUS .........covveieeriesiere e 10

3 Perinteiset geenisaillytySMenetelMaL ...........cooveviieiinineneeeee e 11
3.1 SAlytyksen tarpeEllISUUS.........c.ooiiiriiieieeeeeee e 11
3.2 SIemMeENet JAaSHIEPOIY ....ocueeceieiece ettt 11
GG T Y0 0= TSRO 11
34 Y AINKASVINUONE .......c.cveiiieie ettt e be s sab e e e sab e e e s nbeesnes 12
3.5 MIKIOVIHJEIME ..o 12

4 KylmasailytySmMenNEtelME ..........cccoveeiieiisiereee e 12
4.1 Perinteiset ja80ytySMENEIEIMEL..........cooiiirieeeeeee s 12
4.2 Vitrifikaatio- jadehydraatiomenetelMat ............ccceeveevieieere e 13
4.2.1 VitrifikaatiomenetelMaL..........ccocerieiieiesee e e 13

4.2.2 DehydraatiomenetelMaL............ccoveiieiieieeie et 14

4.2.3 Kuivaus- jaesikasvatuSmenetelMat ............ccooeverererieeieenienese e 14

4.2.4 KapselointimenetelMaL...........cccoveeeiieiece et 14

4.25 PIisaramenelelMaL.........ccoooeiieieiie et 15

5  Tutkimuksen [8htOKONEL...........cociiieicieeesese e s 15
5.1 Perusteet pisara-vitrifikaatiomenetelman tutkimisalle...........cccovieieiciiiee, 15
5.2 Kokeiden padpiirteet ja MUUILUJEL..........ccceevereeseere e e e see e 15

6 Kokeiden suoritus jaVaiNEEL ..........ccoeiiiiieee s 16
6.1 ESIKBSVALUS........eiueiiiiiiieieie ettt bbb 16

6.2 SIHMUJEN OLEO....ccueiiiiieeiee et e e e s 17

6.3 ESIKASITEEIY ...eeeeeieiiieeee et 17
6.4 Vitrifikaatio ja KQytetyt HUOKSEL .......cccooiieiercceceeeee e 19

T =0 (<1 =" | (] o S 21

6.6  JAKOKBSVALUS.......coeiieiiiieieee et 21

A IV (0] = USROS 22



T 1 YIRISE NAVAINNOL. ....coee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e naeeens 22

50 5 R 0 1= 0011 =" o S 22

8 I N == o RS 23

A = (oo 0 =" 1 411 0= o PO U PP 23
7.3 VEISOONTUMINEN ..utiieticieitieieeiee ettt sttt se et st be b s se e se e e e saeseenne e 23
0 Y1 =117 TP 25
7.5 MUULEUJIEN MEFKITYS....ciicie et e 29
835 TS 11 1 | S 29
7.5.2 PV S2-liuoksen KasittelyaiKa..........cccvvveveeiiiieiecse e 29
7.5.3 RegeneraatiOal USTAL. ..........ccerveriirriririnieee et 29
754 SUPEICOOL .....ooceeeiecie ettt ettt te sttt e sr e e n e e e reeneas 30
7.5.5 Latausaikaja sulatukSen KESEO.........c.ueereeieiiiriesese e 31

7.6 MenetelMEENAOLUS ........ocveieieiieieee e 31
8 TUIOSIEN tArKBSEIU ...t 31
8.1 Suoritusjasaadut tUIOKSEL...........ccceiieiieiieiece e e 31
8.1.1 KaIUKSEN KASVU....c.eiieeiieieiecie sttt st 32
8.1.2 Mahdolliset VIrhel8NteEt ..........cevveiciceec e 32

8.2 Soveltaminen tUOLANTOON. .........eeirieieeeeseee e nae s 33
8.3 Tutkimusehdotuksiaja kehittdmisideoita...........ccccereereeieevieiicce e 33
8.3.1 Kylmakaraisu eSIKasvalUKSESSA..........cccueveriererierienieseeeeeesee s 33
8.3.2 Kasittelyaika peSUliUOKSESSA.........cceevuieiieiiecieesie e 34
8.3.3 JatkokasvatuSalUSIOJEN TAIVE.........coererieieeesiesie e 34

8.4 TUlevVaSUUTEN VISIOIA ......civeiierieeieieiesie sttt sre e renneas 35
S T T = LT U USSR 36



1 Johdanto

Kasvien erilaisuus on mahdollistanut niiden evoluution ja muun muassa sopeutumisen eri-
laisille kasvupaikoille. Sadan viimevuoden aikana kasvien runsas geeniperima on supistu-
nut merkittévasti. Mikali kasvien geneettisen erilaisuuden vdheneminen jatkuu, eivéat kaik-
ki lgjit vattamatta pysty vastaamaan tulevaisuuden haasteisiin. Téalla hetkella arviolta 30
kasvilgjia tuottaa yli 90 prosenttia ihmisten ravinnosta. Séilyttamalla, jalostamalla ja tutki-
malla ndiden sekd muiden lgjien perimé&i voidaan osaltaan estéa kasvien monimuotoi suu-
den katoamista. Parhaiten yksiléiden ominaisuuksia pystytdan séilyttamaan geenipankeis-
sa. (Hammer, Diederichsen & Spahillari, 1999.)

Kasveille kaytettyja geenivarasdilytysmenetelmia on useita. Joillakin saavutetaan vain ly-
hytaikainen séilyvyys, kun taas toisilla menetelmilla séilytys onnistuu jopa vuosikymmeni-
en gan. Jokaisen menetelman tarkoituksena on turvata tietyn lgjikkeen tai tietyn yksilon
periman sailyvyys. Nan voidaan tuottaa | gjiltaan ja lgjikkeeltaan varmennettua taimimate-
riaalia parhaasta mahdollisesta aineistosta. Kryoséilytys nestetypessa on joillekin kasveille
jo aemmin todistetusti toimiva menetelma pitk8aikaista séilytysta varten. Nestetyppi py-
sayttaa kaiken biokemiallisen toiminnan soluissa ja voi séilyttéa ne muuttumattomina jopa
satoja vuosia. Verrattuna muilla menetelmilla yllgpidettéviin geenipankkeihin nestetyp-
pisdilytys on tilaa ja ty6ta séastava sekd vahemman kontaminaati oherkka vaihtoehto.

Mansikan osalta myo6s nestetyppisailytyksen sitomisella osaksi tuotantoketjua olisi huo-
mattava merkitys taimiaineiston kaytannon tuotantoon seka toteutettavan tuholaistestauk-
sen rytmiin.

2 Mansikan taimituotanto

2.1 Suosikkimarja mansikka

Yleisesti viljellyt mansikat ovat puutarhamansikoita, tieteelliselta nimeltddn Fragaria X
ananassa. Se on yksi maailman viljellyimmista kasveista, jonka tuotanto vuoden 2000 ai-
koihin oli yli 2,6 miljoonaa tonnia. (Matala 2006, 18 — 21.) Hedelméan- ja marjanviljelijain
liiton tuoreen tiedotteen mukaan Suomessa tuotettiin mansikkaa vuonna 2006 10 - 12 mil-
joonaa kiloa, joka oli kuivuuden vuoks normaalia tuotantovuotta hieman vahemman.
Suomalaisille mansikka on suosikkimarja, ja sen kulutus on keskimaarin 8 - 10 litraa hen-
kil6a kohti vuoden aikana. (Satokausi kaynnistynyt koko maassa. Sydankesdlla syddaan
mansikkaa! 2006.)

Mansikkalgjikkeita on paljon, ja niiden suosio vahtelee niin eri maiden kuin myGs gan
kulun mukaan. Pohjoismaissa valtalgjikkeita ovat 'Polka, 'Senga Sengana’, 'Honeoye',
"Korona', 'Bounty’ ja’Jonsok’. Mansikka on jatkuvasti jalostustydn kohteena ja uusia la-
jikkeita syntyy koko gjan. Uudet lgjikkeet syntyvét pddosin risteytyksen my6ta, mutta vii-
me aikoina on alettu pohtia my6s geenimuuntelun mahdollisuuksia. (Matala 2006, 18 —
21.)

MTT on jalostanut mansikoita Suomessa jo 1960-luvulta l&htien. Ensimméainen Suomessa
jalostettu lgjike "Hiku' tuli kauppoihin vuonna 1984 ja sai nelja vuotta mydhemmin seu-
rakseen 'Mari’-lgjikkeen. Jo 1900-luvun akupuolella Suomessa viljeltiin *Kasper’ -
lgjiketta, joka oli kehitetty Kanadasta tuoduista siemenistd. Sen suosio kuitenkin hiipui jo
1940-luvun lopulla. EU:hun liittymisen myo6ta taimien tuonti ulkomailta helpottui ja lisdan-



tyi, mutta oma jal ostusty® Suomessa jatkuu edelleen. (Matala 2006, 22; Suomen kansallis-
ten kasvigeenivarojen pitkaaikai ssdilytysohjeet (Hedelmé& ja marjakasvit). 2006, 24.)

MTT Kasvintuotannon tutkimuksen Laukaan tutkimusryhméa puhdistaa ja yllapitéa var-
mennetun taimituotannon perusaineistoa eli ydinkasveja seka tuottaa niisté valiotaimia.
Laji- ja lgjikevalikoima kehittyy jatkuvasti, ja toimipaikan oman aineiston lisdksi emokas-
vien huoltoa voidaan tehda myds ulkopuolisille tilaustyona. (Laamanen, Kauppinen & Uo-
sukainen 2006.) Mansikka on nykyisessa tuotannossa varsin tyételids tapaus. Muihin kas-
veihin verrattuna mansikan tuotantomaarét ovat suuret, ja sen vaatiman testausohjelman
noudattaminen aikaa vievda. Mansikan saaminen sopivan menettelyohjeen myéta kryosai-
lytykseen tarjoais puhtaan kasvimateriaalin sdilymisen liséksi myds helpotusta testi- ja
tuotantoty6hon.

2.2 Varmennettujen taimien tuotanto

1970-luvun puolivélissda Suomessa kaynnistyi edelleen jatkuva varmennettujen taimien
tuotanto, jota sdadelldan taimiaineistolailla (16.12.1994/1205) ja sen asetuksilla. Tuotan-
non tavoitteena on parantaa kotimaisten taimien laatua ja tuottaa | gjivarmennettuja, puhtai-
ta ja terveita laatutaimia. Lisdysaineistoa testataan tietyn ohjelman mukaan séanndllisesti,
jataimimateriaali uusitaan aika-gjoin. Tuotantoa ja lain toteuttamista valvovat Elintarvike-
turvallisuusviraston (Evira) kasvintarkastgjat. (Matala 2006, 207, 210 — 211.)

Mansikan valiotaimituotanto ja yllgpito on nykyiselld8n melko tyo6lasta. Tuotantoon halut-
tujen lagjikkeiden taimista valitaan edustavimmat yksil6t ydinkasviehdokkaiksi. Y dinkas-
viehdokas on kasvintuhoojista esipuhdistettu kasvi, jonka terveytta tarkkaillaan ja jota tar-
vittaessa edelleen puhdistetaan ydinkasviksi hyvaksymisté varten. Y dinkasviksi hyvaksyn-
nan tekee Evira hakemusten perusteella. Hyvéaksytty ydinkasvi on tutkittu ja puhdas, tun-
nistetusta lajikkeesta tai kannasta perdisin oleva kasvi tai sen klooni. Se on aitoudeltaan
varmistettu lgjille, lajikkeelle ja kannalle tyypilliseks morfologisten ominaisuuksiensa tai
DNA-tunnisteiden avulla. Y dinkasvia voidaan hyvaksynnan jalkeen kayttaa tietyn maaré-
gjan valiotaimien tuotannossa emokasvina. (Laamanen, Kauppinen & Uosukainen 2006.)

2.3 Mikrolisays

Vuosittain MTT Laukaan valiotai mituotannosta |ahtee tuottajille keskiméarin 60 000 tai-
mea noin kahdeksasta eri |gjikkeesta. Padosa néista myydaén mikrotaimina. Néiden liséksi
taimia tuotetaan myos yll&pitoon seké testauksia varten. Yllgpidossa ja testauskierrossa
ovat my0s kaikki ne lajikkeet, jotka eivét silla hetkell& ole tuotannossa, mutta joiden kanta
taytyy kuitenkin séilyttda. Kaiken kaikkiaan MTT:I1d on kokoelmassaan noin 40 mansikka-
lajiketta, joista kaikki eivét kuitenkaan ole jatkuvasti mikrolisdysaineistossa. Emokasveista
otetut aloitussilmut kasvavat ensin sopivalla kasvualustalla koeputkissa, joissa ne paisuvat
ja kasvavat mikroversoiksi. Versot siirretéén lisdysalustalle kasvatuspurkkeihin, joista ne
useampien jakokertojen kautta madran lisdantyessa paétyvét juurrutusalustoille yll&pitoon
tal toimitettavaksi asiakkaille. Mansikan mikroviljelmien jakovali on yleensa nelisen viik-
koa. (Laamanen, Kauppinen & Uosukainen 2006.)

Juurrutusalustoilla versoja voidaan séilyttda hitaan kasvun olosuhteissa, ja ottaa sielté ha-
luttu maara jatkotuotantoon aina tarpeen vaatiessa. Padsdantoisesti viljelmat uusitaan kui-
tenkin joka vuosi. Jokaisesta | gjikkeesta otetaan vuosittain useampi kasvupiste tuotantoon.
Kasvupisteitd voisi sanoa erillisks tuotelinjoiksi saman lgjikkeen sisédlla. Kasvupisteista
saaduista viljelmista osa karsiutuu pois mm. kontaminaatioiden ja materiaalin paljouden



vuoksi, tai mahdollisesti myds aitoushavaintoihin perustuen jo mikrolisdyksen alkuvaiheis-
sa. Jatkokasvatukseen valituista kasvupisteista saatuja versoja on jaettava aktiivisesti niin,
etta ne lisdantyvét tarvittavaks taimimaérdksi. (Laamanen, Kauppinen & Uosukainen
2006.)

2.4 Varmennetun taimiaineiston testaus

Mansikan tuotantoa séételevét suurelta osin myos tuhoojatestauksille asetetut uusintavélit.
Kasvintuhoojatutkimuksen voimassaoloaika on sé&detty asetuksessa puutarhakasvien var-
mennetusta lisdys- ja taimiaineistosta ja se on |lgjikohtainen. Omenan ydinkasvien tuhooja
tutkimuksen uusintavéli on 25 vuotta seka avomaalla etté kasvihuoneessa, vadelman puo-
lestaan 5 vuotta avomaalla ja 10 kasvihuoneessa. Mansikka on alttiimpi erilaisille taudeille,
joten sen testivaling on ollut nelj& vuotta kasvihuoneessa kasvatettuna. Avomaalla mansi-
kan ydinkasvien sdilyttdminen e ole lainkaan sallittua. (Laamanen, Kauppinen & Uosu-
kainen 2006.) Kryoséilytyksen onnistuminen jaadyttéisi myds tuhoojatutkimuksen voimas-
saolon, silla siind huomioidaan vain aika, jonka kasvit ovat kasvatuskierrossa (in vivo).
Vasta sdilytyksesta sulatetun ja elpyvén aineiston tuhoojatutkimuksen voimassaoloaika
alkais taas kulua umpeen. Nain sopivalla kryoséilytysmenetelmélla ja pitkaai kai sséilytyk-
sella voitaisiin sééstya useilta testikerroilta tuotannon jatkuessa kuitenkin entisen kaltaise-
na.

Vuoden 2006 maaliskuussa astui voimaan uusi asetus varmennetusta lisdys- jataimiaineis-
tosta (MMM 09/2006), joka toi muutoksia mm. tautitestien voimassaol oaikoihin. Mansikan
osalta testivali kolmannesta testauskerrasta alkaen pidentyi kahdeksaan vuoteen, mikali
kayttssa on yhdistetty ydinkasvihuone jain vitro -yll&pitomenetelma. Ensimmaisen ja toi-
sen testikerran vali pysyi edelleen neljéssa vuodessa. Mikédli aineistoa yllapidettéisiin vain
kasvihuoneissa, olisi testivali jatkuvasti edelleen nelja vuotta.

Uuden asetuksen mukaan mansikka testataan 24:84 kasvintuhoojaa vastaan. Testattavana
on kasvivirusten liséksi bakteereita, homeita, sienia ja piendlidita. Vaikka osala testeista
pystytéén testaamaan useampi tuhooja samankertaisesti, on testeja suoritettava silti useita
eri menetelmilla. Normaalin testikaytanndn mukaan suoritettavien rinnakkaisndytteiden
lisdks testataan osa tuhoojista kahdella eri menetelmalléa. Kaikki testit suoritetaan kasvu-
pistekohtai sesti.

Suurin osa testeista tehdaén tutkimusryhman toimesta Laukaan toimipisteessa. Niita ovat
ELISA (Enzyme Linked Immunoadsorbent Assay)-, inkubointi-, ymppays- ja mehutestit,
mikroskopointi seka kasvatus tuholaisselektiivisilld maljoilla. Muualla tehtévia testeja ovat
PCR-testit (Polymerase Chain Reaction), jotka suoritetaan satunnaisotoksista Elintarvike-
turvallisuusviraston toimesta. Koska lgjikkeiden seké siis myos testattavien kasvien maara
on suuri, on testgja porrastettu lgjikkeittain eri vuosille. Nain yhtend vuonna el jouduta
testaamaan koko mansikkakokoelmaa. Tasta huolimatta on vuosittain testattavien mansi-
kan kasvupisteiden maara Laukaan toimipisteessa noin 10, ja niiden vaatima testien jarin-
nakkai snaytteiden méard on kaikkiaan yli 200.
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3 Perinteiset geeniséailytysmenetelmét

3.1 Sailytyksen tarpeellisuus

Aikaisemmin villina luonnossa eldneiden lgjien monimuotoisuus alkoi vahentyd kasvien
paadyttyd maeatilojen viljelyksiin. Luonnollisesti suosittiin lgjgja ja kantoja, jotka menes-
tyivét parhaiten viljelyksilla niin maaperan kuin ilmanalankin suhteen. Teollistumisen
myota lgjien geenivarat supistuivat edelleen merkittévasti. Samalla kuitenkin havaittiin
kasvien geneettisen periman séilyttamisen tarve mm. tulevaisuuden |gjikekehittel ya varten.
(Hammer, Diederichsen & Spahillari, 1999.)

Viljeltyjen kasvien kantoja on pyritty sdilyttamaan monin eri tavoin. Séilytystarve voi olla
kasvin kayttotarkoituksesta riippuen lyhyt- tai pitkdaikainen. Lyhytaikaisen, noin 6 - 24
kuukauden, séilytyksen muotoja ovat esimerkiksi kasvien kylmavarastointi lepokauden yli.
Pitk8aikaisséilytyksessa paljon kaytetty menetelma on siemensdilytys. (George 1993.)
Geenipankin perustamisen ndktkulmasta sopivia vaihtoehtoja ovat vain pitkaaikaiseen
séilytykseen soveltuvat menetelmét. Naistéa kaikki menetelmét elvét kuitenkaan sovi kaikil-
le kasvelille, tai niiden kéaytdlle on muita esteitd. Geenien sdilyttdmiseen pyritéén kéaytta
mé&an aina mahdollisimman varmaa, kontaminaatiovapaata ja tehokasta menetel maa.

3.2 Siemenet ja siitepoly

Siemensdilytys on yleinen ja helppo séilytysmenetelma useallekin kasville. Siemenié voi-
kosteuspitoi suuden laskemista tasolle, jolla séilytys olisi mahdollista. Geeniséilytykseen se
soveltuu vain niille kasveista, jotka tuottavat sellaisia siemeni&, joista kasvaa emokasvia
vastaava taimi. On kuitenkin paljon kasveja, jotka tuottavat geneettisesti vaihtelevia sie-
menia seka niitd, jotka eivét tuota siemenid lainkaan. Tallaisissa tapauksissa sdilytys gee-
nipankin kannalta on hyodytonta tai mahdotonta. Naiden selkkojen vuoksi useita kasveja
lisdtaankin kasvullisesti (esim. mikrolisdys) kloonien saamiseksi. (Engelman 1998.)

Mansikkaa voidaan sdilyttda siemenina hyvinkin pitkia aikoja. Siemenet kestavét hyvin
kylméa eivétka ole herkkid maatumaan, mutta niiden itamisprosentti vaihtelee paikoitellen
suuresti. Siemenina mansikasta voidaan harvoin séilyttda tarkalleen tiettyé genotyyppid,
joka geenipankissa on perusléantokohta. Mansikan siemen e nimittdin useinkaan tuota
emokasvien periman mukaista kasvua. (Reed & Hummer 1995, 357.)

Mansikan sitepolya on séilytetty onnistuneesti -20 °C :n lampétilassa useita vuosia. Se on
sdilynyt padosin elinvoimaisena myos nestetypessa sdilytettyna kahden vuoden gjan. Siite-
polysta el kuitenkaan saada liséttya tarkalleen tietyn genotyypin taimimateriaalia, joten sen
kayttd geeniséilytysmielessd on turhaa. (Reed & Hummer 1995, 357.)

3.3 Avomaa

Yleisesti viljellyn mansikan geeniséilytykseen kaytetdan avomaalla kasvatusta, joskaan se
el ole ydinkasveille salittu séilytysmenetelma. Se tarjoaa erittdin hyvéa mahdollisuudet
havainnoida taimien kasvua, ominaispiirteita ja lgjikkeen aitoutta. Avomaa-kasvatusta kéy-
tetddn kuitenkin lahinna jonkin toisen séilytysmenetelman tukena, silla siihen liittyy monia
riskitekijoita. (Reed & Hummer 1995, 357 — 358.)
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Avomaalla mansikka, kuten muutkin kasvit, on attiina taudeille ja tuholaisille. Ne voivat
levita jopa siitepolyn vélityksella Tuholaisten lisdksi kasveille aiheutuu usein myos fyysi-
sia vaurioita. Avomaan kenttakokoelmat vaativat kasvimaarasta riippuen runsaasti tilaa ja
mittavat hoitotoimet. Taimet vaativat myds sdanndllisen uudelleenistutuksen. Kokoelmien
yllapito on siis riskidtistaja kallista. (MTT Kasvintuotannon tutkimus, hankesuunnitelma,
2006)

3.4 Ydinkasvihuone

Y dinkasvihuoneissa kontrolloiduissa kasvuol osuhteissa kasvatus poistaa suurelta osin tu-
holaisriskin. Taimet kasvatetaan yksil6ind omissa astioissaan suojassa ulkopuolisilta héi-
ri6ilta, jolloin siis myds kasvuolosuhteet ovat halittavissa. Kuitenkin, vaikka esimerkiksi
tuhohyonteiset voidaan torjua biologisin tai kemiallisin asein, on virusten ja pienelitiden
torjuminen hankalampaa. Tuholaiset voivat kulkeutua kasvihuoneisiin mm. ilman, kastelu-
veden tai kasvihuoneissa litkkuvien ihmisten mukana. Eri kasvien késittely samoilla vali-
neillatai jopa kasteluveden roiskuminen saattaa levittéa tuholaisia kasvista toiseen. Mansi-
kan osalta vaikeutena on kasvihuoneissa, kuten myos avomaalla liséksi ronsyn muodostus.
Ronsyt saattavat juurtua huomaamatta viereisen taimen juurelle, jolloin aineistot menevéat
sekaisin. Myo6s kasvihuonekasvatus on paljon kaytetty séilytysmuoto, mutta sekin vaatii
melko paljon tilaa.

3.5 Mikroviljelmat

Séilytys in vitro -mikroviljelmissa soveltuu mansikalle hyvin. Versoja voidaan séilyttéa
muutaman celsiusasteen lampotilassa elinvoimaisina jopa vuosia. Tuholaisten seké tautien
riski on melko pieni, mikali kasvatukseen valitaan alusta alkaen testattua, puhdasta materi-
adlia. (Reed & Hummer 1995, 358.) Erityisesti mikroviljelmien kohdalla on kuitenkin huo-
lehdittava tyovalineiden sekd ympariston puhtaudesta, jotta bakteeri- ja homekontaminaa-
tioilta valtyttéaisiin. Jakamalla mikroviljelmia saadaan nopeasti suuri méara puhdasta taimi-
aineistoa riippumatta vuodengjasta, mutta viljelmien yllgpitdminen on melko tyolasta.
My®ds inhimillinen virhe voi olla kohtalokas, esim. virhemerkinnan tai aineistojen sekoit-
tumisen muodossa. (Matala 2006, 210.)

Mikroviljelmissd myds kasvien muuntuminen on mahdollista. Kasvual ustoissa kaytettévien
hormonien vaikutuksesta saattaa jalkeldisista kasvaa emokasveista poikkeavia yksilGita
Muuntuminen voi olla my6s hyvin pientd, esim. rénsyjen tuoton lisééntyminen, joka ei
sindnsa vaikuta itse taimen perimadan. (Matala 2006, 210.) Muuntumisen ehkaisemiseksi
useat maat ovat rajoittaneet mansikkaviljelmien jakokertojen maaran korkeintaan kymme-
neen. Tama saantd on voimassa myds Suomessa (MMM 09/2006).

4 Kylmasailytysmenetelmat

4.1 Perinteiset jdadytysmenetelmat

Perinteisind jaadytysmenetelmina pidetddn kasvin tai sen osan upottamista suoraan neste-
typpeen, seka vaiheittai sta jaadytysta pakastimessa ennen nestetyppeen upottamista. Pakas-
timessa vaiheittain jaadytys voidaan tehda tasaisesti |ampétilaa laskemalla 0,2 - 1 °C mi-
nuutissa noin -40 ° C:n lampdtilaan, jonka jalkeen ndyte upotetaan nestetyppeen. Tasta
menetelmasta kaytetddan nimitysta kaksivaihejdadytys. Toinen tapa on laskea |ampdtilaa
vaiheittain -20 ° C:sta aina nestetypped vastaavaan -196 ° C:n lampotilaan saakka. (Laa-
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manen, Kauppinen & Uosukainen 2006.) Hitaan jaadytyksen aikana soluneste alijadhtyy,
kun varsinainen jagtyminen tapahtuu hiljalleen solujen vdlitilassa. Solukalvo estda j&an
paasyn solujen sisdlle. Kun solujen veden hdyrynpaine ylittéa ympéaréivan jdan paineen,
alkavat solut tasapainottaa tilaa vapauttamalla vettd ulkopuolelleen. Seurauksena tésté el
solun sisdlle muodostu lampdtilan edelleen laskiessa jadkiteitd, vaan neste jahmettyy ja
muuttuu Kiintedksi kasvattamatta tilavuuttaan. (Engelman 1998.)

Né&itd menetelmia kaytetddn muun muassa lepotilassa olevien silmujen séilytykseen. Séily-
tykseen otetaan talloin esim. puun oksa, jossa on silmuja. Silmut séil6téan putkiin oksaan
Kiinnittyneing, ja kasvupisteiden otto niisté tapahtuu vasta sulatuksen jakeen, samalla ta-
valla kuin kryokasittel eméttoman aineistonkin kohdalla.

Perinteisilla menetel milla séilytettyjen kasvupisteiden on havaittu tuhoutuvan merkittéavilta
osin. Sulatuksen jalkeinen kasvu akaa usein erikoistumattomana kallussolukkona, josta
my6hemmin versot kehittyvét. (Sakai 1998) Menetelmét sopivat niille kasvelille, joilla on
luonnostaan kylman sietokykya. Muiden kasvien osalta niiden kayttd onnistuneesti on epa
varmaa. Nama menetelmét vaativat lisaksi panostusta laitteistoon. Esimerkiksi 1&ampdtilan
tasai sta laskemista varten tarvitaan ohjelmoitava pakastin. (Engelman, 1998)

4.2 Vitrifikaatio- ja dehydraatiomenetelmaét

Seka vitrifikaatiomenetelman (Sakai, Kobayashi & Oiyama 1990) etté dehydraatiomene-
telman (Fabre & Dereuddre 1990) periaatteena on poistaa soluilta niiden kaytossa oleva
nen olisi ndin mahdollista. Vetta voidaan poistaa haihduttamalla, mutta sen koostumusta ja
kayttaytymista voidaan myds muuttaa, jolloin sen vaikutukset soluissa estyvét.

Dehydraatiomenetel mall& on séil6tty onnistuneesti jo muun muassa. koisokasveja (Fabre &
Dereuddre 1990). Vitrifikaatiomenetelmalla puolestaan mm. vadelmaa (Wang, Laamanen,
Uosukainen & Vakonen 1995) ja banaania (Panis, Piette & Swennen 2005).

4.2.1 Vitrifikaatiomenetelma

Vitrifikaatio tarkoittaa veden muuttumista kovaksi erilaisten liséttyjen aineiden avulla il-
man ja&kiteiden muodostumista. Solutasolla jédtymisestd aiheutuvat vahingot johtuvat juu-
ri muodostuvista jagkiteista, jotka rikkovat solujen rakenteita lagjentuessaan. Vedella on
alhainen viskositeetti, joka lisdantyy vain hieman vetta jadhdytettéessd. Kun se saavuttaa
jaatymispisteensa, muodostuu jadkiteita nopeasti ja yhtakkisesti. Tata voidaan osittain es-
téd jaadyttamalla ves erittdin nopeasti hyvin alhaiseen lampatilaan, jolloin vesimolekyy-
leilla el ole aikaa jarjestéytya hilamuotoonsa. (Zachariassen & Kristiansen 2000.)

Veden jéétymispiste on yleisesti 0 °C, mutta téydellisen puhdas vesi e jéady vasta kuin
noin -40 °C:n lampdtilassa. Tama johtuu siita, etta kiteytyakseen vesi tarvitsee ns. kideyti-
mi&, jotka usein ovat pienid epdpuhtauksia. Kun ves kiteytyy niin, etté joukossa on myos
muita molekyylejd, kutsutaan sité heterogeeniseksi ydinmuodostukseksi. Homogeenisessa
ydinmuodostuksessa kaikki molekyylit ovat puolestaan vesmolekyylga. Heterogeeninen
ydinmuodostus tapahtuu homogeenista herkemmin. (Zachariassen & Kristiansen 2000.)

Kideytimien muodostumisen lisaksi vedessa tapahtuu kiteiden kasvua, jolloin kideytimiin
liittyy lisda molekyyleja (Zachariassen & Kristiansen 2000). Lasimaisena jéahmettynyt liuos
voi my6s muodostaa jaéta sulatuksen aikana, mikali 1&mpdtilan muutos el ole riittavan no-
pea (Baudot, Alger & Boutron. 2000.) Vitrifikaatiossa jé&dyttamista kriittisempi vaihe on
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itse asiassa sulattaminen, silla kiivaimman kiteiden kasvun katsotaan tapahtuvan kideydin-
ten muodostusta hieman korkeammassa lampétilassa. Nain ollen mikéi jaédytysvaiheessa
ytimi& ehtiikin muodostua, on sulattamisen tapahduttava niin nopeasti, etté kiteiden kasvul-
tavaltytaan.

Kiteiden kasvun vaihe on solujen kannalta vaarallisempi kuin ydinten muodostuksen vaihe.
Ydinten kasvu tapahtuu alkuun pdastyaén hyvin nopeasti, ja veden lagjentuessa vauriot
solurakenteisiin ovat hyvin todenndkéisid. Ydinten kasvun estéminen on siis kenties tér-
kein osa vitrifikaation onnistumista ja toipumisen mahdollistamista. Kideydinten muodos-
tuminen el aiheuta soluille samanlaista vahinkoa, kuin kiteiden kasvu. Silti, ilman kideyti-
mid el kasvuakaan tapahtuisi. Nén ollen ydinten muodostus on osaltaan myds suuri riski-
tekija vitrifikaatiossa. Mikali edes toinen néista vaiheista pystytééan minimoimaan, on vitri-
fikaation onnistuminen mahdollista. Kumpaakaan vaihetta ei pystyta tdysin eliminoimaan
prosessi sta, mutta niité voidaan estéé erilaisilla jédnesto- ja suoja-aineilla.

Vitrifikaatiomenetelméa kaytetddn usein meristeemien, eli kasvupisteiden séilytykseen.
Niissa solut ovat pienid, aktiivisessa kasvuvaiheessa ja sisdltavat vahan vakuolgja. Taman
vuoks meristeemit kestavat hyvin kuivumista ja toipuvat pakastuksesta yleensa hyvin.
(Engelman, 1998.)

4.2.2 Dehydraatiomenetelma

Dehydraatiomenetelméassa silmujen kosteuspitoisuutta pienennetédn kuivattamalla niita
laminaarin ilmavirrassa. Kasittely suoritetaan kapselointi-dehydraationa, jolloin silmuja
kasitellaan suojakapseliin upotettuina. Kasittelyaika on usein melko pitkd, mm. Fabren ja
Dereuddren (1990) menetelmasséa kuivatusaika on neljatuntia. Varsinaisia kasittelyliuoksia
el dehydraatiossa ole. Ainoastaan esikasvatusalustoilta silmuihin imeytyva sokeri toimii
suojana jagtymista vastaan menetelman perusperiaatteen, ilmakuivauksen, lisdksi. Kuiva
tusaika on kasittelyssd muuttuja, joka pitda sovittaa jokaiselle |gjille sopivaksi. Lajin liséks
my0s jokainen laminaari on erilainen. Kuivatusgjan on siis oltava suhteutettu |gjin lisaksi
kayttssa olevan laminaarin tehoon, seka kulloinkin vallitsevaan ilmankosteuteen.

4.2.3 Kuivaus- ja esikasvatusmenetelmat

Dehydraation ja vitrifikaation lisdksi on kaytossa myos kuivaus- ja esikasvatusmenetel mét.
Kuivausmenetelma perustuu kasvin osan kuivattamiseen ilmavirrassa, kuten dehydraatios-
sakin, mutta suojakapselia ei kaytetd. Vesipitoisuuden tulee pienentya todella ahaiseksi,
noin 10 — 20 prosentin vélille, jotta toipuminen olis optimaalinen. Esikasvatusmenetelma
perustuu silmujen kasvatukseen austoilla, joista ne imevét suoja-aineita pakastusta varten.
Ennen pakastamista e esikasvatuksen lisékss muita késittelyja suoriteta. Naitd voidaan
kayttd&d myos yhdessa esikasvatus-kuivatusmenetelmand, mutta usein ne myos sisaltyvét
toisiin kasittelyihin, esim. esikasvatus ennen vitrifikaatiota. (Engelman 1998.)

4.2.4 Kapselointimenetelmat

Dehydraatiomenetel méassa silmut tai versonkérjet usein kapsel oidaan. Puhutaan kapsel oin-
ti-dehydraatiosta. Kapseli muodostuu alginaattiliuoksen ja kalsiumdikloridin yhdistelmas-
ta. Versonkarki tai silmu poimitaan pipettiin alginaattiliuoksen mukana ja tipautetaan pisa-
rana CaCl,-liuokseen. Jonkin gjan paasta kapselit kovettuvat helmiksi, joista jokaisen sisal-
laon yksi silmu tai versonkarki. (Fabre & Dereuddre 1990.)
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My06s kapselointi-vitrifikaatiota kdytetdan useille lgjeille. Kapselointi tapahtuu kuten kap-
sel ointi-dehydraati ossakin, mutta kasittely suoritetaan vitrifikaatiomenetel man mukaan.

4.2.5 Pisaramenetelma

Vitrifikaatiosta voidaan myo6s kayttéad pisara-vitrifikaatiomenetelmaa (Shafer-Menuhr,
Miuller & Mix-Wagner 1996). Taloin kasvista otetut silmut tai versonkarjet séil6taan vitri-
fikaatiomenetelmall& nestetyppeen nimensd mukaisesti pisaran sisélla. Silmun siséénsa
sulkeva nestepisara muodostuu suojaavasta PV S2-liuoksesta, joka asetetaan foliosuikaleen
paélle. Schafer-Menuhrin, Mllerin ja Mix-Wagnerin menetelmassa folioliuska silmuineen
jéadytetédn suoraan nestetyppeen, josta se siirretéén nestetypella taytetyn kryoséilytysput-
ken sisdlle. PV S2-liuoskasittely tehdaén menetel mén mukaan jaédhauteessa.

5 Tutkimuksen lahtokohdat

5.1 Perusteet pisara-vitrifikaatiomenetelman tutkimiselle

Tutkimuksia kasvien kryoséilytyksestd on tehty vasta suhteellisen vahan. Tutkimukset ovat
menetelmé ja lgjikohtaisia, ja niilla saavutetut menetelmét ovat usein kaytettévissa sellai-
senaan vain kyseiselle kasvilgjille. Menetelman valintaan vaikuttavat kasvi-lgjin lisdksi
mm. laboratorion kaytannon toimintamahdollisuudet, kuten kaytettavissa oleva laitteisto
sek& menetelman sopivuus jo k&yttssa oleviin kryoséilytystoimenpiteisiin. Lisdksi mm.
dehydraatio- seka vitrifikaatiomenetelmien peruslahtokohtana on toiminnassa oleva mikro-
lisdysmenetelméa. Laukaan toimipaikassa on kdyttssa jo aiemmin vadelmalle mukautettu
pisara-vitrifikaatiomenetelma, joten myts muiden kasvien osalta séilytysmenetelma pyri-
tédn ensisijaisesti |10ytamaan pisara-vitrifikaatiota kéyttéen. Mansikan osalta séilytysta on
aiemmin tutkittu vain kapselointi-vitrifikaatiomenetelmalla (Hirai, Shirai, Shirai & Sakai
1998) seka perinteiselld hitaalla jd8hdytyksella (Sakai, Y amakawa, Sakata, Harada & Ya
kuwa 1978; Kartha, Leung & Pahl 1980). Pisara-vitrifikaation osalta el aikaisempia tutki-
muksia ole tehty, joten tutkimuksen tarkoituksena oli myds selvittéé onko mansikan séilyt-
taminen pisara-vitrifikaatiolla ylip&dtaén mahdollista.

5.2 Kokeiden paapiirteet ja muuttujat

Ennen varsinaisten kokeiden al oittamista suoritettiin viiden esikokeen sarja, jolla haarukoi-
tiin optimaalisia kasittelyaikoja, silmujen kokoa seka regeneraati oal ustojen koostumusta.

Tutkimuksessa suoritettiin esikokeiden jalkeen 18 varsinaista koekertaa. Kokeiden 18ht6-
kohdat perustuivat esikokeista saatujen viitteiden liséks aikaisempaan tietoon mansikan
kasvusta ja vaatimuksista seka pisara-vitrifikaatiomenetel maan.

Kokeissa kaytettiin mansikan lgjikkeita 'Polka, 'Jonsok’, 'Senga Sengana, 'Lina ja
"Kent’. Lajikkeilla’Korona sek&’ Cavendish’ suoritettiin kummallakin vain yksi koe kéyt-
téen pistokoealustoja. Materiaali kokeisiin otettiin kylmasailytyksestd, MTT:n tuotannossa
kaytetystd mikrolisdtysta valiokasviaineistosta. Mikroviljelmien esikasvatusalustojen valin-
ta pohjautui tuotannossa jo kadyttssa olevaan alustakiertoon. Kiertoa pyrittiin mukailemaan,
jotta saatujen tulosten vertaaminen nykyiseen tuotantoon olisi yksinkertaisempaa, ja ettei
néista seikoista aiheutuis lisdmuuttujia kokeisiin. Viljelmistéa kokeisiin otetut silmut jakau-
tuivat kokeiden sisélla ryhmittéain erilaisiin késittelyihin, joita kertyi kaikkiaan 149 kappa-
letta (Liite 1).
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Koemenettely oli valittuja muuttujia lukuun ottamatta jokaiselle kasittelylle samanlainen.
Silmujen ottoa edeltényt samoin kuin maljoilla tapahtunut esikasvatus olivat aina kestol-
taan yhta pitkia seka kasvual ustoiltaan samoja. Kasvatusal ustoina kaytettiin jokaisessa vai-
heessa Laukaan toimipaikalla jo kaytdssa olleita alustatyyppejd. Silmujen otot, siirrot ja
varsinaiset kokeet suoritettiin steriilisti laminaarissa. Myds vélineisto ja liuokset olivat
steriilgjd, lukuun ottamatta nestetyppeé seké vesihaudetta. Kahteen jalkimmaiseen silmuilla
e kuitenkaan ollut suojaamatonta kontaktia. Kasittelyille tehtiin myés kontrollit ilman nes-
tetypped ja sulatusta (-LN).

Muuttujat

Kokeissa selvitettiin ensinnakin optimaalista kéasittelyaikaa PV S2-liuokselle. Kayttamalla
eripituisia kasittelyaikoja pyrittiin selvittamaan aika, joka olisi kasittelyna riittdméton, seké
aika, jolloin kéasittely on ollut liian voimakas. Liuoksien késittelyajat méaériteltiin kokeissa
hetkestd, jolloin koe-erén kaikki silmut olivat liuoksessa siihen asti, kun ensimmainen sil-
mu nostettiin pois liuoksesta. Nain ollen osalle silmuista toteutunut kasittelyaika oli todel-
lisuudessa hiukan ilmoitettua pidempi.

Kokeissa pyrittiin myds |6ytéamaan kullekin lajikkeelle sopiva regeneraatioalusta. Padosin
kokeissa kaytettiin valittuja neljéa glukoosipohjaista alustaa, mutta osassa kasittelyistéa ko-
keiltiin pistokokeenomaisesti nédistd hyvin poikkeavia alustoja. Taysin hormonittomalla
alustalla selvitettiin lisdhormonin tarvetta ylipédtaan silmujen sulatuksen jalkeisen kasvuun
lahdon kannalta. Tuotannossa normaalisti meristeemialoitusten kasvualustana kaytettya ja
siind hyvin toimivaa alustaa (P) kokeiltiin myos tassa. P-alustalla kasvatettiin myés yksi
téysin kasittelematon erg, jonka perusteella voitiin todeta silmujen oton onnistuneen. Néi-
den lisdksi kokeiltiin yhta fruktoosipohjaista alustaa, seka hormonipitoisuuksiltaan huo-
mattavasti muista poikkeavia glukoosi- ja sakkaroosialustoja. Pienien koe-erien kasvatusta
kokeiltiin myo6s esi- ja jatkokasvatus-alustoilla. Kaytetyt regeneraatioalustat selvidvat kéa
sittelyittain tarkemmin liitteesta 1.

My6s muiden prosessin osien mahdollisia vaikutuksia tarkasteltiin pienimuotoisesti. T&l-
laisia kohteita olivat LS-liuoksen vaikutusaika, sulatuksen kesto vesihauteessa, Supercool
X-1000™-liséaineen merkitys PV S2-liuoksessa ja erot kéarki- ja hankasilmujen, seka eri-
kokoisten silmujen eloonjaamisen valilla

6 Kokeiden suoritus ja vaiheet

6.1 Esikasvatus

Kokeisiin valituista lgjikkeista aoitettiin mikroviljelmé aina kahdeksan viikkoa ennen

kasvoivat neljan viikon gan. Tasta tuppaiksi kasvaneet versot siirrettiin lisdantymis-
alustalle, josta neljan viikon kuluttua otettiin silmut kokeisiin.

Silmujen ottoa edeltdneeksi kasvatukseksi maériteltiin vastaava kasvatusrytmi, joka olisi
yllépidon mikroviljelmésté otetulla, tuotantoon otettavalla taimella. Kasvatusalustet ja -gjat
olivat kussakin esikasvatusta edeltdneessa siirtovaiheessa normaalia lisdysté vastaavat.
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6.2 Silmujen otto

Silmut, joiden sisdlla sdilytettavat meristeemit sijaitsevat, irrotettiin mikroversoista (Kuva
1) laminaarissa stereomikroskoopin, kirurgin veitsen ja pinsettien avulla. Silmut olivat pé&a-
osin karkisilmuja, mutta myos hankasilmuja kaytettiin muutamissa koe-erissi. Versoa kuo-
rittiin lehti lehdelta niin 18helle kasvupistettd, kuin oli meristeemia vahingoittamatta mah-
dollista (Kuva 2), jasilmu leikattiin irti versosta. Kokeissa kaytettiin kooltaan 0,5 - 3 mm:n
siimuja (Kuva3).

Mansikan osalta silmujen erottelu karki- ja hankasilmuihin ei ole niin yksisdlitteista kuin
monen muun kasvilajiin kohdalla johtuen mansikan kasvutavasta. Silmuja, jotka voitiin
epailyksetta tulkita hankasilmuiksi, esiintyi kaytetyissa viljelmissi varsin véhan. Ne olivat
kooltaan pienid ja olemukseltaan heivertisid. Taman vuoks kokeissa p&ddyttiin painotta-
maan karkisilmujen osuutta, mutta hankasilmujen kéytén mahdollisuutta paétettiin kuiten-
kin myos kokeilla.

6.3 Esikasittely

Silmut asetettiin kasvamaan petrimaljale ensmmaéiselle esikasittelyalustalle (Kuva 4),
jossa sokerikonsentraatio oli 0,25 M. Noin vuorokauden padsta silmut siirrettiin pitoisuu-
deltaan vahvemmalle alustalle ja t&stéa edelleen vuorokauden kuluttua viimeiselle ja viela
voimakkaammalle alustalle. Alustojen sokerikonsentraatio kasvoi asteittain jokaisen siirron
yhteydessa. Sakkaroosimolaarisuudet kaytetyilla alustoilla olivat 0,25 M, 0,50 M ja 0,75
M. Maljoja kasvatettiin 21 + 3° C:n lampdtilassa kasvatushuoneessa, jossa valoisan ajan
pituus vuorokaudesta oli 16 tuntia.

Kuva 1. Silmut otettiin mikroversoista.
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Kuva 2. Silmu kuorittiin lehtien sisalta.

Kuva 3. Versosta irrotettu silmu.

Kuva 4. Silmut esikasittelymaljalla.
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Silmujen kasvatus sokeripitoisilla esikasittelyalustoilla lisda niiden dehydraation seka kyl-
myyden sietokyky&. Sokereilla on suurin vaikutus solumembraanien tasapainoon kuivumi-
sen aikana. (Sakai 1998.) Esikasittelyalustat seka -gjat mukailivat Wangin (2004) vadel-
malle kehittdman pisara-vitrifikaatiomenetelman vastaavia. Taulukosta 1 ilmenee kunkin
esikasittel yal ustan ainekoostumus.

Taulukko 1. Esikasittelyalustojen koostumus litraa kohden.

0,25 M 0,50 M 0,75M
Murashige-Skoog-jauhe 4,30 g 4,30 g 4,30 g
Vitamiinit 10 ml 10 ml 10 ml
Sakkaroosi 85,50 g 171,00 g 256,50 g
Myoinositoli 0,10g 0,10g 0,10g
Gelriitti 2609 2609 2,609
pH 5,7-5,8 57-5,8 5,7-5,8

6.4 Vitrifikaatio ja kaytetyt liuokset

Kokeissa kaytetyt liuokset olivat huoneenlampéisia ja kaikki kasittelyt suoritettiin huo-
neenléampdtilassa. Tama poikkeaa PV S2-liuoksen osalta useasta aikaisemmasta menetel-
masta (mm. Wang ym. 2005, Hirai ym. 1998), joissa PV S2-liuoskasittely on suoritettu aina
jédhauteessa 0 ° C:n lampoatilassa. Silmut nosteltiin pinseteilla liuoksiin, joita oli kaadettu
pienille petrimaljoille. Halutun vaikutusajan jélkeen silmut nostettiin liuoksista imupaperin
kautta seuraaviin liuoksiin ja lopuksi ilman imupaperikuivausta foliosuikaleelle pakastusta
varten (Kuvat 5 ja 6). LS-liuoksessa silmuja kasiteltiin 20 - 40 minuuttia ja PV S2-
liuoksessa 20 - 120 minuuttia. Foliot suljettiin kryoséilytysputkiin, jotka puolestaan upotet-
tiin valittdmasti nestetyppeen.

Kuva 5. Silmut nosteltiin vitrifikaatioliuosten valilla imupaperille.
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Kuva 6. Silmut laitettiin sailytysputkiin foliosuikaleen paalla.

Putkia pidettiin nestetypessa vahintdan tunnin gjan, mutta useimpien kokeiden osalta tdméa
aika venyi useampaan tuntiin. Teoriassa kuitenkin oletetaan, ettd jo tunnin nestetyppisaily-
tys on verrattavissa pitk&aikai seen séilytykseen ja etta sen vaikutukset kasvisolukolle ovat
verrattavissa vuosien sdilytyksesta aiheutuneisiin vaikutuksiin. Nestetypesta putket nostet-
tiin nopeasti 40 ° C:n vesihauteeseen. Sulatuksen kestona kokeiltiin yhta, kolmea ja viitta
minuuttia.

Sulatuksen jalkeen putket pintasteriloitiin laminaariin ja niihin pipetoitiin pesuliuosta. Fo-
liosuikal eet poistettiin putkista ja pesuliuoksen annettiin vaikuttaa pimeassa 20 minuuttia.

Liuokset

Jokaisen kasittelynesteen pohjana on sakkaroosiliuos. Sokeria on 18ydetty suurina pitoi-
suuksina kylmien olojen kasveista ja eldmistd, joissa niiden on todettu toimivan suoja-
aineina jadtymista vastaan. Muun muassa pohjoisen sammakot pystyvét horroksen aikana
osittain jadtymaan ja palautumaan tésta sokerikonsentraation nousun ansiosta. Sokerit suo-
jaavat proteiingja ja solukalvoja jadtymiseltd, seka sitovat niité molekyyleg 4, jotka muodos-
tavat jadkiteiden keskuksia. Kasveista yleisimmin |0ydetty sokeri on disakkaridi, sakkaroo-
si. (Conlon, Yano, Chartrel, Vaudry & Storey 1998.)

LS-liuos

Loading Solution -liuoksen, LS-liuoksen ainesosina ovat padasiallisesti sokeri seka glyse-
roli. Glyseroli on paljon kaytetty kryosuoja-aine, joka sekoittuu téydellisesti veteen jaalen-
taa jaatymispistetté. Glyserolin suojaava vaikutus vaatii liuoksessa suuren konsentraation,
mutta toisaalta sen on havaittu taléin olevan usein muutoin vahingollista soluille. (Kashi-
wazaki, Okuda, Seita, Hisamatsu, Sonoki, Shino, Masaoka & 1nomata 2006.)

LS-liuoksen onkin gjateltu vaikuttavan eniten solujen vesipitoisuuden vahentymisesta ai-

heutuvaan sokerikonsentraation nousuun. Esikasvatusalustoilta imeytyneen sokerin suh-
teellinen maara kasvaa veden vahentyessa soluista. (Sakai 1998.)
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PV S2-liuos

Plant Vitrification Solution 2 -liuos eli PVS2-liuos (Sakai ym. 1990) sisdltda glyserolin
lisdksi dimetyylisulfoksidia, DMSO:ta seka etyleeniglykolia. DMSO:ta kéaytetéén usein
vitrifikaatiossa, silla sen vaikutus on nopea ja sen ominaisuus muodostaa liuoksista jahmet-
tyessdan lasimaista on suuri (Fahy, Levy & Ali 1987).

Jaénestoainelden, lahinna PV S-liuosten lisdna voidaan kayttda mm. solurakenteita suojaa-
via proteiinga. Tiettyjen proteiinien médarien on havaittu kasvavan luonnonvaraisissa kas-
veissa lampdtilan laskun my6ta. Naiden kayttd lisdaineena on kuitenkin varsin kallista.
21st Century Medicine on kehittanyt synteettisen molekyylin, Supercool X-1000™:n, joka
toimii proteiinien tavoin vitrifikaatioliuosten lisdaineena, mutta on kustannuksiltaan huo-
mattavasti niité edullisempi. (Supercool X-1000™, Enhanced Vitrification Performance.
2004; Panis 2006) Osassa tassa tutkimuksessa suoritetuista kokeista kaytettiin Supercool
X-1000™:a PV S2-liuoksen lissaineena ja tarkasteltiin sen vaikutusta silmujen toipumi-
seen. Supercoolin kayttoliuoksen vahvuus oli 0,1 %.

Pesuliuos

Nestetypesta otettaessa silmut sulatetaan vesihauteessa. Tall6in PV S2-liuos, josta muodos-
tuvien pisaroiden sisdan silmut pakastettaessa laitettiin, alkaa jélleen vaikuttaa. Liuoksen
vaikutus keskeytetdan pesuliuoksella, joka laimentaa PV S2-liuoksen pitoisuuden niin pie-
neksi, ettd sen vaikutus silmuissa lakkaa. Pesuliuoksena kaytettiin 1 molaarista sakka-
roosiliuosta, 1M S-liuosta.

6.5 Regeneraatio

Lopuksi silmut nosteltiin pesuliuoksesta imupaperin kautta petrimaljoille regeneraati oalus-
toille. Maljoja kasvatettiin 21 + 3 ° C:n lampétilassa kasvatushuoneessa ja ne peitettiin
valolta ensimméisten kolmen vuorokauden gjaksi. Valolta suojaaminen pehmentaa siirty-
mista kasvukauteen sulatuksen jalkeen. Ensimmadiset tulokset havainnoitiin maljoilta vii-
kon kuluttua kokeesta ja havainnointia jatkettiin viikoittain neljan viikon gjan. Taman ja-
keen havainnointivalia pidennettiin kahteen viikkoon.

Kokeiden jadlkeisks kasvualustoiks valittiin nelja hieman toisistaan poikkeavaa alustaa.
Jokainen niista on glukoosipohjainen, ja toisistaan ne erosivat vain BAP:n (bentsyla-
minopuriini) jalBA:n (indoli-3-voihappo) méarien suhteen. Taulukosta 2 ilmenevét alusto-
jen koodit ja aineméaarét litraa kohden. BAP:n jaIBA:n perusliuokset olivat pitoisuudeltaan
100 mg/l.

6.6 Jatkokasvatus

Kokeiden tuloksia seurattiin ensin viikon véein ja myéhemmin kahden viikon vaen. Siir-
rot uusille alustoille tehtiin aina neljan viikon véein. Siirtog ankohtaan mennessa versoon-
tuneiks lasketut silmut siirrettiin erlenmeyer-pulloihin, joissa kasvualusta oli sama kuin
kokeen jalkeisella regeneraatiomaljala. Versomattomat silmut siirrettiin uudelle maljalle,
jossa kasvualusta oli myods sama. Erlenmeyereista versot siirrettiin neljaviikkoisina fo-
liokantisiin kasvatuspurkkeihin, joissa kasvuaika oli jalleen nelja viikkoa. Taman jalkeen
versoja kasvatettiin viela viimeiset nelja viikkoa suuremmissa kasvatuspurkeissa (hillo-
purkki), jonka jélkeen tuppaat jaettiin jalaskettiin.
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Taulukko 2. Regeneraatioalustojen koostumus litraa kohden. BAP:n ja IBA:n kayttdliuosten vah-
vuudet olivat 100 mg/l.

A B C D

Glukoosi 30g 3049 30g 3049
Myoinositoli 0,149 0,149 0,149 0,149
75 % ABKN 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml
Rauta 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml
C-10 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
E-knopp 10 ml 10 mi 10 ml 10 ml
Vitamiinit 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
BAP 1Tml 2,5 ml 5ml 7,5 ml
IBA 0,5 ml 1,25 ml 2,5 ml 4 ml
Agar 7,759 9g¢ 9g 7,759
Bactopeptone 0,27 g 0,27 g 0,27 g 0,27 g

pH 5,0 5,0 5,0 5,0

7 Tulokset

7.1 Yleiset havainnot

Jo esikokeiden mydta saatiin todisteita pisara-vitrifikaatiomenetelman kayton mahdolli-
suudesta mansikan séilytykseen. Tama tulos vahvistui varsinaisten kokeiden myota. Silmu-
jen eloon j&@minen, joka oli jopa odotettua parempi, osoittaa sen, etta pisara-vitrifikaatio
on mahdollista optimoida mansikale sopivaksi. Kéytannon kannalta kuitenkaan pelkka
silmujen eloon jaaminen e ole tuloksena riittéava. Aktiivisessa kdytdssa menetelman tulisi

levasti erilaisilla koekasittelyilla

7.1.1 Kontaminaatiot

Pisara-vitrifikaatio menetelména e ollut altis kontaminaatioille. Kokeissa véhaisesti il-
menneet bakteerit ja homeet johtuivat maljoilla p&&osin jalkikontaminaatioista, ja ilmenivét
vasta vanhoilla tyhjilla maljoilla. Kasvatuspurkeissa kontaminaatioita esiintyi hormaaliin
tuotantoon verrattavasti, tai vahemman. Kokeissa kaytetyt epasteriilit vesihaude ja neste-
typpi eivét lisanneet kontaminaatioiden maarda, ja naiden aikana silmut olivatkin suojat-
tuina steriilisti séilytysputken sisaan.
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7.1.2 Lajike-erot

Kokeet toivat esiin eri lgjikkeiden valiset huomattavat erot. Lajikkeista'Polka oli melko
sopeutuvainen useampiin kasittelyihin. Se my6s versoontui paremmin kuin muut. Vaikka
muidenkin lajikkeiden silmujen eloonjéminen oli ainakin paikoitellen melko onnistunutta,
eivét siimut kuitenkaan jaksaneet versoa yhta hyvin. Kokeiden jalkeinen eloonjdaminen oli
puolestaan heikointa 'Linan’ ja’Kentin' kohdalla, jolloin luonnollisesti myds versoontu-
minen ja vahaiseks.

7.2 Eloonjadminen

Kokeissa ilman nestetyppea késitellyt kontrollierét jaivat eloon |dhes sataprosenttisesti.
Tama osoittaa, etta pelkastédn kasittelyaineiden vaikutus el kaytetyilla kasittelyagjoilla ol lut
lilan voimakas tai myrkyllinen silmuille. Typesta tulleista koe-erista voitiin puolestaan
havaita kasvua jokseenkin vaihtelevasti. Pagpaino on kuitenkin selkeésti 50 prosentin pa-
remmalla puolella, silla kaikista 102:sta + LN koe-erésta vain kahdeksassa eloonjdamis-
prosentti oli 50 tai huonompi neljan viikon kuluttua kokeesta. Kasvuun 18ht6on kuluvat
gjat erosivat koe-erien ja kontrollien vélilla. Kontrollit aloittivat kasvunsa voimakkaasti jo
ensimmaisen viikon kuluessa, kun taas vastaavissa koe-erissé uusia kasvun aoittavia sil-
muja havaittiin viela kolmen, neljan viikon kuluttua.

Taulukosta 3 ilmenevét koe-erien méérét kokeissa el oonjééneiden silmujen prosentuaalisen
maaran suhteen. Prosenttiosuus on laskettu tilanteesta, jolloin kokeesta on kulunut nelja
viikkoa. Taulukosta on selkeasti luettavissa huomattavasti suurimman osan koe-eristé ja&-
neen eloon yli 80-prosenttisesti. Myos nestetypella kasitellyista koe-erista yli puolet jéi
eloon vahintddn 80-prosenttisesti. Kokeissa erid oli yhteensa 149 kappaletta, joista neste-
typpikésittelyn (+LN) sai 102 kappaletta. Tarkempi kuvaus koe-erista ilmenee liitteesta 1
jakasvuun lahdoista liitteesta 2.

Taulukko 3. Koe-erien maarat silmujen eloonjadmisprosentin mukaan jaoteltuna neljan viikon kulut-
tua kokeista.

Silmuista elossa Koe-erien maara yht. Joista +LN
0,0 - 50,0 % 8 8
50,1-79,9 % 18 18
80,0 —99,9 % 37 34
100 % 86 42

7.3 Versoontuminen

Kokeissa versoontuneiksi silmuiksi luokiteltiin ne silmut, joissa havaittiin vahintéén kah-
den silmusta kehittyvan uuden lehden kasvu, ja jotka ndin ollen siirrettiin maljalta jatko-
kasvatukseen. Nestetypesta sulatettujen silmujen versoontuminen oli vaihtelevaa, ja nain
oli myds versojen jakautumisen osalta. Osasta versoja saatiin reilusti yli sata jaettua versoa,
mutta my0s usein saanto ja pariin kymmeneen, jopa ainoastaan yhteen versoon. Nestety-
pessa kayneista erista kuitenkin yli puolet versoontuivat yli 25-prosenttisesti. Kontrollieris-
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sa versoontuminen oli hieman parempaa. Kaikkiaan erista vain muutama versoontui yli 80-
prosenttisesti, ja ndista vain kaks oli + LN koe-eri&. Taulukosta 4 selvidvét koe-erien lu-
kumaarét versoontuneiden silmujen prosentuaalisen maéran mukaan. Liitteessa 3 on eritel-
ty versoontuneiksi luetut silmut kasittelyittéain tarkemmin.

Taulukko 4. Koe-erien maarat silmujen versoontumisprosentin mukaan jaoteltuna. Luvuissa ovat
mukana kaikki kokeiden aikana saadut versot.

Versoontuneita Koe-erien maara yht. Joista +LN
0,0 % 21 17
0,1-25,0% 28 22
25,1-50,0 % 51 38
50,1 - 80,0 % 38 23
80,1-99,9 % 8 2
100 % 3 0

Versoontuneita silmuja kerdttiin jatkokasvatukseen noin kolmen kuukauden ajan kunkin
kokeen jalkeen. Taman agjan jalkeen viela kenties elossa olevien silmujen versoontumisen
todettiin olevan hyvin epatodenndkoistd, joten siirtoa maljoilta ei endé suoritettu. Silmujen
yleist kuntoa ja todenndkoisyyttd silmujen versoontumiselle havainnoitiin tapauskohtai-
sesti kokeiden jalkeen. Mikéli toivoa versoontumisesta ei todettu olevan, tai mikali silmut
olivat selkedsti taantumassa, lopetettiin koe jo ennen kolmen kuukauden kestoa. Silmut,
joista versoontumista ei havaittu, kasvattivat runsaasti kallussolukkoa, joka pysyi eloisana
lapi kokeen havainnoinnin gan.

Taysin ver soontumattomat kasittelyt

Taulukossa 4 esiintyvista téysin versoontumattomista koe-eristé suurin osa koostuu niista
kasittelyistd, joiden regeneraatioal ustana kéytettiin ns. pistokoealustoja. N&ista erista odo-
tettu tulos olikin yleista tulosta huomattavasti heikompi tai vaihtoehtoisesti hieman parem-
pi. Pistokoealustoilta toivottu tulos oli joka tapauksessa normaalista kasvusta selkeasti
poikkeava suuntaan tai toiseen. Lahes kaikki pistokoealustat tuottivat suhteellisen huonon
tuloksen versoontumisen suhteen. Niiltd el mydskdan saatu jakautuvia viljelmia yhta paljon
kuin eristd, joissa kaytettiin varsinaisia koealustoja.

Taulukossa 5 on eritelty pistokoealustojen mukaan keskimadarainen eloonj&amisprosentti
seka versoontuminen, niin nestetypessa kayneiden, kuin kontrollierienkin osalta. Eloon-
jaamisprosentti on laskettu tilanteesta, jolloin kokeesta on kulunut nelja viikkoa. Versoon-
tuminen on puolestaan méaéritelty koko kokeen keston gjalta, ja siihen on laskettu kaikki
kokeen aikana versoontuneiks lasketut silmut. Tarkemmat tiedot kasittelyittain selviavét
liitteistéa 2 ja 3.
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Taulukko 5. Pistokoealustoilta saadut eloonjaamis- ja versoontumisprosentit. Eloonjaamisprosentti
on maaritelty neljan viikon kuluttua kokeista. Versoontumisprosenttiin on laskettu kaikki kokeen
aikana saadut versot.

Eloonjaémisprosentti Versoontuminen

+LN -LN +LN -LN
E 81,7 % 100 % 20,0 % 57,5 %
F 51,7 % 100 % 34,5 % 72,5 %
G 56,3 % 100 % 0 % 0 %
H 53,8 % 80,0 % 0% 0%
I 93,8 % 100 % 38,8 % 45,5 %
J 57,5 % 100 % 0% 30,0 %
K 57,5 % 100 % 0% 20,0 %
L 68,4 % 100 % 36,8 % 80,0 %
M 65,0 % 100 % 15,0 % 45,5 %
N 100 % 100 % 40,0 % 90,0 %
@] 92,5 % - 40,0 % -

Néiden alustojen liséksi kokeiltiin my0ds tuotannossa kéytettya aloitusalustaa (P) yhdella +
LN erdlla. Sen osalta seka eloonjdamisprosentti, etté versoontuminen olivat 0 %. IImoite-
tusta 21:sté téaysin versoontumattomasta koe-erésta pistokoealustoilla olleiden osuus on 16
kappaletta.

Jdjelle jdaneita versoontumattomia koe-eria yhdistava tekija on lajike. Naissa viidessa
téysin versoontumattomassa erassa koelgjike on kaikissa ollut ’ Jonsok’. Muutoin koe-erét
sjoittuvat eri kokeisiin jaovat kasittelyiltéan erilaisia.

7.4 Viljelmat

Kaikki versoontuneiks lasketut silmut eivat séilyneet elossa jatkokasvatuksesta. Taman
vuoksi lopullisessa viljelmien jakovaiheessa jagettavia versoja oli versoontuneiks |askettuja
vahemman. Versojen kuolemiseen on monia syitd, kuten esimerkiks versojen siirtaminen
suurempaan kasvatuspurkkiin liian pienind. Yks vaikuttava tekijé on myds versoontuneek-
s tulkitsemisen eroavuudet. Osa silmuista sisdlsi vain ns. lehtiaiheen, josta regeneraatio-
vaiheessa alkoi kehittya lehti. Lehden kehittymisen jalkeen tallainen silmu kuitenkin lopet-
ti kasvunsa ja kuoli nopesasti. Lehden kasvun aikana silmu on kuitenkin helppo tulkita ver-
sovaksi, ja siirtda sen myota jatkokasvatukseen.

Huolimatta versojen vahentymisesta jatkokasvatuksen aikana, kokeista saatiin kaikkiaan
melko runsaasti viljelmia Kun pistokoealustoilla olleet koe-erét jétetdan tarkastelun ulko-
puolelle, nestetypessa kayneistd 71:std + LN erésta vain 10 oli sellaisia, joista jaettavia
versoja e saatu lainkaan. Pistokokeiden osalta kaikkiaan 31:stéd + LN koe-erésta 16 oli
sellaisia, joista el saatu ainuttakaan versoa elké nain ollen mydskééan viljelmia
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Kontrollier &t

L&hes kaikki kontrollierét (- LN) lahtivat hyvin kasvuun ja niista saetiin |&hes poikkeukset-
raisesti ja niiden todettiin noudattavan normaalia kasvutapaa ja lisdantymismaaréd. Versoja
e niiden kohdalla laskettu yksitellen, silla tdmé olisi ollut turhan tyolasta ja aikaa vievaa,
kontrollieristd kun viljelmat saatiin miltei jokaisesta silmusta.

Hyvin jakautuvat viljelméat

Kokeissa pyrittiin saavuttamaan menetelma, jolla nestetypesta sulatetuista silmuista saatai-
siin jokaisesta pakastetusta erésta vahintddn kolme hyvin jakautuvaa viljelmaa. Tavoitteena

Hyvin jakautuvaks viljelméks kokeessa méariteltiin ne viljelmaét, jotka jaettaessa ylittavat
niille maéritellyn jakautumiskertoimen. Jakautumiskerroin on tuotannossa toteutuva jakau-
tumiskeskiarvo, joka ilmoittaa yhdesta versosta keskiméaérin saatujen versojen maaran.
Jokaiselle lgjikkeelle on oma jakautumiskertoimensa ja ne poikkeavat toisistaan huomatta-
vasti. Taulukosta 6 selviavét tuotannon jakautumiskertoimet lgjikkeittain. Luvut kuvastavat
tavallaan myos lgjikkeiden vaatiman tyoston médraé. Esimerkiks ' Polkasta’® saadaan |éhes
viisinkertainen versomaara’ Kentiin’ nahden, jolloin ’Kenti& on jaettava useamman kerran
tai |ahtGaineiston on oltava suhteessa suurempi.

Taulukko 6. Mansikan jakautumiskertoimet tuotannossa lajikkeittain. Keskimaaraiset jakautumis-
kertoimet vuonna 2006.

Polka Senga Sengana Jonsok Lina Kent

30,68 23,72 18,56 15,67 6,78

Jakautumiskertoimet perustuvat aktiivisen jakamisen myo6ta saatuihin lukuméaariin, kun
taas kokeissa silmuista saatuja versoja ei jaettu tarkoituksella yhdessdk&an siirtovai heessa.
Useampana tuppaana kasiteltiin vain niita versoja, jotka jakautuivat ja lohkesivat itsendi-
sesti useampaan osaan. Koeversojen aktiivinen jakaminen jatettiin tekemétta, sillatarkoitus
oli selvittéa saadaanko pisara-vitrifikaatiomenetelmall& séilytetyistéd mansikoista ylipéétéén
viljelmi& Saadun materiaalin jakaminen olisi lisannyt kokeen tilan tarvetta kohtuuttomasti
jaaheuttanut todenndkoisesti tulosvirheité jakautumisen laskussa.

Koska normaalia taimituotantoa vastaavia jakoja el suoritettu, ei kokeista saatuja verso-
maaria voida myoskaan verrata tuotannon maariin. Kokeissa saadut viljelmét luokiteltiin
kolmeen ryhmaan saatujen versomadrien mukaan niiden keskinéisen vertaamisen helpot-
tamiseksi. Ei jakautuvien ryhméaén sijoittuvat ne viljelmaét, joista on yhdesta versosta saatu
versoja alle 50. Hyvin jakautuviks on méaritelty viljelmét, joissa siilmu on tuottanut 100
versoatai enemman. Naiden kahden luokituksen valiin jéavat jakautuvat viljelmét. Kokeis-
sa késittelyille laskettiin jakautumiskeskiarvo suhteessa kasittelyn silmujen kokonai smaa-
réan, sekd keskimaérdinen jakautuminen kasittelysta saaduille viljelmille. Kasittelyiden
viljelmid e tarkasteltu yksittéising, silléa jokaisesta viljelméasté el laskettu tarkkaa jakover-
sojen madraa. Tuloksiaon siis kasitelty kasittelyiden keskimaaraisten arvojen perusteella.
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YKksittaiset viljelmat

Kokeissa havaittiin edellisen méarityksen mukaan luokiteltuna vain vahan e jakautuvia
viljelmi& Hyvin suuri osa viljelmista, jotka ylipddtdan jakautuivat suhteellisen normaalisti,
olivat luokiteltavissa hyvin jakautuviksi. Taulukkoon 7 on koottu kasittelyn keskimaarai-
sen jakautumiskertoimen mukaan e jakautuviin, jakautuviin ja hyvin jakautuviin kuuluvi-
en + LN kasittelyiden méaréat. Keskimadrainen jakautumiskerroin ilmoittaa kasittelysta
saatujen viljelmien jakautumisen keskiarvon. Taulukosta 7 ilmenee myods néista saatujen
viljelmien kokonaiskappalemédard. Mukaan ei ole laskettu pistokoealustoilla olleita koe-
eria eika niitéa koe-erid, joistajakoon ei saatu yhtaan versoa.

Taulukko 7. Kasittelyiden maarat saatujen viljelmien jakautumiskeskiarvon mukaan luokiteltuna
seka niistd saatujen viljelmien maarat. Mukana eivat ole pistokoealustoilla olleet erat eivatkd ne
koe-erat, joista jakoon ei saatu yhtdan versoa.

Kasittelyita (+ LN) Saatuja viljelmia (kpl)
Ei jakautuvia,
5 21
jakautumiskeskiarvo < 50 kpl
Jakautuvia,
23 92
jakautumiskeskiarvo 50 - 99 kpl
Hyvin jakautuvia,
33 111

jakautumiskeskiarvo = 100 kpl

Viljelmien luokittelu suhteessa kasiteltyihin silmuihin

Verrattuna saatujen viljelmien jakautumiskeskiarvoon, kasittelyn optimaalisuutta kuitenkin
kuvastaa paremmin viljelmien jakautumisen keskiarvo suhteutettuna késittelyssa olleiden
silmujen lukuméaéraan. Taulukon 7 luvut eivét kuvasta milléén tavalla sité todennak6isyyt-
t&, jolla kasittelysta ylipéétédn saadaan viljelma Néin ollen 20 silmun késittely, josta saa-
daan yksi hyvin jakautuva viljelma, voi saada korkeamman keskimaarai sen jakautumisker-
toimen, kuin kymmenen silmun késittely, josta saadaan yhdeksadn normaalisti jakautuvaa
viljelméa. Taulukossa 8 kasittelyt on luokiteltu kasittelyn kokonai ssilmumaaréén suhteute-
tun viljelmien jakautumiskeskiarvon mukaan. Arvo on laskettu jakamalla kaikkien kasitte-
lysté saatujen viljelmien jakojen jalkeinen kokonaisversoméara kasittelyn akuperédisella
siimumaardlla. Taméan maarittelyn mukaan suurimmasta osasta + LN koe-eria saadaan yhta
silmua kohti lopullisen jaon jalkeen keskimaérin 20 - 50 versoa. Tarkemmin késittelyista
saadut viljelmét seka niiden jakautuminen selviavét liitteesta 3.
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Taulukko 8. Kasittelyiden maarat kasittelyn kokonaissilmumaaraan suhteutetun viljelmien jakautu-
miskeskiarvon mukaan luokiteltuna. Luvuissa ovat mukana kaikki + LN koe-erien silmut.

Jakautumiskeskiarvo Kasittelyita (+ LN) Saatuja viljelmia (kpl)
<20 13 23
20-50 33 130
<50 15 71

Keskimé&ardinen jakautumiskerroin

Jokaisesta koe-erastd saaduille viljelmille laskettiin keskimaérdinen jakautumiskerroin. Se
kuvastaa yhdesta kyseisen kasittelyerén versosta saatavien jakoversojen mdéaréd. Taulukos-
sa 9 on ilmoitettu lgjikkeittain prosentuaalinen todenndkoisyys sille, etté kokeissa kaytetys-
té slmusta saadaan viljelma, sekéa kaikkien saatujen viljelmien keskiméaérdinen jakautu-
miskerroin. Luvuissa ovat mukana vain nestetypessa olleet (+ LN) kasittelyt, eika niihin
sisdly pistokoealustoille laitetut erét.

Taulukko 9. + LN kasittelyistd saatujen viljelmien keskimaarainen todenndkoisyys ja jakautuvuus
lajikkeittain. Lukuihin eivat sisally pistokoealustoilla olleet erat.

Lajike Viljelméan Keskimaarainen
todennakdisyys jakautumiskerroin
Polka 41,4 % 112,7
Senga Sengana 18,5 % 140,0
Jonsok 20,6 % 115,2
Lina 15,0 % 185,9
Kent 25,0 % 86,8

Saatujen tulosten mukaan esimerkiksi 'Polkan” kymmenta kasiteltyd silmua kohti saadaan
noin nelja viljelmda. Téallaisesta viljelmastd saadaan jakamalla keskimaérin 113 ver-
soa. 'Linan’ kasitellyista silmuista viljelma saadaan puolestaan noin kolmesta silmusta
jokaista 20 silmun erda kohti. Jaon ja@lkeen naista viljelmisté saadaan kustakin keskiméaérin
186 versoa. Néin siis’Polkasta’ saataisiin viljelma todennakdisemmin kuin ’Linasta’, mut-
ta’Linan’ viljelmistd saatu versomaéra olisi suurempi kuin ’Polkan’ vastaava. Naiden kah-
denkin arvon perusteella | gjikkeita voidaan vertailla, mutta kokonaisvertailu on helpompaa
yhden arvon perustedlla.

Kertomalla kunkin lgjikkeen keskimaaréisen jakautumiskertoimen viljelman saamisen to-
denndkoisyydella saadaan viitteelliset, mutta helpommin keskendan verrattavat arvot. N&
ma arvot kuvastavat keskimaaréista jakokerrointa, kun se suhteutetaan kaikkiin kokeissa
olleisiin kyseisen lagjikkeen silmuihin, toisin sanoen sitd, kuinka monta versoa kasittelysta
saadaan yhta kéasiteltyd silmua kohti. Luvut on esitetty seuraavassa taulukossa (Taulukko
10).
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Taulukko 10. Lajikkeiden silmumaaraan suhteutetut keskimaaraiset jakokertoimet. Lajikkeiden kes-
kimaaraiset jakautumiskertoimet suhteutettuna viljelman saamisen todennakdisyyteen.

Polka Senga Sengana Jonsok Lina Kent

46,7 25,9 23,7 27,9 21,7

"Polkan’ kohdalla esimerkiks jokaista k&siteltyd silmua kohden saatiin keskimaarin 47
versoa. 'Linan’ silmuista saatiin puolestaan keskimaarin 28 versoa. Kaikkia edella olleita
lukuja ja taulukoita verratessa on kuitenkin huomioitava se, ettd kokeissa kéaytettiin eri
maéarat kunkin lgjikkeen silmuja. Pienemmalla otannalla on todenndkoisyyden maarittami-
nen kyseenalaisempaa kuin lagjemman materiaalin osalta. Lgjikkeista 'Polkaa kaytettiin
kokeissa selkedsti eniten ja’Kenti& vahiten.

7.5 Muuttujien merkitys

7.5.1 Silmut

Kokeissa kaytettiin 1 - 4 millimetrin hanka- ja kérkisiimuja. Pienimmét silmut, 1 - 2 mm,
eivét selviytyneet kasittelyista yhta hyvin kuin isommat silmut, mutta niiden kayttéa ei ole
syyta pois sulkea. Kokeissa 1 - 2 mm silmuja kéytettiin vain kahden lajikkeen, *Polkan’
ja’Linan’, kohdalla. Sekéa el oonjaamisprosenteista etté versoontumisesta oli selkeasti luet-
tavissa ' Polkan’ menestyvan yleisesti paremmin myos pienempiéa silmuja verratessa. ’ Pol-
kalla tehdyistéa 1 - 2 mm silmujen kasittelyista saatiin useampia jakautuvia viljelmia, kun
puolestaan 'Linan’ vastaavan kokoisista silmuista el saatu yhtékdan versoa. Tulosten pe-
rusteella kummankin osalta on kuitenkin todettavissa, suurempiin silmuihin verrattaessa,
lyhyemman PV S2-liuoksen késittelyajan olevan pienille silmuille parempi. 1 - 2 mm sil-
mujen osuus kokeissa oli kuitenkin melko suppea, joten niisté saatujen tulosten perusteella
tehdyt johtop&atokset ovat vain viittegllisia.

Eroja 2 - 4 mm silmujen selviytymisen vélilla ei merkittavasti ilmennyt, mutta 2 - 3 mm
silmujen kayttda puoltaa suurelta osin niiden suuri saanto silmujenottovaiheessa. Hanka- ja
karkisilmuja verrattaessa hankasilmut kestivét kasittelyja kérkisilmuja hetkommin.

7.5.2 PVS2-liuoksen kasittelyaika

PV S2-liuoskasittelyn kestoina kokeissa kaytettiin aikoja 20 minuutista 120 minuuttiin.
Kaytetty kahden tunnin késittelyaikakaan e tappanut silmuja, joten pidempikin kasittely
olis tarpeen vaatiessa mahdollinen. Kéytanndssa ndin pitkét kasittelygjat eivat kuitenkaan
olisi toivottavia. Eloon jda@misen suhteen paras kasittelyaika oli 45 minuutin ja 80 minuutin
valillg, kun kéaytettiin 2 - 3 mm:n kérkisilmuja. Versoontumisen kannalta paras kasittelyai-
ka on tulosten perusteella 45 - 60 minuuttia.

7.5.3 Regeneraatioalustat

Kokonaisvaltaisesti silmujen eloonjd@minen oli runsainta alustoilla B ja C. Nama alustat
sopivat keskiméaérin parhaiten jokaiselle lgjikkeelle. A ja D austat elvét yleisen eloonj&a-
misen suhteen poikenneet suuresti edella mainituista, mutta niiden kohdalla havaittiin
enemman vaihtelua lgjikkeiden kesken. Pistokokeina testatut erikoisemmat alustat eivét
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kuin kokeisiin valituilla neljélla austatyypilla Versoontumista ja eloonjédmista pisto-
koealustoilla on tarkasteltu versoontumisen yhteydessa.

Taulukosta 11 ilmenevét lgjikkeittain eri koealustoilla saadut keskiméaréiset eloonjdamis-
seka versoontumisprosentit. Luvut ovat keskiarvoja kaikista lgjikkeen kyseisella alustalla
kasvatettujen + LN koe-erien tuloksista. Jokaista alustaa el kokeiltu kaikille lagjikkeille,
mika nakyy myos taulukosta.

Regeneraati oalustoja kaytettiin kokeissa vaihtel evasti. Osaa a ustoista kaytettiin useammis-
sa kymmenissa kasittelyissg, kun toisille toistoja kertyi alle kymmenen. Tama on huomioi-
tava verrattaessa alustoihin liittyvid tuloksia toisiinsa. Selkeasti kaikkiaan kaytetyimmat
alustavaihtoehdot olivat B ja C.

Taulukko 11. Eloonjdaminen ja versoontuminen koealustoilla lajikkeittain. Eloonjadminen on lasket-
tu neljan viikon kuluttua kokeista. Versoontumisprosentissa ovat mukana kaikki kokeen aikana
saadut versot.

Polka Senga Sengana Jonsok Lina Kent
Eloonjaaminen 93,3 % 90,0 % - - 70,0 %
<
Versoontuminen 51,2 % 27,5 % - - 45,0 %
Eloonjaaminen 90,7 % 97,5 % 96,7 % 95,0 % -
m
Versoontuminen 49,9 % 32,5 % 30,0 % 18,3 % -
Eloonjaaminen 85,7 % 92,4 % 97,8 % - -
(@]
Versoontuminen 42,2 % 46,4 % 31,1 % - -
Eloonjaéaminen 70,3 % 97,5 % - - 70,0 %
a)
Versoontuminen 35,8 % 32,5 % - - 30,0 %

7.5.4 Supercool

Supercoolin (Supercool X-1000™, 21st Century Medicine, USA) lisddminen PVS2-
liuokseen el havaittu tuottavan merkittévia muutoksia silmujen el oonjéamiseen verrattaessa
ilman Supercoolia kéasiteltyihin + LN koe-eriin. Vastaavasti kontrollierien suhteen e ha-
vaittu Supercoolin liséévan PV S2-liuoksen haitallisuutta.

Silmujen eloonjé&misprosentti vastasi padosin tavallisella PV S2-liuoksella kasiteltyjen
kontrollierien eloonj&amisprosenttia, joskin osassa kéasittelyista havaittiin hieman suurempi
el oonjaémisprosentti, kuin vastaavassa tavallisella PV S2-liuoksella kasitellyssé koe-eréssa
Ominaisuus e kuitenkaan ollut selkeasti toistuva, joten pelkastdan naiden kokeiden perus-
teellael Supercoolin hyddyista voi luotettavaa arviota tehda.
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Mydskaan versoontumisen tai saatujen viljelmien suhteen e pystytty osoittamaan Super-
coolin vaikutuksia versojen kasvuun. Niin versoontuminen, versojen maara ennen jakoa
kuin viljelmisté saatu versomadra mukailivat ilman Supercoolia tehdyisté vastaavista késit-
telyista saatuja maaria

7.5.5 Latausaika ja sulatuksen kesto

Seka latausliuoksen kasittelygjan etta sulatuksen keston vaikutusten havainnointiin kaytet-
tyjen koe-erien méarét olivat hyvin suppeita. Tuloksien perusteella LS-liuoksen kasittely-
gan merkityksestd el voida vetda johtopadtoksia. Sulatuksen kestolla puolestaan e todettu
olevan kokeiltujen yhden, kolmen ja viiden minuutin valilla juurikaan eroja. Mutta koska
lyhyemmill&kin sulatusgjoilla saatiin menestyvié silmuja ja versoja, voidaan todeta viiden
minuutin sulatuksen olevan tarpeettoman pitka.

7.6 Menetelmaehdotus

Tulosten perusteella voidaan ilmoittaa k&yttdon soveltuvan menetelmén muuttujat. Jokai-
selle lgjikkeelle e pyrita |6ytamaan omaa optimaalista menetelmag, vaan kaikille yhteinen,
riittdvan tehokas menetelma. Suoritettujen kokeiden perusteella tallaisen menetelman LS-
liuoksen kasittelyaika on 30 minuuttia, PV S2-liuoksen kasittelyaika on 45 - 60 minuuttiaja
1 M S-liuoksen vahintddn 20 minuuttia. PV S2-liuoksessa el Supercool ole vattamatonta.
Sulatus suoritetaan 40 ° C:n lampohauteessa ja se on kestoltaan 3 minuuttia. Regeneraa-
tioalustana kaytetdan B tai C alustaa.

8 Tulosten tarkastelu

8.1 Suoritus ja saadut tulokset

Ensimmaisisté kokeista léhtien eloonjaamisen tuloksia havainnoitiin viikoittain, ja pohdit-
tiin muutoksia seuraaviin suoritettaviin kokeisiin. Kontrollieriin verraten koe-erét nayttivéat
padosin huonokuntoisilta, eikéa versoontuminen ndyttényt kovinkaan todenndkoiselta. Kui-
tenkin pikkuhiljaa koe-erista alettiin saada versoja jakoon asti, jolloin niiden méaara yllatti
melkoisesti. Tuloksena totesmme koe-erien léhtevan kasvuun huomattavasti hitaammin
kuin kontrollierét. Tama oli tietysti kokeen tulosten kannalta positiivinen asia, mutta koe-
aikataulun kannalta se toi uutta haastetta tutkimukseen. Suunnitelluista ja suoritetuista ko-
keista el kuitenkaan haluttu luopua, joten tulosten viivastyminen hyvaksyttiin ja aikataulua
korjattiin.

Vaikka kokeissa esiintyneiden muuttujien méaré rgjattiin jo suunnittel uvai heessa mahdolli-
simman pieneksi, oli niita tasta huolimatta runsaasti. Erilaisista koe-erista saatuja tuloksia
oli hankala osoittaa jostakin tietystd muuttujasta johtuviksi, silld kasittelyt pitivat sisalléan
useampia muuttujia yhtéaikaisesti. Samat kasittelyt toistettiin tutkimuksen aikana useasti,
mutta kohteena olivat eri lgjikkeet. Ja koska lgjikkeet erosivat jo huomattavasti toisistaan,
el muuttujien vaikutuksia ollut aina helppoa tulkita. Vaikka ndiden kokeiden perusteella
saavutettiin kdytettava sdilytysmenetelmd, olisi sité jatkotutkimuksilla mahdollista tulevai-
suudessa parantaa. Todenndkdisinta on, ettd erityisesti regeneraatioalustan koostumuksen
optimoinnillaolisi suurin vaikutus versoontumisen lisaantymiseen.

Taysin versoontumattomista koe-eristéa viisi oli sellaisia, joissa lgjikkeena oli " Jonsok’. Se
on kasvuvaateiltaan muista lgjikkeista poikkeava, ja sen vuoksi se myds tuotannossa kasva-
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tetaan omalla versoontumisalustallaan. Tassa tutkimuksessa ' Jonsokille' kokeiltiin regene-
raati oal ustana myos téata tuotannossa kaytettya alustaa (pistokoealusta ). Versoontumatto-
mista 'Jonsok’ eristd e yhdessakdan regeneraatioalustana ollut *Jonsokin’ versoontu-
misalusta.

8.1.1 Kalluksen kasvu

Useassa toipuneessa silmussa havaittiin kallussolukon kasvua. Osassa néista silmuista ke-
hittyi myds verson kasvua, mutta toisissa kallusaste jai pysyvéksi. Versoontuminen ei siis
ole varmaa. Vaikka kalluksesta voidaan hormoneilla saada kasvamaan versoja, e niiden
kasvun varaan voi kehittda tuotannossa kaytettévaa toimintaohjetta. Kalluksen kasvu ei
ylipéétéan ole toivottavaa, silla sen ailkana voi kasvissa tapahtua muutoksia. Syntyvét ver-
sot eivét valttamatta vastaa emokasvin perima, joten kalluksen kasvu on arvel uttavaa gee-
nisdilytysta ajatellen.

Kallus kertoo osaltaan my6s syntyneista soluvaurioista. Se on merkki siitd, etté kyseisessa
kasittelyssa on viela parannettavaa, sillatarkasti optimoidulla kasittelylla voidaan saavuttaa
versonkasvu suoraan silmusta ilman kalluksen muodostusta. Suoritetuissa kokeissa ilmen-
neet kalluskasvut ilmaisevat kasittelyista sellaiset, joissa muuttujat ovat vaaranlaiset. Nama
tulokset helpottavat menetelman kehittelya myéhemmin.

8.1.2 Mahdolliset virhelahteet

Tutkimuksessa suurimmat hankaluudet johtuivat suhteellisen Iyhyestd suoritusgjasta ja
tutkimuksen kohteen luonteesta. Mansikan kasvuaika kasvatusalustoilla on nelja viikkoa,
jasuunnitellussa koesuorituksessa kasittelyn jalkeinen kasvatuskierto piti siséll&én neljé eri
kasvatusvaihetta. Pelkastéan taman seikan vuoks yhden kokeen kesto oli vahintdan nelja
kuukautta, ilman esikasvatukseen kulunutta aikaa. Koska koesuunnitelma tehtiin pitkalti
oletuksiin perustuen, johtuen vahaisesta ennakkotutkimusten méérasté, oli muutoksia koe-
menettelyihin odotettavissa jo aikaisessa vaiheessa.

Kokeista saadut tulokset perustuvat suhteellisen suppeaan otantaan. Jokaiselle koekasitte-
lylle ei suoritettu muuttujiltaan tésmallisté rinnakkaiskasittelya, jonka vuoksi tulokset ovat
painokkaasti viitteellisi&. Tulosten varmentamiseksi tulisi viela suorittaa useampia rinnak-
kaiskasittelyita halutuilla muuttujilla. Varsinkin kdyttéon otettavien menetelmien osalta on
menetel man toimivuutta hyva tarkkailla jatkuvasti.

Versoista kehittyneiden tuppaiden jakoa ja laskua e suoritettu jokaiselle tuppaalle. Kont-
rollierista laskettiin summittain vain muutamia tuppaita, mutta suurimmaksi osaksi ne ar-
vioitiin vastaavan normaalia jakautumiskasvua vain silmamaaraisesti. Nestetyppikasitel-
lyista koe-erista laskettiin jokaista kasvatuspurkkia kohden vahintdan yksi tupas. Lasketta-
vaksi valittiin aina purkin vahiten jakautuneelta vaikuttava verso, ja sen laskemisesta saatu
tulos annettiin myds muille purkin tuppaille. Nain toimittiin, mikali kaikki purkin versot
olivat arviolta samankokoisia. Jos tuppaiden koot erosivat huomattavasti toisistaan, lasket-
tiin niistd useampi. Néin ollen saatujen versojen maarét eivat kuvaa tasmallistd saantoa,
mutta luku ilmoittaa kuitenkin luotettavasti suuruusluokan, jossa liikutaan. Versojen tas-
malliset maarét jokaisen tuppaan osalta olisivat olleet kokeiden kannalta liian tarkkoja tu-
loksenailmoitettavaksi, ja niiden vaatima lisaty6 myds turhaa.

Tutkimuksessa kaikki kokeet suoritti yksi henkil6. My6s silmujen otto, versojen siirto seka
viljelmien lasku tapahtui pagdosin yhden henkilon toimesta. Tama vahentda "kasiala” ja
tulkintaerojen aiheuttamien virheiden mahdollisuutta lopullisia tuloksia gjatellen. Lisdksi
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kokeet suoritettiin aina samassa tyopisteessa samoilla valineilla mainittuja muuttujia lu-
kuun ottamatta.

8.2 Soveltaminen tuotantoon

Tutkimuksen aikana silmujen versoontumista odotettiin kolmesta neljéan kuukautta. Téma
aika on tuotannon kannalta gjatellen liian pitkd, silla se venyttais taimien tuotannon keston
vahintéén viiteen kuukauteen. Se myos vaatisi pienten silmujen siirron maljalta toiselle
useamman kerran ennen versoontumista. Kokeiden aikana kuitenkin 16ydettiin myos késit-
telyja, joista versoja saatiin heti ensimméisen kasvukuukauden jalkeen.

Osa silmuista tulkittiin kokeiden aikana taantuneiks tai kuolleiksi, tai niiden katsottiin
kasvavan vain kallusta, jajatettiin néin ollen siirtamatta uudelle kasvualustalle. Useamman
kerran kuitenkin havaittiin néiden silmujen alkavan versoa oltuaan samalla kasvatusmaljal-
la normaalia siirtovalia pidemman aikaa. Tulevaisuudessa tulisikin tutkia maljata siirtéd
maétta jattamisen vaikutusta silmujen versoontumiseen. Jos silmujen antaisi kasvaa samalla
alustalla siirtdmétta kahdeksan viikkoa, voisi se paikoitellen lisdta versojen kasvua. Tana
aikana versoontuvat silmut voisi toki poimia jatkokasvatukseen, mutta versoontumattomat
silmut jétettdisiin siirtdméttd. Koska kasvuun 18htokin selkedsti viivastyi nestetypessa ol-
leiden silmujen osalta, voisi sama péted myos verson kasvuun. Nykyisella siirtovalilla sil-
mut eivét ehkéa ehdi versonmuodostukseen, kun jo joutuvat jalleen totuttautumaan uuteen
kasvualustaan.

Samalla alustalla pitdminen karsisi regeneraati ovaiheeseen liittyvaa ja mahdollisesti turhaa
tyotd. Jokaista silmuerdd el ndin ollen tarvitsis siirtda automaattisesti uudelle alustalle,
vaan siirtoja suoritettaisiin tarpeen mukaan. Alustojen kayton vaheneminen olisi my6s kus-
tannussaasto. Maljojen kayton vahentdminen vaikuttaisi kustannuksiin ainakin, mikai me-
netel méa sovelletaan tuotantoon, silla toisin kuin kasvatuspurkit, ovat téssa kaytetyt maljat
kokonaisuudessaan kertakdayttoisia.

Saman austan kayttaminen e toisi myoskaan ongelmia alustakierron ragjoitetun alustamaé:
rén suhteen. Jokainen verso, olipa se sitten nelj& tai kahdeksanviikkoinen, lahtisi jatkokas-
vatukseen my0s jarjestysnumeroltaan samalta alustalta.

Lopullisia versoméaria laskettaessa havaittiin hillopurkkiin laitettujen versojen maéran
vaikuttavan jakautumiseen merkittéavasti. Tama vaikutti osaltaan varmasti my6s tuloksina
ilmoitettuihin versojen méaériin. Suuressa hillopurkissa yksittéinen verso tai tupas jakautui
parhaimmillaan useisiin satoihin versoihin. Mikali purkissa oli yht&aikaisesti useampi ver-
so, oli niista saatavien jakoversojen maadra selkeasti pienempi. Useampien versojen laitto
samaan hillopurkkiin oli kuitenkin kokeissa perusteltua, silléa materiaalia oli erittéin run-
saasti. Jos menetelmaa sovelletaan tuotannossa, on samassa hillopurkissa olevien versojen
maara syyta pitdd mahdollisimman pienend. Kokeiden perusteella sopiva médara purkkia
kohden olisi kolmesta viiteen versoa.

8.3 Tutkimusehdotuksia ja kehittamisideoita

8.3.1 Kylmaéakaraisu esikasvatuksessa

Useammassa tutkimuksessa (mm. Hirai ym. 1998) mainitaan versojen tai silmujen kylmé&
kasittely ennen dehydraatio- tai vitrifikaatiokasittely& Suorittamissamme koekasittelyissa
mansikan versot otettiin esikasvatukseen kylmaséilostd, mutta jo kaksi kuukautta ennen
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kokeita. Versoja kasvatettiin kahdella lisdysalustalla normaalissa kasvatuslampétilassa,
jonka jalkeen niista poimittiin silmut kryokasittelya varten. Koska silmut nestetyppikéasitte-
lyn jalkeen olivat pddosin elossa, voitaisiin myos kylmakasittelylla kenties lisata versoon-
tumista. Kasvatus toisella lisdysalustalla voitaisiin tehda kylmésss, mukaillen néin Hirain
ym. kapsel ointiséilytysmenetelman esikasvatusvai hetta.

Kylmékasittely voisi auttaa silmuja asettumaan lepotilaan, ja ndin valmistaa niitd myo6s
sietdmaan paremmin tulevaa nestetyppisdilytystd. Vastaavalla tavalla kasvit varautuvat
kylman tuloon luonnossa ilmojen alettua syksylla viileta.

8.3.2 Kasittelyaika pesuliuoksessa

K okeissa saatiin viitteita pesuliuoksen vaikutuksen merkityksesta silmujen kasvuun 18hddl -
le ja versoontumiselle. Kesken tutkimuksen vaihdettiin silmujen pesumenetelmas, jonka
my6ta myohempien kokeiden silmut pestiin pienemmalla méardlla 1 M S-liuosta. Alku-
pdan kokeiden silmujen pesu tehtiin pienella petrimaljalla kuten muutkin liuoskasittelyt.
Pesumenetelman vaihdon my6ta pesuliuos pipetoitiin suoraan kryoputkiin niiden sulatta-
misen jalkeen. Pesuliuoksen méaéra ja sen vaikutusaika saattoivat ollayks vaikuttava tekija
versoontumisen suhteen, jota lisatutkimuksilla tulisi selvittéd. Mikali kaytetdan putkeen
pipetointia, joka tydskentelyn kannata on kdtevampi vaihtoehto, on ilmeisimmin pesuliu-
oksen vaikutusaikaa lisittava.

8.3.3 Jatkokasvatusalustojen tarve

Versojen kasvuun vaikutti paljon kokeissa kaytetyn kasvatuspurkin koko ja siirron gjan-
kohta verson kokoon ndhden. Liian pienind suhteessa lilan suureen purkkiin siirretyt versot
kuolivat suurelta osin, eivatka eloon jaéneet versotkaan paésseet normaaliin kasvuun. Ver-
soista ne, jotka eivét jatkokasvatuksessa menestyneet, kuolivat pdéosin jo erlenmeyer-
pulloissa. Hyvin kasvunsa aloittaneiden versojen siirtéminen foliokantisiin kasvatuspurk-
keihin tuntui puolestaan paikoitellen hieman turhalta vélivaiheelta, silla versot olivat kool-
taan jo niin isoja, ettd ne olisi voinut siirtdd suoraan hillopurkkiin. Erlenmeyer-pulloissa ja
foliokantisissa kasvatuspurkeissa kasvaneet versot olivat usein verrattaessa |ahes toistensa
kokoisia, vaikka foliokantisissa purkeissa olleet versot olivat erlenmeyer-pulloissa olleita
vanhempia (Kuva7).
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Kuva 7. Versot erlenmeyer-pullossa ja foliokantisessa kasvatuspurkissa.

Jatkokasvatusalustojen vahentdminen helpottaisi rajoitetusta alustakierrosta mahdollisesti
aiheutuvia ongelmia. Koska menestyvét ja e menestyvét versot erottuvat toisistaan hyvin
jo erlenmeyer-vaiheessa, ja versojen koko on padosin jo riittévan suuri, voitaisiin foliokan-
tisen kasvatuspurkin jéttamista pois alustakierrosta harkita. Vaihtoehtoisesti versot voitai-
siin girtda foliokantiseen kasvatuspurkkiin, mutta lisdygako tehtéisiinkin suoraan tasta
valheesta, ilman siirtoa hillopurkkiin. Alustojen jarjestyksen ja laadun on kuitenkin hyva
noudattaa tuotannon vastaavia. Kokeissa erlenmeyereissa kasvualusta oli versoille sama
kuin regeneraatioalustalla. Vasta foliopurkki-vaiheesta alkaen alustat olivat normaalissa
tuotannossakin kaytettyja. Jos yksi kasvatusvaihe poistetaan jatkokasvatuksesta, on poistet-
tavan alustan oltava se, jota kokeissa kaytettiin erlenmeyereissa. Erlenmeyer-pullot on kas-
vatuspurkkeina syyta séilyttda, mutta niissa oleva austa vois jo siina kasvatusvaiheessa
olla kokeissakin foliokantisissa kasvatuspurkei ssa kaytetty.

8.4 Tulevaisuuden visioita

Kokeilla saavutettiin menetelma, jonka mukaan mansikkaa on aettu jo viemadan nestetyp-
pitankkiin pitkdaikaisen séilytyksen kokeita varten. Tarkoituksena on sulattaa séiléttyja
silmuja vuosittain, jonka jalkeen nestetypen mahdollisia pitkdaikaisia vaikutuksia niiden
kasvuldhtoon ja versoontumiseen voidaan havainnoida. Naista silmuista voidaan myo6s
kasvattaa taimet, jolloin morfologiset ja mahdollisesti geneettiset muutokset voidaan ha-
vainnoida.

Geenipankin ja kryoséilytyksen vaikutuksia tulevaisuuden kasvikannoille on mahdotonta
ennustaa. Eri kasvilgjeilla tehdyt tutkimukset viittaavat vahvasti kryoséilytyksen olevan
tarked keino kasvigeenien sdilyttamisessi. Nestetypen pitkéaikaisista vaikutuksista kasveil-
le ei kuitenkaan tiedetd vield paljoa. Niiden selvittamiseksi on tehtava useita sulatuksia yha
pidempien aikojen kuluttua pakastuksesta, ja niista kehittyvien taimien tarkkailua ja tutki-
mista. Ennustuksia ja véitteité tulevasta voidaan kuitenkin esittéa.

Séilytyksen aikana silmut 18pikayvéat erittdin rasittavan jakson. Tasta selviavat ja eloon
jéavét silmut ovat |8htékohdiltaan ja ominaisuuksiltaan ilmeisen vahvoja. Kun nama silmut
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kasvavat ja kehittyvét taimiksi tuotannon tarpeisiin, otetaan niista myos uusia silmuja kay-
tettyjen tilalle pakastusta ja séilytystéa varten. Johtaako téama kierto kenties pidemmalla ai-
kavalilla lajikekantojen jalostumiseen? Mikali ainatietyn kannan silmut j&avét eloon muita
paremmin, kasvaa niista siis my6s enemman taimia, joista otetaan edelleen eniten silmuja
Tama johtaa ajan mittaan paremman kannan tai kantojen suhteellisen méaéran kasvuun séi-
lytettavien silmujen kokonai sméaérasta.

Tama voi mahdollisesti hieman pienentéd kasvupistevalikoimaa, mutta voi tuoda muka-
naan myos salytysta hyddyttavia puolia. Jos vahvojen silmujen valikoituminen jokaisen
kasvatuskerran myota kasvattaa niiden osuutta myhemmassa séilytyksesss, kasvaa kenties
myds silmui sta saatavien versojen ja viljelmien méara silmueraa kohti.

Tassd vaiheessa voidaan vain esittda arveluja kryosdilytyksen tulevaisuudesta, mahdolli-
suuksista ja vaikutuksista. Tulevaisuudessa tulemme kuitenkin varmasti saamaan ratkaisuja
nyt mieleen nouseviin kysymyksiin ja esitettyihin hypoteeseihin. Kryoséilytys, niin kasvi-
en kuin eldinmaailmankin osalta, tulee varmasti olemaan paljon tutkittu ja nopeasti kehit-
tyvaaihealue.
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Liite 1. Mansikan kryokokeet

Koe | Tunnus | Kasvupiste |Kasittely | LN | PVS2-liuos | PVS2 aika | Regeneraatioalusta
104 | LINA-85 5-37 1 + | Tavallinen 45 min E
5-37 2 - | Tavallinen 45 min E
3 + | Tavallinen 45 min P
4 + | Tavallinen 45 min F
5 + | Super Cool 45 min E
6 + | Tavallinen 45 min E
7 - | Tavallinen 45 min E
8 + | Tavallinen 45 min F
9 - | Tavallinen 45 min F
109 | SS-5 3-89 1 + | Tavallinen 45 min D
2 + | Tavallinen 45 min C
3 + | Tavallinen 45 min B
4 + | Tavallinen 45 min A
5 - | Tavallinen 45 min D,A
112 | POL-97 5-13 1 + | Tavallinen 30 min C
2 + | Tavallinen 45 min C
3 + | Tavallinen 60 min C
4 + | Super Cool 45 min D
5 - | Super Cool 45 min D
6 + | Super Cool 45 min B
7 - | Super Cool 45 min B
8 + | Super Cool 45 min C
9 - | Super Cool 45 min C
10 + | Super Cool 45 min A
11 - | Super Cool 45 min A
12 + | Tavallinen 45 min D
13 + | Tavallinen 45 min B
14 + | Tavallinen 45 min C
15 + | Tavallinen 45 min A
16 + | Tavallinen 30 min B
17 - | Tavallinen 30 min B
18 + | Tavallinen 45 min B
19 - | Tavallinen 45 min B
20 + | Tavallinen 60 min B
21 - | Tavallinen 60 min B
115 | JON-55 5-23 1 + | Tavallinen 45 min B
2 - | Tavallinen 45 min B
3 + | Tavallinen 60 min B
4 - | Tavallinen 60 min B
5 + | Tavallinen 45 min C
6 - | Tavallinen 45 min C
7 + | Tavallinen 60 min C
8 - | Tavallinen 60 min C
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Mansikan kryokok eet

120 | SS-79 5-4 1 + | Tavallinen 30 min C
2 + | Tavallinen 45 min C
3 + | Tavallinen 60 min C
4 - | Tavallinen 60 min C
5 + | Tavallinen 45 min C
6 + | Tavallinen 60 min C
121 | POL-97 5-9 1 + | Tavallinen 20 min B
2 + | Tavallinen 30 min B
3 + | Tavallinen 40 min B
4 + | Tavallinen 50 min B
5 + | Tavallinen 60 min B
6 + | Tavallinen 70 min B
7 + | Tavallinen 80 min B
8 - | Tavallinen 80 min B
125 | KENT-1 5-38 1 + | Super Cool 45 min D
2 - | Super Cool 45 min D
3 + | Super Cool 60 min D
4 - | Super Cool 60 min D
5 + | Super Cool 45 min A
6 - | Super Cool 45 min A
7 + | Super Cool 60 min A
8 - | Super Cool 60 min A
126 | JON-55 5-23 1 + | Tavallinen 40 min C
2 + | Tavallinen 50 min C
3 + | Tavallinen 60 min C
4 + | Tavallinen 70 min C
5 + | Tavallinen 80 min C
6 + | Tavallinen 90 min C
7 + | Tavallinen 100 min C
8 - | Tavallinen 100 min C
128 | LINA-85 5-36 1 + | Tavallinen 45 min B
2 + | Tavallinen 60 min B
3 + | Tavallinen 80 min B
4 - | Tavallinen 80 min B
5 + | Tavallinen 45 min B
6 + | Tavallinen 60 min B
7 + | Tavallinen 80 min B
8 - | Tavallinen 80 min B
129 | POL-97 5-13 1 + | Tavallinen 40 min B
2 + | Tavallinen 60 min B
3 + | Tavallinen 80 min B
4 + | Tavallinen 40 min B
5 + | Tavallinen 60 min B
6 + | Tavallinen 80 min B
7 + | Tavallinen 110 min B
8 - | Tavallinen 110 min B
9 + | Tavallinen 120 min B
10 - | Tavallinen 120 min B
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130 | JON-55 5-23 1 + | Tavallinen 45 min O
2 + | Super Cool 45 min @)
3 + | Tavallinen 60 min B
4 + | Super Cool 60 min B
5 - | Super Cool 60 min B
6 + | Tavallinen 45 min O
7 + | Super Cool 45 min @)
8 + | Tavallinen 60 min B
9 + | Super Cool 60 min B
10 - | Super Cool 60 min B
131 | KENT-1 5-38 1 + | Tavallinen 45 min J
2 + | Super Cool 45 min J
3 + | Tavallinen 45 min K
4 + | Super Cool 45 min K
5 - | Super Cool 45 min J
6 - | Super Cool 45 min K
134 | POL-97 5-13 1 + | Tavallinen 60 min A
2 + | Tavallinen 60 min D
3 + | Tavallinen 60 min C
4 + | Tavallinen 60 min B
5 + | Tavallinen 60 min F
6 - | Tavallinen 60 min A
7 - | Tavallinen 60 min D
8 - | Tavallinen 60 min C
9 - | Tavallinen 60 min B
10 - | Tavallinen 60 min F
135 | SS-89 5-2 1 + | Tavallinen 60 min A
2 + | Tavallinen 60 min D
3 + | Tavallinen 60 min C
4 + | Tavallinen 60 min B
5 + | Tavallinen 60 min N
6 - | Tavallinen 60 min A
7 - | Tavallinen 60 min D
8 - | Tavallinen 60 min C
9 - | Tavallinen 60 min B
10 - | Tavallinen 60 min N
138 | JON-88 5-24 1 + | Tavallinen 45 min |
2 + | Super Cool 45 min I
3 + | Tavallinen 60 min I
4 + | Super Cool 60 min I
5 - | Tavallinen 60 min |
6 - | Super Cool 60 min I
139 | LINA-85 5-36 1 + | Tavallinen 60 min G
2 + | Super Cool 60 min G
3 + | Tavallinen 60 min H
4 + | Super Cool 60 min H
5 - | Super Cool 60 min G
6 - | Super Cool 60 min H
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142 | KO-80 5-16 1 + | Tavallinen 30 min G
2 + | Tavallinen 30 min H
3 + | Tavallinen 45 min G
4 + | Tavallinen 45 min H
143 | CAV-29 4-8 1 + | Tavallinen 45 min L
2 + | Tavallinen 45 min M
3 - | Tavallinen 45 min L
4 - | Tavallinen 45 min M
5 + | Tavallinen 45 min B
Kasittele-
6 maton 45 min P
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A%

1 viikko 2 viikkoa 3 viikkoa 4 viikkoa
Koe Tunnus | Kasvup. | Kasittely | LN | Silmuja | EI&a | Eloonjadmis% | Elda | Eloonjadmis% | Elaa | Eloonjaamis% | Elda | Eloonjaémis%
104 LINA-85 5-37 1 + 20 10 50,0 % 12 60,0 % 14 70,0 % 14 70,0 %
2 - 20 13 65,0 % 19 95,0 % 20 100,0 % 20 100,0 %
3 + 20 1 50% 0 0,0 % 0 0,0% 0 0,0 %
4 + 20 0 0,0 % 0 0,0 % 0 0,0 % 0 0,0 %
5 + 20 6 30,0 % 15 75,0 % 16 80,0 % 17 85,0 %
6 + 20 9 45,0 % 16 80,0 % 18 90,0 % 18 90,0 %
7 - 20 18 90,0 % 20 100,0 % 20 100,0 % 20 100,0 %
8 + 20 2 10,0 % 6 30,0 % 7 35,0 % 11 55,0 %
9 - 20 17 85,0 % 20 100,0 % 20 100,0 % 20 100,0 %
109 SS-5 3-89 1 + 20 9 45,0 % 14 70,0 % 19 95,0 % 19 95,0 %
2 + 20 13 65,0 % 17 85,0 % 19 95,0 % 19 95,0 %
3 + 20 13 65,0 % 17 85,0 % 19 95,0 % 19 95,0 %
4 + 20 11 55,0 % 16 80,0 % 16 80,0 % 16 80,0 %
5 - 20 16 80,0 % 19 95,0 % 19 95,0 % 19 95,0 %
112 POL-97 5-13 1 + 6 2 33,3 % 2 33,3 % 5 83,3 % 5 83,3 %
2 + 5 2 40,0 % 4 80,0 % 5 100,0 % 5 100,0 %
3 + 6 4 66,7 % 6 100,0 % 6 100,0 % 6 100,0 %
4 + 10 1 10,0 % 6 60,0 % 6 60,0 % 6 60,0 %
5 - 10 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
6 + 10 7 70,0 % 9 90,0 % 9 90,0 % 10 100,0 %
7 - 10 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
8 + 10 3 30,0 % 6 60,0 % 8 80,0 % 8 80,0 %
9 - 10 9 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
10 + 10 0 0,0 % 4 40,0 % 5 50,0 % 8 80,0 %
11 - 10 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
12 + 10 3 30,0 % 6 60,0 % 6 60,0 % 6 60,0 %
13 + 10 5 50,0 % 7 70,0 % 7 70,0 % 8 80,0 %
14 + 10 3 30,0 % 4 40,0 % 6 60,0 % 6 60,0 %
15 + 10 4 40,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
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16 + 6 3 50,0 % 5 83,3 % 6 100,0 % 6 100,0 %
17 - 6 6 100,0 % 6 100,0 % 6 100,0 % 6 100,0 %
18 + 6 3 50,0 % 5 83,3 % 5 83,3 % 5 83,3 %
19 - 5 5 100,0 % 5 100,0 % 5 100,0 % 5 100,0 %
20 + 6 4 66,7 % 6 100,0 % 6 100,0 % 6 100,0 %
21 - 6 6 100,0 % 6 100,0 % 6 100,0 % 6 100,0 %
115 JON-55 5-23 1 +] 20 |16 80,0 % 17 85,0 % 20 100,0 % 20 100,0 %
2 - 20 |18 90,0 % 20 100,0 % 20 100,0 % 20 100,0 %
3 +] 20 |13 65,0 % 17 85,0 % 20 100,0 % 20 100,0 %
4 - 20 |19 95,0 % 20 100,0 % 20 100,0 % 20 100,0 %
5 +] 20 8 40,0 % 16 80,0 % 18 90,0 % 18 90,0 %
6 - 21 |20 95,2 % 21 100,0 % 21 100,0 % 21 100,0 %
7 +] 20 |14 70,0 % 17 85,0 % 20 100,0 % 20 100,0 %
8 - 19 119 100,0 % 19 100,0 % 19 100,0 % 19 100,0 %
120 SS-79 5-4 1 +] 20 6 30,0 % 14 70,0 % 17 85,0 % 17 85,0 %
2 +| 20 |12 60,0 % 19 95,0 % 19 95,0 % 20 100,0 %
3 +] 20 |15 75,0 % 19 95,0 % 20 100,0 % 20 100,0 %
4 - 12 |12 100,0 % 12 100,0 % 12 100,0 % 12 100,0 %
5 + 21 2 9,5 % 9 42,9 % 15 71,4 % 17 81,0 %
6 + 21 5 23,8 % 14 66,7 % 16 76,2 % 18 85,7 %
121 POL-97 5-9 1 + 10 2 20,0 % 3 30,0 % 6 60,0 % 7 70,0 %
2 + 10 3 30,0 % 6 60,0 % 7 70,0 % 7 70,0 %
3 + 10 2 20,0 % 4 40,0 % 5 50,0 % 6 60,0 %
4 + 10 5 50,0 % 8 80,0 % 9 90,0 % 9 90,0 %
5 + 10 7 70,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
6 + 10 4 40,0 % 8 80,0 % 9 90,0 % 9 90,0 %
7 + 10 9 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
8 - 10 |10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
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125 KENT-1 5-38 1 + 10 1 10,0 % 5 50,0 % 6 60,0 % 7 70,0 %
2 - 10 10| 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
3 + 10 3] 30,0% 6 60,0 % 7 70,0 % 7 70,0 %
4 - 10 8 | 80,0% 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
5 + 10 1 10,0 % 3 30,0 % 6 60,0 % 7 70,0 %
6 - 10 10| 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
7 + 10 2| 20,0% 5 50,0 % 7 70,0 % 7 70,0 %
8 - 10 8 | 80,0% 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
126 JON-55 5-23 1 + 10 3| 30,0% 8 80,0 % 9 90,0 % 10 100,0 %
2 + 10 3] 30,0% 5 50,0 % 9 90,0 % 10 100,0 %
3 + 10 5] 50,0% 7 70,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
4 + 10 6 | 60,0% 9 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
5 + 10 8| 80,0% 9 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
6 + 10 71 70,0% 8 80,0 % 9 90,0 % 9 90,0 %
7 + 10 91 90,0% 9 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
8 - 10 91 90,0% 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
128 LINA-85 5-36 1 + 10 4 | 40,0% 7 70,0 % 9 90,0 % 9 90,0 %
2 + 10 8| 80,0% 9 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
3 + 10 10| 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
4 - 10 10| 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
5 + 10 4| 40,0% 6 60,0 % 7 70,0 % 8 80,0 %
6 + 10 71 70,0% 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
7 + 10 8| 80,0% 9 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
8 - 10 10| 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
129 POL-97 5-13 1 + 10 71 70,0% 9 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
2 + 10 8 | 80,0% 9 90,0 % 9 90,0 % 9 90,0 %
3 + 10 9] 90,0% 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
4 + 10 6 | 60,0% 8 80,0 % 8 80,0 % 8 80,0 %
5 + 10 6 | 60,0% 9 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
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6 + 10 8 80,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
7 + 10 9 90,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
8 - 10 10| 100,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
9 + 10 6 60,0 % 90,0 % 9 90,0 % 10 100,0 %
10 10 9 90,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
130 JON-55 5-23 1 + 10 2 20,0 % 60,0 % 8 80,0 % 9 90,0 %
2 + 10 1 10,0 % 70,0 % 7 70,0 % 8 80,0 %
3 + 10 4 40,0 % 90,0 % 9 90,0 % 9 90,0 %
4 + 10 5 50,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
5 - 10 7 70,0 % 70,0 % 8 80,0 % 8 80,0 %
6 + 10 5 50,0 % 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
7 + 10 4 40,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
8 + 10 8 80,0 % 90,0 % 9 90,0 % 9 90,0 %
9 + 10 3 30,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
10 - 10 10 | 100,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
131 KENT-1 5-38 1 + 20 1 5,0 % 30,0 % 8 40,0 % 12 60,0 %
2 + 20 3 15,0 % 35,0 % 8 40,0 % 11 55,0 %
3 + 20 2 10,0 % 30,0 % 6 30,0 % 9 45,0 %
4 + 20 1 50 % 45,0 % 11 55,0 % 14 70,0 %
5 10 9 90,0 % 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
6 10 10 | 100,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
134 POL-97 5-13 1 11 9 81,8 % 100,0 % 11 100,0 % 11 100,0 %
2 11 6 54,5 % 63,6 % 10 90,9 % 10 90,9 %
3 11 7 63,6 % 81,8 % 10 90,9 % 10 90,9 %
4 11 8 72,7 % 81,8 % 9 81,8 % 10 90,9 %
5 11 8 72,7 % 72,7 % 11 100,0 % 11 100,0 %
6 10 10 | 100,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
7 10 10| 100,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
8 10 10 | 100,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
9 10 10 | 100,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
10 10 10 | 100,0 % 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
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135 S$S-89 5-2 1 + 10 8 80,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
2 + 10 6 60,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
3 + 10 4 40,0 % 8 80,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
4 + 10 6 60,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
5 + 10 6 60,0 % 8 80,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
6 - 10 10| 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
7 - 10 9 90,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
8 - 10 8 80,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
9 - 10 10| 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
10 - 10 10| 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
138 JON-88 5-24 1 + 20 8 40,0 % 15 75,0 % 18 90,0 % 18 90,0 %
2 + 20 13| 650% 14 70,0 % 19 95,0 % 19 95,0 %
3 + 20 17] 850% 17 85,0 % 17 85,0 % 18 90,0 %
4 + 20 12| 60,0% 19 95,0 % 20 100,0 % 20 100,0 %
5 - 11 10| 90,9% 11 100,0 % 11 100,0 % 11 100,0 %
6 - 11 11] 100,0 % 11 100,0 % 11 100,0 % 11 100,0 %
139 LINA-85 | 5-36 1 + 10 3 30,0 % 3 30,0 % 3 30,0 % 3 30,0 %
2 + 10 5 50,0 % 6 60,0 % 9 90,0 % 9 90,0 %
3 + 10 7 70,0 % 8 80,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
4 + 10 6 60,0 % 6 60,0 % 8 80,0 % 5 50,0 %
5 - 5 5] 100,0 % 5 100,0 % 5 100,0 % 5 100,0 %
6 - 5 5] 100,0 % 5 100,0 % 5 100,0 % 4 80,0 %
142 KO-80 5-16 1 + 20 3 15,0 % 7 35,0 % 8 40,0 % 9 45,0 %
2 + 20 2 10,0 % 4 20,0 % 5 25,0 % 5 25,0 %
3 + 20 8 40,0 % 11 55,0 % 12 60,0 % 12 60,0 %
4 + 20 6 30,0 % 8 40,0 % 8 40,0 % 8 40,0 %
143 CAV-29 4-8 1 + 19 5 26,3 % 10 52,6 % 13 68,4 % 13 68,4 %
2 + 20 4 20,0 % 12 60,0 % 12 60,0 % 13 65,0 %
3 - 10 10| 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
4 - 11 10 90,9 % 11 100,0 % 11 100,0 % 11 100,0 %
5 + 10 2 20,0 % 5 50,0 % 6 60,0 % 9 90,0 %
6 10 10] 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 % 10 100,0 %
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Versoja Jakamalla | Jakautumis- Jakautumiskeskiarvo
Koe | Tunnus | Kasvup. | K3s. | LN | Silmuja | Versoontuneita | Versoontumis% | ennen jakoa saatu keskiarvo | suhteessa kaikkiin silmuihin
104 | LINA-85| 5-37 1 + 20 5 25,0 % 4 59 14,8 3,0
2 - 20 10 50,0 %
3 + 20 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
4 + 20 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
5 + 20 3 15,0 % 3 171 57,0 8,6
6 + 20 4 20,0 % 2 38 19,0 1,9
7 - 20 13 65,0 %
8 + 20 8 40,0 % 3 77 25,7 3,9
9 - 20 17 85,0 %
109| SS-5 3-89 1 + 20 3 15,0 % 1 143 143,0 7,2
2 + 20 11 55,0 % 5 833 166,6 41,7
3 + 20 5 25,0 % 0 0 0,0 0,0
4 + 20 1 5,0 % 0 0 0,0 0,0
5 - 20 3 15,0 %
112 | POL-97 | 5-13 1 + 6 2 33,3 % 2 414 207,0 69,0
2 + 5 3 60,0 % 3 384 128,0 76,8
3 + 6 2 33,3 % 2 352 176,0 58,7
4 + 10 5 50,0 % 3 431 143,7 43,1
5 - 10 6 60,0 %
6 + 10 9 90,0 % 2 214 107,0 21,4
7 - 10 9 90,0 %
8 + 10 5 50,0 % 4 373 93,3 37,3
9 - 10 7 70,0 %
10 | + 10 7 70,0 % 7 557 79,6 55,7
11 - 10 7 70,0 %
12 | + 10 3 30,0 % 3 248 82,7 24,8
13 | + 10 6 60,0 % 6 372 62,0 37,2
14 | + 10 4 40,0 % 4 358 89,5 35,8
15 | + 10 2 20,0 % 2 163 81,5 16,3
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16 | + 6 4 66,7 % 3 382 127,3 63,7
17 - 6 3 50,0 %
18 | + 6 1 16,7 % 1 375 375,0 62,5
19 - 5 3 60,0 %
20 | + 6 3 50,0 % 2 188 94,0 31,3
21 - 6 3 50,0 %

115 | JON-55 | 5-23 1 +] 20 15 75,0 % 10 1098 109,8 54,9
2 - 20 6 30,0 %
3 +] 20 15 75,0 % 6 1193 198,8 59,7
4 - 20 12 60,0 %
5 +]1 20 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
6 - 21 2 9,5 %
7 +] 20 2 10,0 % 0 0 0,0 0,0
8 - 19 0 0,0 %

120| SS-79 | 54 1 +] 20 5 25,0 % 6 846 141,0 42,3
2 +] 20 6 30,0 % 6 751 125,2 37,6
3 +] 20 6 30,0 % 3 74 24,7 3,7
4 - 12 7 58,3 %
5 +] 21 9 42,9 % 5 435 87,0 20,7
6 +] 21 10 47,6 % 7 981 140,1 46,7

121| POL-97 | 59 1 + 10 8 80,0 % 2 198 99,0 19,8
2 + 10 8 80,0 % 4 271 67,8 27,1
3 + 10 10 100,0 % 5 451 90,2 451
4 + 10 9 90,0 % 6 925 154,2 92,5
5 + 10 12 120,0 % 7 734 104,9 73,4
6 + 10 11 110,0 % 6 400 66,7 40,0
7 + 10 2 20,0 % 9 264 29,3 26,4
8 - 10 5 50,0 %
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125 | KENT-1| 5-38 1 + 10 1 10,0 % 0 0 0,0 0,0
2 - 10 9 90,0 %
3 + 10 5 50,0 % 2 254 127,0 254
4 - 10 7 70,0 %
5 + 10 3 30,0 % 3 260 86,7 26,0
6 - 10 7 70,0 %
7 + 10 6 60,0 % 5 233 46,6 23,3
8 - 10 10 100,0 %

126 | JON-55 | 5-23 1 + 10 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
2 + 10 2 20,0 % 2 141 70,5 14,1
3 + 10 4 40,0 % 4 246 61,5 24,6
4 + 10 3 30,0 % 3 306 102,0 30,6
5 + 10 6 60,0 % 3 167 55,7 16,7
6 + 10 7 70,0 % 5 265 53,0 26,5
7 + 10 5 50,0 % 2 541 270,5 54,1
8 - 10 8 80,0 %

128 | LINA-85| 5-36 1 + 10 4 40,0 % 1 301 301,0 30,1
2 + 10 2 20,0 % 1 132 132,0 13,2
3 + 10 4 40,0 % 1 307 307,0 30,7
4 - 10 4 40,0 %
5 + 10 6 60,0 % 3 686 228,7 68,6
6 + 10 3 30,0 % 2 83 41,5 8,3
7 + 10 6 60,0 % 1 105 105,0 10,5
8 - 10 4 40,0 %

129 | POL-97 | 5-13 1 + 10 1 10,0 % 2 174 87,0 17,4
2 + 10 3 30,0 % 0 0 0,0 0,0
3 + 10 1 10,0 % 4 284 71,0 28,4
4 + 10 2 20,0 % 1 146 146,0 14,6
5 + 10 3 30,0 % 4 289 72,3 28,9
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6 + 10 2 20,0 % 1 106 106,0 10,6
7 + 10 1 10,0 % 5 1026 205,2 102,6
8 - 10 2 20,0 %
9 + 10 0 0,0 % 6 735 122,5 73,5
10 10 3 30,0 %

130 | JON-55 | 5-23 1 + 10 3 30,0 % kontamin.
2 + 10 2 20,0 % kontamin.
3 + 10 1 10,0 % 0 0 0,0 0,0
4 + 10 1 10,0 % 1 284 284.,0 28,4
5 - 10 0 0,0 %
6 + 10 6 60,0 % kontamin.
7 + 10 5 50,0 % 3 276 92,0 27,6
8 + 10 1 10,0 % 0 0 0,0 0,0
9 + 10 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
10 - 10 3 30,0 %

131 | KENT-1| 5-38 1 + 20 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
2 + 20 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
3 + 20 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
4 + 20 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
5 10 3 30,0 %

6 10 2 20,0 %

134 | POL-97 | 5-13 1 11 7 63,6 % 7 425 60,7 38,6
2 11 3 27,3 % 2 98 49,0 8,9
3 11 4 36,4 % 8 1086 135,8 98,7
4 11 5 455 % 5 463 92,6 42 1
5 11 7 63,6 % 0 0 0,0 0,0
6 10 8 80,0 %

7 10 9 90,0 %
8 10 6 60,0 %
9 10 9 90,0 %
10 10 6 60,0 %
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135| SS-89 | 5-2 1 10 5 50,0 % 1 284 284,0 28,4
2 10 5 50,0 % 2 214 107,0 21,4
3 10 3 30,0 % 3 231 77,0 23,1
4 10 4 40,0 % 2 489 2445 48,9
5 10 4 40,0 % 2 138 69,0 13,8
6 10 8 80,0 %
7 10 5 50,0 %
8 10 8 80,0 %
9 10 5 50,0 %
10 10 9 90,0 %

138 | JON-88 | 5-24 1 20 10 50,0 % 9 1344 149,3 67,2
2 20 9 45,0 % 8 1513 189,1 75,7
3 20 6 30,0 % 6 651 108,5 32,6
4 20 6 30,0 % 3 349 116,3 17,5
5 11 7 63,6 %
6 11 3 27,3 %

139 | LINA-85| 5-36 1 10 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
2 10 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
3 10 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
4 10 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
5 5 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
6 5 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0

142 | KO-80 | 5-16 1 20 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
2 20 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
3 20 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0
4 20 0 0,0 % 0 0 0,0 0,0

143 | CAV-29 | 4-8 1 19 7 36,8 % 7 389 55,6 20,5
2 20 3 15,0 % 3 102 34,0 5,1
3 10 8 80,0 %
4 11 5 45,5 %
5 10 3 30,0 % 806 268,7 80,6
6 10 10 100,0 %
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