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Opinnaytetyon toimeksiantajana toimi Boreal Kasvinjalostus Oy. Tyon kaytdnnon osuus
suoritettiin Borealin Jokioisissa sijaitsevassa solukkolaboratoriossa. Opinnéytetyon ta-
voitteena oli tutkia yrityksella kéytdssa olevaa kevétvehnan ponsiviljelymenetelméa ja
kehittad saatujen tulosten perusteella véhdvaiheinen sekd nopea viljelymenetelmd, joka
tuottaa hyvin kaksoishaploideja kasveja. Tarkoituksena oli verrata ponsiviljelymenetel-
massé kéytettavia kasvualustoja ja vaihtoehtoisia suoritustapoja seka arvioida niiden vai-
kutusta menetelmén kaytettavyyteen sekd alkioiden ja vihreiden versojen saantoon. Opin-
naytetyon kaytannon osuus suoritettiin kuuden tutkimustehtdvan avulla. Tyossé kaytetty
aineisto koostui kahdesta Borealin kevatvehnélajikkeesta seké seitsemasta jalostusohjel-
man linjasta. Opinn&ytety0 on osittain salassa pidettava ja luottamuksellinen aineisto on
poistettu julkisesta raportista.

Kéytdnnon osuudesta saadut tulokset jdivat vahaisiksi. Optimointiin kaytetty aineisto
tuotti huonosti seké alkioita, ettd vihreitd versoja. Tdman liséksi suurin osa kehittyneista
alkioista ja aikaisessa kehitysvaiheessa olleista versoista kuivuivat kasvatusalustalle.
Tasta johtuen potentiaalisten alkioiden kehitys ei edennyt versovaiheeseen, joka vaikutti
osaltaan tulosten véhyyteen.

alhaiseksi luotettavien ja perusteltujen johtopéd&tosten tekemisté varten. Kaikki opinndy-
tetyossd maaritellyt tutkimustehtdvat vaativat lisdtutkimusten suorittamista. Lisatutki-
muksia suoritettaessa tulee kiinnittaa erityista huomiota kaytettdvaan aineistoon. Aineis-
ton tulee olla tdmén opinndytetydn aineistoa laajempi ja sen tulee koostua lajikkeista,
joiden tuottavuus on tunnetusti hyva. Talléin todenndkdisyys riittavien tulosten saantiin
kasvaa huomattavasti.
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ABSTRACT
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PEKKARINEN, SONJA:
Spring Wheat Anther Culture
Method Optimization

Bachelor's thesis 45 pages, appendices 4 pages
December 2018

The thesis was conducted for Boreal Kasvinjalostus Oy's cell culture laboratory. The aim
of this thesis was to study the anther culture method used at Boreal and to develop a
simple and quick cultivation method with good yield based on the results. The purpose
was to test alternative methods of execution and to compare three different culture medi-
ums as well as to evaluate their impact on the usability and yield of the method. The thesis
is partly confidential. All the confidential material has been removed from the published
version of the report.

The practical part of the thesis was carried out with six different research tasks. Two
official spring wheat cultivars and seven different crossovers were used as the research
material in this thesis.

The aim of the thesis was not achieved. The results gained from the research tasks were
low since the number of green sprouts remained low. As a result, reliable conclusions
could not be drawn. All the research tasks require further studies. Special attention should
be paid to the quality and the amount of the material used. The number of anthers insu-
lated should be higher and only cultivars with a good ability to produce sprouts should be
used.

Key words: spring wheat, anther culture, double haploid, androgenesis
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1 JOHDANTO

Kasvinjalostuksella tarkoitetaan kasvien ominaisuuksien muokkaamista kéayttétarkoituk-
seen sopivammiksi. Jalostuksen ldhtékohtana on kasvien geneettinen monimuotoisuus
(Puolimatka & Pauk 1998, 7.) seka haluttuja ominaisuuksia ilmentévien yksiléiden va-
linta. Tavoiteltavia ominaisuuksia voivat olla esimerkiksi satoisuus, aikaisuus ja hyvat
korsiominaisuudet. Luonnossa esiintyvan vaihtelun ja valintajalostuksen liséksi nykyai-
kaisessa jalostuksessa on otettu avuksi risteyttdminen. Haluttuja ominaisuuksia ilmenta-
via yksiloita risteyttdmalld saadaan luotua tehokkaasti uusia perintétekijayhdistelmia ja
edelleen uusia lajikkeita eri kayttotarkoituksiin. (Luonnonvarakeskus 2016.)

Risteyttdminen alkaa valitsemalla sopivat risteytysvanhemmat. Valinta tehdéén kasvien
ilmentdmien ominaisuuksien perusteella. Risteyttdminen tapahtuu pélyttamalla emokasvi
toisesta kasvista keréatylla siitepolylla. Risteytyksesta saatavista risteytysjélkeldisista va-
litaan parhaiten haluttuja ominaisuuksia ilmentavat yksilot, jotka jatkavat jalostusproses-
sissa. Uuden lajikkeen jalostusprosessi kestda 10 — 15 vuotta. (Boreal Kasvinjalostus Oy
n.d.)

Vehna (Triticum aestivum) on yksi yleisimmistd Suomessa sekd maailmalla viljeltavista
viljoista. Kyseessé on itsepolytteinen viljelykasvi, joka jaetaan lajikkeen kasvumuodon
perusteella syys- ja kevatvehnaan. Syysvehna kylvetddn maahan syksylla ja se talvehtii
pellossa oraana ennen kevaélla alkavaa kasvukautta. Kevatvehnd on kasvumuodoltaan

yksivuotinen ja se kylvetaan peltoon kevaalla kasvukauden alkaessa.

Opinndytety6 tehd&an Jokioisissa sijaitsevan Boreal Kasvinjalostus Oy:n solukkolabora-
toriolle. Boreal on vuonna 1994 perustettu yritys, joka syntyi Maatalouden Tutkimuskes-
kuksen ja Hankkijan kasvinjalostuslaitosten yhdistyessa. Boreal jalostaa peltokasvilajik-
keita pohjoisiin kasvuolosuhteisiin. Tarkeimpi& jalostettavia kasveja ovat viljat, harka-
papu, herne seka nurmi- ja 6ljykasvit. (Boreal Kasvinjalostus Oy n.d.) Yrityksen soluk-
kolaboratoriossa suoritetaan sek& ponsi- ettd mikrosporiviljelyd. Tassé opinndytetydssa

késitelladn kevatvehnan ponsiviljelymenetelmaa.

Ponsiviljelylla tarkoitetaan laboratorio-olosuhteissa suoritettavaa viljelyd, jossa kasvin

ponnet keratadn emokasvien tahkista. Ponsi on kasvin siitepdlyn siséltavé osa. Verso on
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yleisnimitys kasvin maanpéaalliselle osalle, johon kuuluvat varsi, lehdet ja kasvin lisaan-
tymiseen liittyvat rakenteet. Kasvatusalustalla eristetyt ponnet muodostavat alkioraken-
teita. Kehittyneet alkiorakenteet siirretddn sopivan kokoisina uudelle alustalle, jossa ne

kehittyvét edelleen versoiksi.

Opinndytetyon tavoitteena on tutkia kaytdssé olevaa ponsiviljelymenetelmaa ja kehittaa
uusi, tehokkaampi menetelma. Tarkoituksena on verrata ponsiviljelymenetelmassa kay-
tettdvid kasvatusalustoja ja suoritustapoja, seké arvioida niiden vaikutusta menetelmén
kaytettavyyteen ja saantoon. Opinnéytety6té varten suunniteltiin kuusi erillista tutkimus-

tehtavaa.

Opinnaytety6 on osittain salassa pidettdva ja siité laaditaan kaksi erillista kirjallista ver-
siota. Opinndytetyon julkaistavasta versiosta jatetdan pois menetelméaa seké siina kaytet-

tavid materiaaleja koskevat yksityiskohdat.



2 SIEMENKASVIEN ELINKAARI

2.1 Siemenkasvin rakenne

Siemenkasvit ovat sammaleiden ja sanikkaisten kanssa versokasveihin kuuluvia, sieme-
nien avulla lisddntyvié kasveja. Siemenkasvit jaetaan paljas- ja koppisiemenisiin kasvei-
hin hedelmén rakenteen perusteella. Vehna kuuluu koppisiemenisiin, yksisirkkaisiin kas-
veihin. Yksisirkkaisen kasvin taimelle kehittyy vain yksi alkeislehti. (Fagerstedt, Linden,
Santanen & Véinola 2008, 9.)

Siemenkasvin rakenne jaetaan siséiseen eli anatomiseen ja ulkoiseen eli organologiseen
rakenteeseen. Kaikkien kasvien rakenteiden taustalla ovat solut. Kasvisolut kuuluvat ai-
totumallisiin, eli eukaryootteihin soluihin, jotka ovat kooltaan 5 — 300 um (Nabors 2004,
29). Kasvisolut ovat kooltaan keskimaarin 10 — 100 pum. Kasvisolujen rakenne koostuu
soluseinasta ja protoplastista. Protoplasti on yhteisnimitys solun siséll6lle ja siihen lukeu-
tuvat solukalvo, solulima seké solunesteontelo eli vakuoli. Soluelimet, kuten mitokond-
riot ja plastidit sek& tuma sijaitsevat solulimassa. (Nabors 2004, 30 — 35, Fagerstedt ym.
2008, 13.) Keskenddn samanlaiset kasvisolut muodostavat solukoita, jotka toimivat kas-

vien rakenteiden perustana (Fagerstedt ym. 2008, 35).

Solun tuma on yksi solun tarkeimmisté osista, silla se siséltad solun geneettisen tiedon.
Tuman ymparilla on kaksinkertainen tumakalvo, jolla on kyky l&pdista molekyyleja. Tu-
makalvon sisélla on tumalima, jossa tuman kromosomit ja tumajyvanen sijaitsevat. (Fa-
gerstedt ym. 2008, 16.) Kromosomit sisaltavat kasvin geenit, jotka koostuvat DNA:sta eli
deoksiribonukleiinihaposta. DNA on kiertynyttd molekyylirihmaa, joka koostuu kahdesta

rinnakkain toisiinsa sitoutuneesta juosteesta. (Nabors 2004, 31.)

Ulkorakenteeltaan siemenkasvi jaetaan juuriin, varteen ja lehtiin. Loput kasvien tarvitse-
mat elimet kuten kukat, kehittyvét peruselinten aiheista. Juuret, varsi, johtosolukko ja
lehdet vastaavat kasvin veden- ja ravinteiden saannista, niiden kuljetuksesta ja varastoin-
nista seka yhteyttdmisesta. (Fagerstedt ym. 2008, 35; 61.) Kasvin yhteyttdmiskyvysta ker-
too lehtien ja varren vihred véri, joka on perdaisin kasviyksilon viherhiukkasista. Kasviyk-

silo, joka ei kykene yhteyttdmaan on vériltdan valkoinen viherhiukkasten puuttumisen
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seurauksena. Téllaista yhteyttamiskyvytontd kasviyksiloda kutsutaan albiinoksi. Viher-
hiukkasten puutteen seurauksena yksilo on elinkykyinen vain keinotekoisissa kasvuolo-
suhteissa, jossa se saa ravintonsa ravinneliuoksesta. (Makowska & Oleszczuk 2013, 386.)

Siemenkasveihin luettavilla viljakasveilla, kuten vehnélla kukinto kehittyy varren yla-
osassa sijaitsevaan tdhk&an. Kukinto koostuu verho-, emi- ja hedelehdista. (Fagerstedt
ym. 2008, 35; 61.) Vehna on kaksineuvoinen kasvi, silld samassa kukassa on seka heteité,
ettd emeja (\VVaananen 1967, 38).

Emi on kukan munasolut tuottava naaraspuolinen siitoslehti, joka sijaitsee kukan kes-
kelld. Emin alempaa, siemenaiheet siséltavad tyviosaa kutsutaan sikidimeksi. Siitepdlyn
vastaanottavaa yldosaa kutsutaan luotiksi. Emia vastaava, kasvin koiraspuolinen siitos-
lehti on hede. Hede koostuu heteen varresta palhosta sek& ponnesta. Ponsi on kiinni pal-

hon pédssé ja se sisaltad kasvin siitepdlyn. (Fagerstedt ym. 2008, 63.)

2.2 Siemenkasvin sykli ja suvullinen lisadntyminen

Kasvin lisdantyminen voi tapahtua suvullisesti hedelmgittymaélla tai suvuttomasti kasvul-
listen osien avulla kloonautumalla. Siemenkasvien lisdantyminen on suvullista lisaénty-
mistd. Suvullisen lisdédntymisen etuna on uusien perintotekijayhdistelmien jatkuva synty-
minen. Sen seurauksena kasvilajin geneettinen monimuotoisuus lisdéntyy johtaen kasvi-

lajin jatkuvaan kehitykseen. (Fagerstedt ym. 2008, 123.)

Kasvin luontainen elinkaari jaetaan kahteen vaiheeseen, sporofyyttiseen ja gametofyytti-
seen. Sporofyyttisella vaiheella tarkoitetaan suvullisen lisddntymisen vaihetta. Suvulli-
sessa lisdadntymisessé kasvit saavat alkunsa tsygootista, kasvin hedelmdgittyneesta muna-
solusta. (Opetushallitus n.d.) Munasolun hedelmaditys tapahtuu, kun koiraspuolisen kas-
vin heteiden ponsissa kehittynyt siitepdly kulkeutuu naaraspuolisen kasvin emin luotille.
Luotti vastaanottaa siitepdlyn ja sen sisaltamét gameetit eli sukusolut. (Schwartz, DeBuhr
& Addelson 2009.) Hedelmdéityksen jélkeen tsygootin kehitys jatkuu ja siité kehittyy al-
kio. Alkion kehitys johtaa siemenen itdmisen jalkeen uuden kasviyksilon kehitykseen.
(Fagerstedt ym. 2008, 123.)
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Kasvien sukusolut, gameetit ja munasolut sisaltavat yksinkertaisen kromosomiston eli ne
ovat haploideja (n). Niiden yhdistyessé hedelmoityksessa syntyva tsygootti on kromo-
somistoltaan kaksinkertainen eli diploidi (n + n = 2n). (V&&nénen 1967, 36.)

Sporofyyttista vaihetta seuraa gametofyyttinen vaihe, jossa muodostuu sukusoluja. Ga-
metofyyttinen vaihe alkaa reduktiojaosta eli meioosista. Meioosissa tuma jakautuu ja su-
kusolujen kromosomisto puolittuu haploidiksi kromosomiluvuksi. (Puolimatka & Pauk
1998, 7.) Meioosin ensimmaisessa jakautumisessa vastinkromosomit eli diploidisen so-
lun toisiaan vastaavat kromosomit eroavat toisistaan ja kromosomiluku puolittuu. Mei-
oosin toinen jakautuminen on mitoosin kaltainen. Siiné yksilon solut jakautuvat ja jatka-
vat kehitysta ilman, ettd kromosomiluku muuttuu. Kehitys etenee kypsiksi sukusoluiksi.
(Halkka 2001.)

2.3 Mikrosporien ja siitepOlyhiukkasten kehitys

Mikrosporilla tarkoitetaan kasvin siitepdlyhiukkasen esiastetta, joka kehittyy meioosin
jalkeen gametofyyttivaiheessa. Mikrosporit syntyvat ponnen sporogeenisesté diploidista
solukosta ja niiden kehittymistd kutsutaan mikrosporogeneesiksi. (Puolimatka & Pauk
1998, 8.) Mikrosporogeneesissa diploidiset sporogeeniset solut jakautuvat meioosin seu-
rauksena ja tuottavat haploideja siitepdlyhiukkasten emosoluja. Emosolut eli mikrosporit
jakautuvat meioosin seurauksena neljaksi haploidiseksi mikrosporiksi. Mikrosporoge-
neesi paattyy yksisoluisten haploidien mikrosporien muodostumiseen. (University of Lei-

cester n.d.)

Mikrosporien gametogeneesissa eli sukusolujen muodostumisessa yksisoluinen mikro-
spori kehittyy kypsaksi, sukusolut sisaltavaksi gametofyytiksi (University of Leicester
n.d). Yksitumaisen mikrosporin tuma siirtyy mikrosporin seindméa vasten ja jakautuu
mitoosissa. Jakautumisen seurauksena syntyy suuri vegetatiivinen ja pienempi generatii-
vinen tuma. (Puolimatka & Pauk 1998, 9.) Vegetatiivinen tuma ohjaa siiteputken kasvua
siitepOlyn itéessa (Fagerstedt ym. 2008, 128 — 129). Ensimmadisen jakautumisen jalkeen
generatiivinen tuma irrottautuu siitepélyhiukkasen seindmaésta ja jakautuu edelleen kah-
deksi uudeksi generatiiviseksi tumaksi. Talloin siitepolyhiukkasen sisdén syntyy kaksi

sukusolua. (University of Leicester n.d.)
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Hedelmoityksessa vegetatiivinen tuma kasvattaa siiteputken, jonka seurauksena genera-
tiiviset tumat paasevéat tekemaan hedelmoityksen. Hedelmoityksessé toinen generatiivi-
nen tuma yhdistyy alkiorakossa diploidiseen tumaan, johtaen endospermin eli ravintoso-
lukon kehittymiseen. Toinen tuma yhdistyy munasoluun muodostaen diploidisen tsygoo-
tin. (Puolimatka & Pauk 1998, 9.)

Solukkoviljelylla tarkoitetaan keinotekoisella kasvualustalla suoritettavaa viljelyd, joka
perustuu totipotentteihin kasvisoluihin. Totipotentilla kasvisolulla on kyky erilaistua
miksi tahansa kasvin soluksi. (Lappalainen 2016.) Solukkoviljelyn avulla mikrosporien
luonnollista kehitysreittid voidaan muuttaa gametofyyttisestd sporofyyttiseen kehityk-
seen, jolloin siitepdlyn sijasta mikrosporit saadaan erilaistumaan kalluksen tai alkiora-
kenteen kautta haploidiksi kasviksi (Raj n.d.). Kalluksella tarkoitetaan kasvin erilaistu-
matonta ja jakautumiskykyistd haavasolukkoa. Tapahtumaketjua kutsutaan androgenee-
siksi. (Puolimatka & Pauk 1998, 9.)

Androgeneesissd mikrosporien kehitys voi kulkea kahta eri reittid. Ensimmaisessa reitissa
tumanjakautuminen tapahtuu kuten luonnollisessa mikrosporin kehityksessa ja alkiora-
kenne voi l&hted kehittymaan joko generatiivisesta tai vegetatiivisesta tumasta. Toisen
tuman kehityksen alkaessa toinen tuma surkastuu pois. Toisessa kehitysreitissa ensim-
maisessa jakautumisessa muodostuu kaksi solua, jotka molemmat kykenevat toimimaan
alkiorakenteen kehityksessa. (Puolimatka & Pauk 1998, 9.)

2.4 Kaksoishaploidia kasvinjalostuksessa

Kasvinjalostuksessa kédytetédan apuna haploidiaa. Kaksoishaploidilla kasvilla tarkoitetaan
kasviyksilog, jonka yksinkertainen perimd on kahdentunut. Kahdentuminen voi tapahtua
itsestdén spontaanisti tai kemiallisen kasittelyn seurauksena. (Puolimatka & Pauk 1998,
7.) Kaksoishaploidijalostus alkaa haploideista kasveista. Haploidit kasvit eivat ole taval-
lisesti elinkykyisid luonnossa, mutta niitd voidaan kasvattaa solukkoviljelylla laboratorio-
olosuhteissa. (Fagerstedt ym. 2008, 186.)

Kaksoishaploidi kasvi on homotsygootti (Puolimatka & Pauk 1998, 7). Homotsygootti
kasviyksild perii molemmilta emokasveiltaan saman alleelin. Alleelilla tarkoitetaan tietyn

geenin vaihtoehtoista muotoa eli vastintekijaa. Talléin kasviyksilolla on identtiset alleelit
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parillisen kromosomiston jokaisessa geenissa ja yksilo on kyseisen ominaisuuden suhteen

samaperintdinen. (Fagerstedt ym. 2008, 166.)

Kasvinjalostuksessa homotsygoottien yksildiden kohdalla puhutaan periméltaén yhtenéi-
sestd, puhtaasta linjasta. Kaksoishaploidiaa hyddynnetdaan kasvinjalostuksessa sillé se no-
peuttaa ja tehostaa jalostusprosessia huomattavasti. Kaksoishaploidimenetelman avulla
puhdas linja saadaan luotua jo risteytyksen jalkeisessd sukupolvessa. (Peltoniemi 2018.)
IiIman kaksoishaploidimenetelméaa puhdas linja saavutetaan 5 — 6 itsepdlytyssukupolven
kohdalla (Puolimatka & Pauk 1998, 8).
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3 KEVATVEHNAN PONSIVILJELYMENETELMA

Kaksoishaploideja kasveja voidaan tuottaa useilla eri menetelmill&. Yksi niistd on ponsi-
viljely. Ponsiviljelyll4 tarkoitetaan menetelmaé, jossa heteen ponnet eristetddn emokas-
vien tahkista ravintoalustalle. Ravintoalustalla ponsien siséltdméat mikrosporit alkavat ke-
hittya eri vaiheiden kautta uusiksi kasveiksi. Ponsiviljelyssé kaytettavat emokasvit kas-
vatetaan kasvihuoneolosuhteissa. Jotta kasveista saadaan mahdollisimman laadukkaita,
kaytetdan kasvatuksen aikana lannoitetta ja tarvittaessa torjunta-aineita parhaan mahdol-

lisen tuloksen takaamiseksi. (Koskinen 2018.)

Solukkoviljelyssé riskind on aina kontaminaatio. Kontaminaatiolla tarkoitetaan ei-toivo-
tun sienen, bakteerin tai muun ei-toivotun tekijan lasndoloa viljelyksessa. Kontaminaa-
tion tapahtumisen estéé parhaiten hyva laboratoriotydskentelytekniikka ja aktiivinen ha-
vainnointi. T&ll6in saastuneet yksilot voidaan poistaa viljelysta ajoissa varmistaen sa-

malla, ettd kontaminaatio ei levia eteenpdin. (Uosukainen 1996, 9.)

Steriilissa tyoskentelyssa tapahtuvan saastumisen lisdksi kontaminaatio on yhteydessé
emokasvien kasvatuksen aikana kasveissa vaikuttaviin tauteihin ja tuholaisiin. Yksi ylei-
simmista taudeista vehnid viljeltdessa on harman muodostuminen. Harméan aiheuttaa
sieni, joka muodostaa kasvin lehden pinnalle rihmastopeséakkeitd. Harmé viihtyy eritoten
tihe&ssa viljakasvustossa ja leviad itioina tuulen mukana. Harmaa torjutaan rikittamalla

kasvustoa kemiallisen torjunta-aineen avulla. (Farmit Website Oy n.d.)

3.1 Emokasvien kerdays ja esikasittely

Ennen ponsien eristdmistd emokasveista kerdtdan versot. Versojen kerdys suoritetaan tar-
kastelemalla jokainen verso yksitellen ja valitsemalla kerdysvalmiit yksilot. Verson ul-
koisista merkeista kerayksen yhteydessa tarkastellaan tdéhkan kokoa ja véria. Selkean vih-
red seka pullistunut verso antaa viitteitd sopivassa kasvuvaiheessa olevista mikrospo-
reista. (Koskinen 2018.) Ulkoisten merkkien lisaksi versojen kerdysvalmius voidaan maa-
rittdé tutkimalla ponsien solujen tumavaiheita mikroskoopin avulla. Sopivana tumavai-

heena pidetdédn myohéista yksitumavaihetta (Puolimatka & Pauk 1998, 13).
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Ituaukko sijaitsee mikrosporin seindmalld. Silla tarkoitetaan siitepdlyhiukkasen seindmén
ohentunutta kohtaa, josta siiteputki kasvaa. Erittdin aikaisessa tumavaiheessa olevan so-
lun tuma on sijoittuneena keskelle (kuvio 1, kuva 1). Kehityksen edetessa aikaiseen tu-
mavaiheeseen, tuma siirtyy seindmaa kohti ja ldhtee kiertdméaan sitd myoten poispéin itu-
aukosta (kuvio 1, kuva 2). Yksitumavaiheen ollessa puolivélissd tuma on siirtynyt seina-
méa pitkin neljasosan p&ahan ituaukosta. Kehityksen edetessd myohéiseen yksitumavai-
heeseen tuma siirtyy ituaukkoon ndhden mikrosporin toiselle puolelle (kuvio 1, kuva 3).
myo6hdisen yksitumavaiheen jélkeen tuma alkaa jakautua (kuvio 1, kuva 4). Tuman si-

jainnin lisaksi tumavaiheen méaéarittamisessa hyddynnetédan vakuolin kokoa. (Kasha, Si-
mion, Oro, Yao, Hu, & Carlson 2000).

KUVIO 1. Kuvattuna tuman liikkeet ituaukkoon n&hden aikaisesta yksitumavaiheesta
my®6hdiseen yksitumavaiheeseen ja lopulta solunjakautumiseen (kuvat 1 — 4)

Kerdyksen jalkeen versoille tehddan kylmékasittely. Kylmakasittelyn tavoitteena on toi-
mia yhtend stressitekijand ja muuttaa mikrosporien luonnollinen kehitysreitti gametofyyt-
tisestd sporofyyttiseen kehitykseen. (Tenhola-Roininen, Tanhuanpdd & Immonen 2005.)
Kylmaékasittelyn kesto on vahintédén 2 ja enintédén 4 viikkoa. (Puolimatka & Pauk 1998,
13).
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3.2 Kasvatusalustat

Kasvatusalustojen koostumus vaihtelee kyseessé olevan alustan mukaan. Induktio- ja re-
generaatioalustat valmistetaan punnitsemalla alustaa varten tarvittavat aineet, tekemalla
niisté liuos ja steriloimalla se autoklavoimalla tai steriilisuodatuksella. Regeneraatioalus-
taa varten tehtyyn liuokseen lisatdén agaria alustan kiinteyttdmiseksi. Steriloinnin jalkeen
induktioalusta jaetaan pulloihin ja siirretd&n kylméan parhaan séilyvyyden takaamiseksi.
90 ml regeneraatiomaljat valetaan pumppuannostelijalla ja jadhdytetdan. Valmiit re-
generaatiomaljat pakataan muoviin saastumisen estamiseksi ja sédilotddan huoneenldm-

mossa. (Boreal Kasvinjalostus Oy 2015.)

Juurtumisvaiheessa kaytettavaa juurtumisalusta valmistetaan induktio- ja regeneraatio-
alustojen tavoin punnitsemalla tarvittavat aineet ja liuottamalla ne. Juurtumisalusta steri-
loidaan ja valetaan muovisiin, kannellisiin rasioihin. Juurtumisalustan ja&hdyttya rasiat
séilytetddn huoneenlammaossé. Juurtumisvaiheessa kaytetdan rasioita, jotta versoilla on

riittavasti tilaa kasvaa. (Boreal Kasvinjalostus Oy 2015.)

Kasvatusalustojen kayttoikéd vaihtelee sen mukaan, mika alusta on kyseessa. Induktio-
alustan kayttoikana on pidetty noin 2 viikkoa. Regeneraatio- ja juurtumisalustat sailyvat

pidempéaan. (Koskinen 2018.)

3.3 Ponsien eristys induktiovaihetta varten

Ponsien eristyksessd kukasta poistetaan kaksi ulointa kaletta kukan kummaltakin puo-
lelta. Ponnet sijaitsevat kaleiden alla ja yhdessé kukassa niitd on yhteensa 6, 3 kummal-
lakin puolella (kuvio 2). Kukkia yhdessa tdhkassé on vaihteleva maara, keskimaarin 14
kappaletta. Ponnet irrotetaan kukasta nyppaamaélla ne kevyesti pinsettien karkien avulla
jane siirretddn nestemaistd induktioalustaa sisaltavélle maljalle. Nypinnén jalkeen induk-

tiomaljat siirretdan lampokasittelyyn. (Boreal Kasvinjalostus Oy 2015.)
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KUVIO 2. Ponsien sijainti tahkassa

Lampokasittelyn jalkeen induktiomaljat siirretadn matalampaan lampdétilaan (Boreal Kas-
vinjalostus Oy 2015). Ensimmaiset induktiomaljalle kehittyvét alkiorakenteet muodostu-
vat yleensé noin kolmen viikon kuluttua lampdékasittelyn loppumisesta. Noin kahdeksan
viikon kuluttua kaikki alkiorakenteet ovat muodostuneet ja induktiomaljat voidaan havit-
t&4, silla uusia alkioita ei en&a kehity. (Puolimatka & Pauk 1998, 13.)

3.4 Alkioiden siirto regeneraatiovaihetta varten

Kaikki alkioiden siirron vaiheet suoritetaan ponsien nypinnén tavoin aseptisesti laminaa-
rikaapissa. Ensimmainen alkioiden tarkastus tehd&&n kuukauden (x 2 pdivad) kuluttua
nypinnésta. Yleenséd ensimmaisessa tarkastuksessa siirrettavia alkioita on véhan, silla ne
eivat ole kehittyneet vield tarpeeksi suuriksi. Toinen tarkastus suoritetaan viikon kuluttua
ensimmaisestd. Siiné sopivan kokoiset alkiot siirretdédn ensimmaisen tarkastuksen kaltoin
regeneraatioalustalle ja siirtokoon alle ja&vat alkiot jatetd&n kasvamaan. Induktiomaljoille
tehtdva viimeinen tarkastus on poisheitto. Poisheiton yhteydessa suoritetaan maljaus.

(Boreal Kasvinjalostus Oy 2015.)
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Edelld mainittujen vaiheiden lisaksi jokaisen tarkastuksen yhteydessa suoritetaan alkioi-
den ruokinta. Ruokinta suoritetaan poistamalla induktiomaljalta automaattipipetin avulla
1 ml nestetté ja lisadmalla taméan jalkeen uutta ravintoliuosta 1 ml. Ruokinta suoritetaan
muiden tyOvaiheiden tapaan aseptisesti valttden maljojen saastumista. Alkioiden siirta-
misen jalkeen induktioalustat siirretddn takaisin pimeéan lampdkaappiin. Regeneraatio-

alustat puolestaan siirretaan valolliseen lampdkaappiin. (Boreal Kasvinjalostus Oy 2015.)

3.5 Juurtumisvaihe ja versojen siirto kasvihuoneelle

Juurtumisvaiheessa regeneraatiomaljalle kehittyneet vihreét versot siirretdén juurtumis-
alustaa siséltaviin rasioihin (Boreal Kasvinjalostus Oy 2015). Siirrettdvien versojen tulee
olla kooltaan riittdvan suuria, jotta niiden kehitys jatkuu uudelle alustalle siirrettaessa.

Vihreiksi versoiksi luetaan sellaiset versot, jotka ovat kokonaan vihreitd ja joilla on

selkeasti erotettava varsi ja lehti (kuvio 3). (Ulvinen 2018.)

KUVIO 3. Vihreita versoja regeneraatiomaljalla
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Rasiassa siirrettyjen versojen kasvu jatkuu ja niiden juuret alkavat kehittyd. Riittdvan suu-
riksi kehittyneet versot siirretdén kasvihuoneella multaan. Multaan siirto tapahtuu valit-
semalla sopivat yksil6t versojen joukosta ja istuttamalla ne tukevasti taimiruukkuihin. Is-
tutusvaiheessa verson juuret huuhdellaan huolellisesti jéljelle ja&neestd juurtumisalus-
tasta. (Boreal Kasvinjalostus Oy 2015.) Kasvihuoneella ruukut peitetddn muutamaksi vii-
koksi muovihupulla, jotta versot tottuvat kasvihuoneen ilmankosteuteen. Tdma vaihe on
tarked, koska juurtumisrasiassa vallitsevan suuren ilmankosteuden takia versot eivét ole
tottuneet séatelemaan ilmarakojansa. Totuttamisjakson aikana kasveja suihkutetaan ve-
delld, jotta liialta kuivumiselta valtytaan. (Puolimatka & Pauk 1998, 13 — 14.)

3.6 Kromosomiston kahdentuminen ja tuleentuminen

Kromosomiston kahdentuminen voi tapahtua spontaanisti tai se voidaan aikaansaada ke-
miallisen kasittelyn seurauksena. Useilla viljoilla spontaani kromosomiston kahdentumi-
nen on riittavaa ja kemialliselle kasittelylle ei ole tarvetta. (Koskinen 2018.) Kemiallista
kasittelya kaytetaan, kun spontaani kahdentuminen on véhdaista. Kemiallisessa kasitte-
lyssé voidaan kayttad kemikaalina esimerkiksi kolkisiinia, asenafteenia, trifluraliinia tai
oryzaliinia (Klima, Vyvadilov & Kucera 2008, 31). Kemikaalin ldsn&olo estd4 mitoosissa
tumasukkulan muodostumisen kokonaan tai aiheuttaa tumasukkulan purkautumisen. Té-
man seurauksena vastinkromosomit eivat erkane, vaan jaavat samaan tumaan. (Halkka
2003.) Talloin syntyy solu, jonka kromosomiluku on kaksinkertainen (Fagerstedt ym.
2008, 186).

Versojen kypsiksi kasvattaminen suoritetaan kromosomiston kahdentumisen jalkeen. On-
nistuneesti kaksinkertaistuneen kromosomiston seurauksena versoihin kehittyy paaverso-
jen lisaksi lisdantymiskykyisid, siemenid tuottavia sivuversoja (Puolimatka & Pauk 1998,
14). Viljojen kypsymisesté puhuttaessa kaytetdan kasitetta tuleentuminen. Tuleentumisen
yhteydessa viljat saavat niille ominaisen ruskean varin. Samalla viljan jyvét kypsyvét nii-

den sisuksien jahmettyessa. (Ruokatieto Yhdistys ry 2018.)
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4 TAVOITE, TARKOITUS JA TUTKIMUSTEHTAVAT

Opinnaytetyon tavoitteena on tutkia kaytdssa olevaa kevétvehndn ponsiviljelymenetel-
maa ja kehittaa saatujen tulosten perusteella vahavaiheinen seké nopea viljelymenetelma,
joka tuottaa hyvin kaksoishaploideja kasveja. Hyvan saannon omaavalla menetelmall&
ponsiviljelyn tehokkuus kasvaa huomattavasti vihreiden versojen méarén kasvaessa. Tar-
koituksena opinnaytetydssa on verrata ponsiviljelymenetelmassa kaytettavia kasva-
tusalustoja ja vaihtoehtoisia suoritustapoja seké arvioida niiden vaikutusta menetelmén

kaytettavyyteen ja saantoon.

Opinnaytety6ta varten suunniteltiin kuusi erillistd tutkimustehtavaa, jotka ovat

1) tutkia induktioalustan vanhenemista ja kayttoikaa

2) tutkia induktioalustan vahentdmisen vaikutusta saantoon
3) vertailla kolmea eri regeneraatioalustaa

4) tutkia alkioiden ruokinnan vaikutusta saantoon

5) maarittaa alkioiden optimaalinen siirtokoko

6) selvittdd maljauksen optimaalinen ajankohta.
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5 PONSIVILJELYMENETELMAN OPTIMOINTI

5.1 Esivalmistelut

Opinnaytety6té varten tarvittavat emokasvit kylvettiin viikolla 25. Tyossa kaytetty ai-
neisto sisélsi kahta varsinaista Borealin kevatvehnalajiketta, Bor A ja Bor B. Varsinaisten
lajikkeiden lisaksi kaytetyssa aineistossa oli mukana seitsemaésté eri risteytyksesta peréi-
sin olevia kasveja. Kyseiset kasvit on numeroitu niiden risteytysnumeron mukaan. Ky-
seiset risteytykset kuuluvat Borealin kevatvehnan jalostusohjelmaan. Kaikkiaan eri ris-
teytyksia oli yhteensd yhdeksan. Yhteen muoviruukkuun kylvettiin 3 siementd. Kasvu-
alustana ruukuissa kéytettiin Kekkilan Professional Substrate W HS R8030 taimiseosta.
Taimiseos sisdltdéd vaaleaa rahkaturvetta, hietasavea seké hiekkaa ja sen pH-arvo on 5,9
(Kekkil& Professional n.d.) Ensimmaiset viikot kastelu suoritettiin kastelukannulla ja kun
juuret ylsivat ruukun pohjalle saakka, siirryttiin altakasteluun. Kasveja lannoitettiin Kek-

kilan Professional Superex NPK 19-4-20 taimilannoitteella.

Kasvatuksen aikana kasveille annettiin lannoituslisa 15. elokuuta. Kasvihuoneessa ha-
vaittuja kirvoja varten tehtiin kaksi erillistd torjuntaa 6. ja 21. elokuuta. Ensimmaéisessa
torjunnassa kaytettiin deltametriinia siséltdvaa Bayerin Decis Mega EW 50 -torjunta-ai-
netta ja toisessa tau-fluvalinaattia sisaltavaa Adaman Mavrik 2 F -torjunta-ainetta. Edell&a
mainittujen tuholaistorjunta-aineiden lisaksi kasvihuoneessa kaytettiin rikitystd harman

torjuntaan.

Versojen kerdys aloitettiin viikolla 30 ja se suoritettiin yrityksen laatiman tyéohjeen mu-
kaisesti (Boreal Kasvinjalostus Oy n.d). Kerdyksen jalkeen versoille tehtiin kylméakasit-
tely, jonka pituus vaihteli noin 2 — 4 viikon vélilla. Kylmékasittelyn kesto taytti aina vaa-
dittavan minimipituuden. Joidenkin versojen kohdalla nypinta4 ei ehditty suorittaa laadi-
tussa aikataulussa, jolloin versot olivat kylmdssd noin nelja viikkoa. Liian kauan kyl-
massé olleet versot olivat ndivettyneitd ja osaan versojen lehdista oli muodostunut naky-

vaa hometta.

Opinndytetytssa kaytettavan induktio- ja regeneraatioalustat valmisti Borealin vakituinen
tyontekija. Opinndytetydssa tarvittiin yhtd induktioalustaa, sekd kolmea erilaista re-

generaatioalustaa. Regeneraatioalustat nimettiin tata opinnéytety6té varten kirjaimilla X,
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Y ja Z. Alustat valmistettiin yrityksen alustanvalmistusohjeiden mukaisesti (Boreal Kas-
vinjalostus Oy n.d). Induktioalusta siirrettiin steriloinnin jalkeen kylmaén ja regeneraa-
tioalustat valettiin Systec Mediaprep -laitteistolla halkaisijaltaan 14 cm:n petrimaljoille.

5.2 Ponsien eristys

Ennen ponsien eristysta eli nypintad valettiin induktiomaljat. Induktiomaljoja valettiin
kerralla vain tarvittava maard, jotta induktioalustaa ei menisi hukkaan ja saastumisriski
saataisiin minimoitua. Yhdelle halkaisijaltaan 6 cm:n petrimaljalle kaadettiin steriilisti 7
ml induktioalustaa. Induktioalustan maara mitattiin 15 ml:n Falcon-putkella. Poikkeus
ohjeiden mukaiseen induktiomaljojen valamiseen tehtiin toisen tutkimustehtdvan koh-

dalla, jolloin 7 ml:n induktiomaljojen liséksi valettiin 6 ml:n induktiomaljoja.

Opinnaytety6té varten nypittiin yhteensa 31 080 pontta. Mit& suurempi nypittyjen pon-
sien lukumadara on, sité luotettavampia tulokset ja niista tehdyt johtopaatdkset ovat. Opin-
naytetyota varten pystyttiin kuitenkin tiukan aikataulun seurauksena nyppiméaén vain hy-
vin rajallinen méaara ponsia. Nypityt ponnet jaettiin tutkimustehtdvien kesken niin, etta
jokaisen tutkimustehtdvan ponsimaarastd voidaan tehda tarvittavat johtopaatokset (tau-
lukko 1). Esimerkiksi ensimmadista tutkimustehtavéa varten nypittiin keskiméaéaraista va-
hemman ponsia, koska jo pienemmaéstd maarasta arveltiin saatavan riittava tieto tarvitta-

vien johtopéd4tdsten tekemiseen.
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TAULUKKO 1. Nypittyjen ponsien lukumaarét.

Tutkimustehtdva Risteytys/lajike Ponsien lukuméard  Yhteensa

1. Bor A 1200
Bor B 1440 2 640
2. 20. 2 880
21. 2160 5040
3. (Xvs.Y) Bor B 1080
18. 2520
20. 960
21. 1320 5880
3.(Yvs. 2) Bor A 2 160
Bor B 720
20. 1920 4 800
4. Bor B 720
8. 1440
10. 1680
20. 960 4 800
5. 4. 240
8. 960
10. 1200
18. 240
21. 720
24, 240 3600
6. 20. 2 640
21. 1680 4 320

31 080

Ponsien nypinté suoritettiin Borealin eristysohjeen mukaisesti (Boreal Kasvinjalostus Oy
n.d). Tutkimustehtéavia varten tehtiin vertailumaljat eli kahdelle eri petrimaljalle nypittiin
saman verson ponsia. Nypittdessa verson toisen puolen ponnet nypittiin toiselle maljalle
ja toinen puoli edellisen maljan parille. Ndin maljoista saatiin vertailukelpoisia. Kahden
petrimaljan tayttdmiseen tarvittiin keskimééarin 3 — 4 versoa. Versojen laatu ja koko vaih-
teli, mutta keskimaarin ne olivat ihanteellista versoa pienempid. Ponsien nypinnan yhtey-
dessé& maljoille siirrettiin ohjeiden mukaisesti emeja. Yhdelle maljalle siirrettiin 8 emié.
Ponsien nypinnén jalkeen induktiomaljat nimettiin kirjaamalla tarvittavat tiedot petrimal-
jojen kansiin. Tunnistuksessa tarvittavat tiedot olivat risteytyksen nimi, kevatvehnan tun-

nus sekad nypintapéaivamaara.

5.3 Alkioiden siirto ja tarkastukset

Tdssa opinnaytetyossa induktiomaljojen kolmas tarkastus ei ollut poisheitto, vaan tarkas-

tuksia tehtiin yhteensa nelja. Alkioiden siirto ja tarkastukset toteutettiin sen mukaan,
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minka tutkimustehtévan alkioita siirrettiin. Vertailumaljoista toisen alkiot siirrettiin ja tar-
kastettiin tutkimustehtévéan vaatimalla tavalla ja toisen vertailumaljan alkiot Borealin al-
kion siirto-ohjeiden mukaisesti (Boreal Kasvinjalostus Oy n.d). Tutkimustehtévissa kay-
tettiin regeneraatioalustaa Y. Ainoastaan kolmannen tutkimustehtévéan kohdalla téssa oli
poikkeus, silla tutkimustehtévassa kaytettiin kaikkia kolmea eri regeneraatioalustaa. Re-
generaatiomaljat merkittiin kaikkien tutkimustehtéavien kohdalla siten, ettd jokaisen al-

kion alkuperé ja siirtopdiva olivat tiedossa.

Ensimmaisen ja toisen tutkimustehtdvan kohdalla alkioiden siirto suoritettiin niin, etta
regeneraatiomalja jaettiin kahteen osaan. Toiselle puolelle siirrettiin ensimmaiseltd ver-
tailumaljalta perdisin olevat alkiot ja toiselle puolelle toiselta perdisin olevat. Puolien li-
séksi maljat jaettiin niin, ettd jokaisen alkion alkuperé eli induktiomalja oli selvilla. Tar-
kastuksissa alkioiden siirron yhteydessa induktiomaljat ruokittiin Borealin ohjeen mukai-

sesti.

Kolmatta tutkimustehtdvaa varten ei tehty vertailumaljoja. Alkioiden siirto suoritettiin
niin, ettd induktiomaljan siirtokokoiset alkiot jaettiin tasan regeneraatioalustojen valilla.
Jos kyseessé oli tutkimustehtdvan a-osuus, jaettiin alkiot X- ja Y-alustojen kesken. B-
osuudessa alkiot jaettiin Y- ja Z -alustojen valilla. Alkioiden lukumaaran lisaksi siirtdessa
tarkkailtiin alkioiden kokoa ja siirto pyrittiin suorittamaan niin, ettd kummallekin re-
generaatiomaljalle tulisi saman kokoisia alkioita. Induktiomaljat ruokittiin tarkastusten

yhteydessé Borealin ohjeen mukaisesti.

Neljannessa tutkimustehtavassa alkioiden siirto suoritettiin ensimmaisen ja toisen tutki-
mustehtavén kaltaisesti. Induktiomaljojen tarkastuksen yhteydessa tehtdvé ruokinta suo-
ritettiin poikkeuksellisesti niin, ettd keskindisista vertailumaljoista vain toinen ruokittiin

ohjeen mukaisesti. Vertailumaljoista toista ei ruokittu kertaakaan.

Viidennessa tutkimustehtdvéssa induktiomaljojen alkiot jaettiin siirtdmistd varten kol-
meen ryhmdan koon perusteella. Alkioiden kokoryhmét olivat alle 1 mm, 1 —2 mm ja yli
2 mm. Vertailumaljojen alkiot siirrettiin Borealin siirto-ohjeen mukaisesti niin, etta siir-
rettavat alkiot olivat kooltaan 1 — 2 mm. Siirrettavien alkioiden koko arvioitiin millimet-
ripaperin avulla. Induktiomaljat ruokittiin tarkastusten yhteydessé Borealin ohjeen mu-

kaisesti.
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Kuudetta tutkimustehtavaa varten induktiomaljat jaettiin kolmeen ryhméén. Ensimméi-
seen ryhmaan kuuluvien induktiomaljojen alkiot maljattiin toisessa tarkastuksessa. Toi-
sen ryhmaén alkioiden maljaus suoritettiin kolmannessa tarkastuksessa ja kolmannen ryh-
man alkioiden maljaus neljannessa tarkastuksessa. Ensimmadisessa tarkastuksessa kaik-
kien alkioiden siirto tehtiin Borealin siirto-ohjeen mukaisesti. Vertailumaljoille suoritet-

tiin kaikissa tarkastuksissa ohjeen mukainen alkioiden siirto.
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6 OPTIMOINNIN TULOKSET

6.1 Tulosten kasittely

Opinnaytetyon tulokset muodostuvat kahdesta osasta, alkioiden sek& vihreiden versojen
saannosta. Tarkein edelld mainituista kahdesta on vihreiden versojen saanto, sill& jalos-
tuksen jatko perustuu siihen. Saannolla tarkoitetaan viljelyn tuloksena saatujen vihreiden
versojen lukumaaréda. Alkioiden maaraa voidaan kayttaa hyodyksi pohtiessa sitéd, kuinka

tutkimustehtavisséd madritellyt muutokset ovat vaikuttaneet niiden kehittymiseen.

Saannon yhteydessé kaytetaan termié responsio. Responsiolla kuvataan tietyn risteytyk-
sen tai lajikkeen tuottavuutta ja se voi vaihdella viljelykerran mukaan. Responsiolukuun
vaikuttavat esimerkiksi emokasvin genotyyppi, kasvuolosuhteet, mikrosporien kehitys-
vaihe, solukkoviljelyalustan koostumus ja viljelyolosuhteet. Responsioluku kertoo vih-

reiden versojen maaran 100 nypittya pontta kohden. (Peltoniemi 2018.)

Tuloksia tarkastellessa on huomioitava, etté kaikista alkioista ei kehity vihreita versoja.
Regeneraatiomaljoja sdilytettiin niin kauan, kunnes voitiin olla varmoja, ettd uusia
vihreita versoja ei enda kehittynyt. Opinnédytetydn tulosten kasittelya varten laskettiin
myaos albiinot versot. Albiinojen versojen laskennassa kéytetttiin samoja periaatteita kuin

vihreiden versojen kohdalla.

6.2 Induktioalustan vanheneminen

Ensimmaéisessé tutkimustehtévéssd alkioita kehittyi vaihteleva maara riippuen lajik-
keesta. Tuloksista nahdaan, ettd Bor A tuotti heti ensimmaisesta tarkastuksesta l&htien
enemman alkioita kuin Bor B (taulukko 2). Bor A:n kohdalla siirrettyjen alkioiden luku-
madrat ovat moninkertaisia Bor B:n verrattuna. Bor A:ta siséltéville induktiomaljoille ke-

hittyi alkioiden lisdksi myos selkeité versoja (kuvio 4).

Tuloksissa on havaittavissa selked ero myos eri tarkastusten valille siirrettyjen alkioiden
lukuméarissa. Ensimmadisessa tarkastuksessa molempien lajikkeiden kohdalla siirrettavia

alkioita on ollut kaikista vahiten. Toisen tarkastuksen kohdalla maara kasvaa edelleen ja
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kolmannessa tarkastuksessa saavutettiin lukumaaréllinen huippu molempien lajikkeiden

kohdalla. Neljannessé tarkastuksessa alkioiden maaré laski huomattavasti.

TAULUKKO 2. Ensimmadisesta tutkimustehtavésta saatujen alkioiden lukumaéarat

1. tarkastus 2. tarkastus 3. tarkastus 4. tarkastus
Vanha | Tuore | Vanha | Tuore | Vanha | Tuore | Vanha | Tuore
Bor A A 3 1 8 8 12 13 3 5
B 3 3 12 6 24 10 6 4
C 3 6 12 18 25 23 8 8
D 0 0 0 0 0 0 0 0
E 6 1 11 3 27 4 0 0
15 11 43 27 88 50 17 17
Bor B A 0 0 0 0 5 7 1 1
B 0 0 0 0 5 5 1 2
C 0 0 2 0 5 0 2 2
D 0 0 0 0 7 7 0 0
E 0 0 0 0 0 0 0 0
F 0 0 0 0 9 1 2 0
0 0 2 0 31 20 6 5

KUVIO 4. Bor B:n ja Bor A:n ero alkioiden tuotossa. Bor A:n ponsia sisaltavalle induk-
tiomaljalle (oikealla) on kehittynyt alkioiden liséksi versoja

Kehittyneiden versojen lukumaarat poikkeavat alkioiden saannon tavoin toisistaan lajik-

keiden valilla (taulukko 3). Bor A tuotti huomattavasti enemmaén versoja Bor B:n verrat-
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tuna. Bor B:n kohdalla seka vihreiden, ettd albiinoiden versojen saanto jai huonoksi. Tu-
loksista ndhd&an, ettd molempia kehittyi vain muutama kappale. Bor A:n kohdalla vih-
reitd versoja kehittyi enemman kuin albiinoita. Suuruusluokaltaan lukumaarét ovat kui-

tenkin samat.

TAULUKKO 3. Versojen saanto ensimmaéisessé tutkimustehtévéssa

Vihreat Albiinot
Vanha | Tuore | Vanha | Tuore
Bor A A 1 3 3 6
B 8 4 6 7
C 17 18 8 8
D 0 0 0 0
E 6 10 7 1
32 35 24 22
Bor B A 0 0 0 0
B 0 0 0 0
C 0 0 1 0
D 1 2 0 0
E 0 0 0 0
F 0 0 1 0
1 2 2 0

Lajikkeiden valilla on havaittavissa selked ero seké alkioiden, ettd versojen kehittymi-
sessé. Bor A:n responsio on huomattavasti Bor B:n responsiota parempi. Bor B:n kohdalla

responsio jaa aivan nollan tuntumaan.

Vanhan ja tuoreen alustan valilla ei ole havaittavissa suurta eroa alkioiden eika versojen
kehityksessa. Alkioita muodostui enemmén vanhalla alustalla (taulukko 2). Versojen
kohdalla tilanne vaihteli riippuen siité, oliko kyse albiinoista vai vihreisté versoista (tau-
lukko 3). Vihreiden versojen kohdalla tuoreen alustan saanto on hieman parempi. Tuo-
reella alustalla vihreiden versojen maara on hieman parempi kuin vanhalla, vastaavasti

albiinojen versojen maara on hieman alhaisempi.

6.3 Induktioalustan vdhentaminen

Toisessa tutkimustehtdvassé alkioiden saannon kohdalla oli havaittava ero tutkittujen ris-
teytysnumeroiden valilla (taulukko 4). Risteytysnumeron 20 kohdalla alkioiden saanto oli
kaksinkertainen verrattuna numeroon 21. Ensimmaisesté ja neljdnnestd tarkastuksesta

saatujen alkioiden lukumaéarat jaivat ensimmaisen tutkimustehtévan tulosten tavoin toista
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ja kolmatta tarkastusta alhaisemmiksi. Toisen ja kolmannen tarkastuksen vélilla alkioiden

lukumaéarassa ei ole merkittavaa eroa.

TAULUKKO 4. Toisesta tutkimustehtavéasta saatujen alkioiden lukumaarat

1. tarkastus 2. tarkastus 3. tarkastus 4, tarkastus
6 ml 7ml 6 ml 7ml 6 ml 7ml 6 ml 7ml

20. A 0 0 0 0 0 0 4 2
B 0 0 20 12 17 16 0 0
C 0 0 0 0 0 0 3 3
D 0 1 5 2 4 5 4 4
E 0 1 3 7 5 5 4 4
F 0 0 6 11 4 7 0 1
G 3 1 4 5 4 6 1 2
H 0 0 7 7 6 8 0 1
I 0 0 8 9 7 5 1 0
J 2 2 7 5 7 6 0 0
K 2 0 6 4 3 8 2 1
L 1 0 2 9 5 7 0 1
8 5 68 71 62 73 19 19

21. A 0 0 5 3 4 5 2 3
B 0 0 0 3 0 7 1 6
C 0 0 1 2 4 3 0 3
D 0 0 3 0 4 1 4 1
E 0 0 4 2 5 3 0 0
F 1 2 3 5 3 4 0 0
G 0 0 3 0 0 3 0 0
H 2 0 8 5 4 3 0 0
I 0 0 0 3 1 2 0 0
3 2 27 23 25 31 7 13

Versojen saanto jai toisessa tutkimustehtavassa alhaiseksi versojen saannon ollessa vain

muutamia yksil6ita (taulukko 5). Eri risteytysnumeroiden responsioiden voidaan tulosten

perusteella todeta olevan alhaisia. Risteytysaineiston valilla on selkeésti havaittava ero

versojen kehittymisessa. Numero 20 tuotti alkioiden tavoin enemman versoja, kuin nu-

mero 21.

6 ja 7 ml:n induktiomaljoilta kehittyneiden versojen lukumaarissa ei ole havaittavissa

merkittavaa eroa. Ainut huomattava ero havaitaan risteytysnumero 20 kohdalla albiinojen

tuotossa. 7 ml:n maljalla albiinojen versojen kohdalla on selkeé piikki (taulukko 5). Luku

on kolminkertainen verrattuna 6 ml maljaloilta perdisin olevien albiinojen lukuméaaraan.
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TAULUKKO 5. Versojen saanto toisessa tutkimustehtavéssa

Vihreat Albiinot
6 ml 7ml 6 ml 7ml

20, A 0 0 0 0
B 1 0 2 6
C 0 0 0 0
D 1 0 0 1
E 0 0 0 0
F 1 0 0 1
G 0 0 0 2
H 0 0 0 2
I 0 3 1 2
J 0 0 1 1
K 0 0 0 2
L 0 0 1 0
3 3 5 17

2. A 0 0 1 0
B 0 0 0 0
C 0 1 0 0
D 0 0 0 0
E 0 0 0 0
F 0 0 0 0
G 0 0 0 0
H 0 0 0 0
I 0 0 0 0
0 1 1 0

6.4 Regeneraatioalustojen X ja Y vertailu

Siirrettyjen alkioiden lukumaarat ovat samat molempien regeneraatiomaljojen kohdalla,
koska siirrettavat alkiot jaettiin tasan maljojen kesken (taulukko 6, liite 2) Maljoille siir-
rettyjen alkioiden summa on kussakin tarkastuksessa siirrettyjen alkioiden yhteenlaskettu
lukumadrd. Tamaén takia siirrettyjen alkioiden madrista ei voida tehda alustojen valista

vertailua.

Siirrettyjen alkioiden lukumaaristd ndhdaan, ettd tutkimustehtavéssa kaytettyjen ristey-
tysnumeroiden alkioiden tuottavuuden valill4 on havaittavissa pienié eroja. Merkittavié
eroja ei syntynyt. Minkaan risteytysnumeron kohdalla alkioita ei kehittynyt suurta maa-

réa, vaan alkioiden saanto jai pieneksi.
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TAULUKKO 6. Tiivistelmé alustoille X ja Y siirrettyjen alkioiden lukumaérista

1. tarkastus 2. tarkastus 3. tarkastus 4. tarkastus
X Y X Y X Y X Y
Bor B 0 0 0 0 32 32 16 16
18. 6 6 54 54 69 69 43 43
20. 4 4 9 9 12 12 11 11
21. 0 0 14 14 21 21 1 1

Alkioiden véhdisen kehittymisen ja pieneksi jaddneen saannon seurauksena odotettavissa
oli, ettd myos versojen saanto jaisi alhaiseksi. Tulos oli odotetun kaltainen ja versoja ke-
hittyi vain muutamia yksil6itd kunkin risteytysnumeron kohdalla (taulukko 7, liite 3).

Numero 20 kohdalla kummankaan tyyppisia versoja ei kehittynyt lainkaan.

X-alustan saanto oli kaikkien numeroiden kohdalla suurempi (taulukko 7, liite 3). Alus-
tojen keskindiset erot jaivat kuitenkin mitattdmén pieniksi erojen ollessa keskiméaarin 2
versoa/risteytysnumero. Y-alusta tuotti enemman versoja ainoastaan Bor B:114 albiinojen

kohdalla, jolloin eroa muodostui 5 verson verran.

TAULUKKO 7. Tiivistelmé versojen saannosta X ja Y -alustojen vertailussa

Vihreat Albiinot
X Y X Y
Bor B 3 1 2 7
18. 2 0 4 4
20. 2 0 2 0
21. 0 0 0 0

6.5 Regeneraatioalustojen Y ja Z vertailu

Alustojen X ja Y vertailun tavoin alustojen Y ja Z kohdalla siirrettyjen alkioiden luku-
maarét ovat samat molempien regeneraatiomaljojen kohdalla (taulukko 8). Maljoille siir-
rettyjen alkioiden summa on kussakin tarkastuksessa siirrettyjen alkioiden yhteenlaskettu
lukumaaré. Risteytysnumeroiden vélilla on havaittavissa selkeitd eroja. Lajikkeista Bor
A tuotti ehdottomasti eniten alkioita. Bor B:n kohdalla alkioiden tuotto jai kaikista alhai-
simmaksi. Alkioiden lukuméarissa tarkastusten vélill& oli edellisten tutkimustehtévien tu-
losten tavoin eroja. Toisessa ja kolmannessa tarkastuksessa alkioita siirrettiin eniten. Nel-

jannessa tarkastuksessa maljat olivat tyhjid, joten alkioita ei siirretty yhtaan.
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1. tarkastus 2. tarkastus 3. tarkastus 4. tarkastus

Y Z Y Z Y Z Y Z

BorB A 0 0 0 0 0 0 0 0
B 0 0 3 3 9 9 0 0

C 0 0 6 6 7 7 0 0

0 0 9 9 16 16 0 0

BorA A 0 0 13 13 16 16 0 0
B 0 0 15 15 21 21 0 0

C 0 0 10 10 14 14 0 0

D 0 0 18 18 21 21 0 0

E 0 0 17 17 22 22 0 0

F 0 0 15 15 21 21 0 0

G 0 0 16 16 18 18 0 0

H 0 0 19 19 19 19 0 0

I 0 0 16 16 14 14 0 0

0 0 139 139 166 166 0 0

20. A 0 0 1 1 0 0 0 0
B 0 0 2 2 4 4 0 0

C 0 0 2 2 1 1 0 0

D 0 0 6 6 7 7 0 0

E 3 3 9 9 9 9 0 0

F 2 2 6 6 7 7 0 0

G 2 2 3 3 3 3 0 0

H 0 0 9 9 11 11 0 0

7 7 38 38 42 42 0 0

Versojen saanto vaihteli alkioiden saannon tavoin riippuen siitd, mika risteytysnumero

oli kyseessa. Bor A tuotti runsaasti seké vihreitd, etta albiinoja versoja (taulukko 9). Bor

B:n ja risteytysnumero 20 valilla versojen saannossa ei ollut havaittavissa selkedé eroa.

Molempien kohdalla tulos jai huomattavasti pienemmaksi kuin Bor A:lla.

Versojen kehittymiseen alustoilla oli vain vahéista vaikutusta. Vihreiden versojen koh-

dalla Z-alusta tuotti paremman saannon. Erot ovat kuitenkin hyvin pienig, 1 — 3 verson

eroja. Albiinojen versojen kohdalla alustojen keskindiset erot olivat hieman suurempia,

mutta jaivat kuitenkin merkitykseltddn mitattomiksi. Z-alusta tuotti 2/3 tapauksessa

enemman albiinoja versoja.
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TAULUKKO 9. Versojen saanto Y ja Z -alustojen vertailussa.

Vihreat Albiinot

Y Z Y Z

BorB A 0 0 0 0
B 0 1 4 2

C 2 2 3 0

2 3 7 2

BorA A 3 6 3 6
B 4 5 4 4

C 2 6 3 5

D 2 9 5 6

E 7 5 4 12

F 4 7 4 11

G 7 7 5 2

H 13 7 2 2

I 12 5 4 2

54 57 34 50

20. A 0 0 0 0
B 1 2 0 0

C 0 0 0 0

D 1 0 0 1

E 0 1 0 3

F 1 2 0 0

G 0 0 0 0

H 1 0 1 2

4 5 1 6

6.6 Ruokinnan tarve

Ruokinnan tarvetta testattaessa kaytetyt risteytysnumerot tuottivat alhaisen maéran alki-
oita (taulukko 10). Ensimmaéisessé tarkastuksessa kummallakaan vertailumaljaparin mal-
jalla ei ollut siirtokokoisia alkioita. Neljannen tarkastuksen kohdalla tilanne oli sama.
Toisessa ja kolmannessa tarkastuksessa siirrettyjen alkioiden suuruusluokat ovat samat.
Toisessa tarkastuksessa ruokkimattomilta maljoilta saatiin enemman alkioita. Erojen kes-
kindiset suuruudet vaihtelivat risteytysnumeroiden valilla eron keskiarvon ollessa 5,25
versoa. Kolmannen tarkastuksen kohdalla ruokituille maljoille kehittyi enemmaén alkioita
eron keskiarvon ollessa 6,25 versoa. Molempien tarkastusten kohdalla erot ovat selvésti
havaittavia, mutta jadvat alhaisiksi. Tdméan seurauksena tulosten ei voida olettaa johtuvan

ruokinnan vaikutuksesta vaan kyse voi olla sattumasta.
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1. tarkastus 2. tarkastus 3. tarkastus 4. tarkastus
Ruok. Ei Ruok. Ei Ruok. Ei Ruok. Ei
BorB A 0 0 3 6 6 4 0 0
B 0 0 5 4 9 9 0 0
C 0 0 3 1 6 2 0 0
0 0 11 11 21 15 0 0
8. A 0 0 4 3 5 4 0 0
B 0 0 2 6 4 1 0 0
C 0 0 0 7 1 3 0 0
D 0 0 2 0 4 4 0 0
E 0 0 3 6 6 3 0 0
F 0 0 3 4 7 2 0 0
0 0 14 26 27 17 0 0
10. A 0 0 5 3 5 3 0 0
B 0 0 3 2 4 0 0 0
C 0 0 1 4 0 3 0 0
D 0 0 2 5 3 6 0 0
E 0 0 1 5 6 5 0 0
F 0 0 3 1 6 2 0 0
G 0 0 6 6 4 6 0 0
0 0 21 26 28 25 0 0
20. A 0 0 0 2 4 2 0 0
B 0 0 0 1 2 0 0 0
C 0 0 2 3 2 1 0 0
D 0 0 2 2 1 0 0 0
0 0 4 8 9 3 0 0

Ruokitulle maljalle kehittyi ruokkimatonta maljaa enemman albiinoita versoja (taulukko

11). Versoja kehittyi keskimé&arin 2,25 versoa enemman. Ruokitulle maljalle kehittyi al-

biinojen versojen tavoin enemman vihreitd versoja. Erot jaivat kuitenkin alhaisiksi ja ta-

méan seurauksena syntyneita eroja voidaan pitaé sattumana ja niista ei voida tehdd johto-

paatoksia. Eri risteytysnumeroiden véleille ei syntynyt merkittévia eroja versojen tuotossa

kehittyneiden versojen lukumadrien ollessa muutaman verson luokkaa.
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TAULUKKO 11. Versojen saanto neljannessa tutkimustehtavéssa

Vihreat Albiinot
Ruok. Ei Ruok. Ei
BorB A 1 0 0 0
B 1 2 0 0
C 1 0 1 0
3 2 1 0
8. A 1 0 1 0
B 0 0 1 1
C 0 0 0 1
D 0 0 0 0
E 0 0 1 0
F 1 0 1 0
2 0 4 2
10. A 0 0 1 0
B 0 0 3 0
C 0 0 0 0
D 0 0 2 0
E 0 1 0 0
F 0 1 0 0
G 1 0 0 0
1 2 6 0
20. A 0 1 0 0
B 1 0 0 0
C 1 1 0 0
D 0 0 0 0
2 2 0 0

6.7 Alkioiden siirtokoko

Ensimmaisessd maljoille tehdyssa tarkastuksessa yhdellekdaan maljalle ei ollut kehittynyt
alkioita (taulukko 12). Toisessa ja kolmannessa tarkastuksessa alkioita siirrettiin muuta-
mia. Alkioiden kehitys oli kokonaisuudessaan vahéista ja esimerkiksi risteytysnumero 4
kohdalla alkioita ei muodostunut yhtd&n koko viljelyn aikana. Ensimmaéisen tutkimusteh-

tavan tavoin neljdnnessa tarkastuksessa alkioita ei siirretty yht&an.

Tavallisesti, alkioiden siirto-ohjetta (Boreal Kasvinjalostus Oy n.d.) noudattaen siirretty-

jen alkioiden madrat ovat keskimadrin pienempid, kuin kolmeen ryhmaan jaettujen alki-
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oiden yhteenlasketut lukumaarat. TA&mé on seurausta siitd, ettd tutkimustehtavassa tutkit-

tiin myos alle 1 mm:n kokoisten alkioiden siirtdmistd, joita tavallisesti tehtavéssa tarkas-

tuksessa ei oltaisi vield siirretty.

TAULUKKO 12. Viidennesta tutkimustehtévésta saatujen alkioiden lukumaarat

1. tarkastus

2. tarkastus

3. tarkastus

tav. | <1 | 1-2 | >2 |tav. | <1 | 1-2 | >2 |tav. | <1 |1-2 | >2

4. A| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

8. A| O 0 0 0 6 5 6 2 |10 O 4 0
B| O 0 0 0 3 1 5 1 9 0 0 2

cC| 0 0 0 0 3 2 1 1 2 0 3 2

D| O 0 0 0 1 8 2 2 5 0 0 0

0 0 0 0 |13 ]16 14| 6 | 26| O 7 4

10. A| O 0 0 0 0 0 3 2 1 0 0 1
B| O 0 0 0 2 3 3 1 2 0 0 0

cC| 0 0 0 0 1 0 1 1 4 0 0 1

D| O 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 1

E| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 3 3 7 4 111 | 0 0 3

18. A| O 0 0 0 9 0 1 0 4 0 0 0
0 0 0 0 9 0 1 0 4 0 0 0

2. A| O 0 0 0 2 4 4 0 4 0 0 0
B| O 0 0 0 3 2 1 0 5 0 1 0

cC| 0 0 0 0 6 2 5 1 (12| 0 2 2

0 0 0 O |11 8 10| 1 |21 | O 3 2

24, A| O 0 0 0 3 1 3 0 3 0 0 0
0 0 0 0 3 1 3 0 3 0 0 0

Seké vihreiden, ettd albiinojen versojen saanto jai todella vahaiseksi kaikkien risteytys-

numeroiden kohdalla (taulukko 13). Jokaisen risteytysnumeron kohdalla versojen luku-

méaérat olivat muutaman yksilon luokkaa. Risteytysnumeroiden 4, 18 ja 24 kohdalla ver-

soja ei kehittynyt ollenkaan. Jokaisen risteytysnumeron kohdalla albiinoja versoja kehit-

tyi enemmaén, kuin vihreité versoja. Tuloksista ei voi tehd4 luotettavia johtop&atoksia ver-

sojen madrien ollessa liian alhaisia.
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TAULUKKO 13. Versojen saanto viidennessa tutkimustehtavassa

Vihreat Albiinot
tav. <1 1-2 >2 tav. <1 1-2 >2
4, A| O 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
8. A| O 0 0 0 0 0 0 3
B 0 0 0 0 0 0 1 0
C 1 1 0 0 0 0 0 1
D| O 0 0 0 0 0 1 1
1 1 0 0 0 0 2 5
10. A| O 0 0 1 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0 1 0
C 0 0 0 0 0 0 2 1
D| O 0 0 0 0 0 0 1
E 0 0 0 0 0 0 1 0
0 0 0 1 0 0 4 2
18. A| 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
21. A| O 0 0 0 0 0 0 0
B 0 0 0 0 1 0 0 0
C 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 1 0 0 0
24. A| O 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
6.8 Maljaus

Ensimmaéiseen tarkastukseen mennessé alkioita ei ollut kehittynyt yhtadn (taulukko 14).
Maljauksien ajankohdat on merkitty taulukkoon vihrealla vérilla. Maljauksen yhteydessa
siirrettyjen alkioiden lukumééra on tavallisesti siirrettyja alkioita suurempi, koska mal-
jauksen yhteydessa myos kaikista pienimmét alkiot siirtyvat regeneraatioalustalle. Eri tar-
kastusten valilla ei ole havaittavissa selked& eroa alkioiden lukumé&éaraén liittyen. Jokai-

sessa tarkastuksessa alkioita siirrettiin suuruusluokaltaan sama maara.

Siirretyista alkioista ei kehittynyt yhtdan vihreitd tai albiinoja versoja. Tdmén seurauk-
sena tutkimustehtévén tuloksista ei voida tehda johtopédétoksia vihreiden versojen saan-
toon liittyen.
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TAULUKKO 14. Kuudennesta tutkimustehtavésté saatujen alkioiden lukumaéarat

5. tarkas-

tus

4. tarkas-

tus

12

22

35

3. tarkas-

tus

15

10

14

2. tarkas-

tus

14

17

40

17

1. tarkas-

tus

0

0

0

0

Ryhmé

21. A

1.

20. A

2.

20. G

3.

21. G
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7 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Opinnaytetyon tavoitteena oli tutkia kdytdssa olevaa kevéatvehnan ponsiviljelymenetel-
maa ja kehittaa saatujen tulosten perusteella véhédvaiheinen seka nopea viljelymenetelma
jolla on hyvé saanto. Tavoitetta ei saavutettu. Kaikkien tutkimustehtdvien kohdalla sek&
vihreiden, etta albiinojen versojen saanto jai alhaiseksi. Vahdiseen saantoon vaikutti to-
dennékdisesti eniten opinndytetydssa kdytetyn aineiston alhainen responsio. Ainoastaan
Bor A -lajike tuotti kohtuullisen maéran versoja. Saannon ollessa muutaman verson luok-
kaa, ei tulosten perusteella voida tehd& luotettavia johtopaatoksia. Alkioiden saanto antaa
suuntaa johtopaatoksien tekemiseen, mutta pelkastédan alkioiden lukumé&érasta ei voida

tehda lopullisia johtopaatoksia.

Kaikkien tutkimustehtdvien kohdalla regeneraatiomaljoille siirretyista alkioista suurin
osa kuivui ja muuttui alle viikossa ruskeiksi. My0ds osa pienemmistd, aikaisessa kehitys-
vaiheessa olevista versoista kuivui (kuvio 5). Kuivumisen seurauksena suurimmasta
osasta alkioista ei kehittynyt versoja. Kuivuminen voi olla seurausta usean eri ymparisto-

tekijan vaikutuksesta. Esimerkiksi liian suuri agarpitoisuus regeneraatioalustalla saattaa

johtaa kuivumiseen.

KUVIO 5. Kuivuneita alkioita ja versojen alkuja regeneraatioalustalla

Ensimmaisen tutkimustehtdvan tavoitteena oli selvittdd, onko yli kuukauden vanha in-
duktioalusta edelleen kayttokelpoista vai vanheneeko se vaikuttaen negatiivisesti vihrei-

den versojen saantiin. Saatujen tulosten perusteella vanhempi alusta tuotti tuoretta alustaa
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enemman alkioita. Alustan ik& ei vaikuttanut vihreiden versojen saantoon ja tulokset oli-
vat kunkin alustan kohdalla suuruusluokaltaan samat. Saatujen tulosten perusteella voi-
daan todeta, ettd yli kuukauden vanha induktioalusta on edelleen kayttokelpoista. Induk-
tioalustan pidempi kayttoikd vahentda havitettavan alustan maaraa, silla kaikki valmis-
tettu alusta voidaan kayttaa ilman pelkoa sen vanhenemisesta. Samalla alustaa voisi re-

surssien puitteissa tehda kerralla enemman.

Toisen tutkimustehtévan tavoitteena oli selvittéda vaikuttaako induktioalustan méarén vé-
hentdminen vihreiden versojen saantoon. Saatujen tulosten perusteella induktioalustan 1
ml:n véhentamisell& ei ole negatiivista vaikutusta vihreiden versojen saantoon. Tuloksen
perusteella induktioalustan nestemé&éarén voisi alentaa 6 ml:n, jolloin ensimmaisen tarkas-
tuksen yhteydessa tehtdva ruokinta nopeutuisi ja samalla saastumisriskié saataisiin alen-
nettua. Tulosten perusteella voidaan pohtia myds, voisiko alustan maaraa vahentaa edel-
leen. Tall6in alkioiden ruokintaa saataisiin nopeutettua ensimmaisen tarkastuksen liséksi

mahdollisesti my0s toisessa tarkastuksessa.

Kolmannessa tutkimustehtévassa tutkittiin kolmen eri regeneraatioalustan tuottavuutta ja
tavoitteena oli selvittdd, mika alustoista tuottaa parhaiten vihreita versoja. Y ja Z -alusto-
jen vertailussa Bor A -lajike oli ainoa, jonka kohdalla on mahdollista suorittaa vertailua.
Bor A tuotti Y-alustalla 54 vihreéa versoa ja Z-alustalla 57. Y -alustan ja siitd modifioidun
Z -alustan vihreiden versojen tuoton vélilla ei ole merkittavaa eroa, vaan niiden voidaan
katsoa olevan samaa suuruusluokkaa. Vaikka X ja Y -alustojen vertailussa vihreiden ver-
sojen méaara oli pieni, tuotti X -alusta enemman versoja kaikilla risteytysnumeroilla. Sa-
man suuntaisia tuloksia on saatu aiemmissa tutkimuksissa Bor A:lla. Seka X ja Y, ettd Y
ja Z -alustojen vertailuista saatujen tulosten perusteella ei voida tehda luotettavia johto-

paatoksia liittyen alustojen kykyyn tuottaa vihreitd versoja.

Neljannen tutkimustehtdvén tavoitteena oli selvittad, kuinka suuri merkitys alkioiden siir-
ron yhteydessé tehtévalla ruokinnalla on alkioiden ja vihreiden versojen maaraan. Alki-
oiden saannon perusteella merkittdvaa eroa ruokittujen ja ruokkimattomien maljojen vé-
lille ei syntynyt. llmeisesti tutkitun aineiston alkioiden maara ei vield kuluta alustasta
tekoa varten. Ruokinnan huonoja puolia ovat toisen tutkimustehtvan kaltoin suuri saas-
tumisriski ja maljojen tarkastamiseen kuluva aika. Jos ruokinnalla ei ole suurta vaikutusta

vihreiden versojen tuottoon, on syyté harkita ruokinnan pois jattamista.



39

Viidennessa tutkimustehtdvassa pyrittiin maarittdmaan alkioille niiden optimaalinen siir-
tokoko. Kuudennessa tutkimustehtévassa tavoitteena oli selvittad missé vaiheessa alkioi-
den maljaus kannattaa suorittaa. Molempien tutkimustehtévien kohdalla tulosten perus-

teella ei voida tehdd johtopéaatoksié.

Haasteena opinndytetydssé oli optimaalisten viljelyolosuhteiden saavuttaminen ja niiden
yllapitdminen. Jo pieni muutos olosuhteissa saattoi vaikuttaa ratkaisevasti viljelyn loppu-
tulokseen. Poikkeuksellisen kuuman ajanjakson takia emokasvien kasvatusvaiheessa kas-
vihuoneen lampdtila nousi liian korkeaksi. Tama saattoi vaikuttaa huomattavasti siihen,
millaisiksi emokasvien versot kehittyivat. Opinndytety0ssa kaytetyt versot olivat enim-

maékseen ohuita ja kellertavié.

Viljelyolosuhteiden liséksi toisena haasteena voidaan pitdd suurta albiinojen versojen
saantoa verrattuna vihreisiin versoihin. Ohralla suoritetuista kokeista suurin osa on kos-
kenut stressitekijoiden ja induktioalustan komponenttien vaikutusta albiinojen versojen
maaraan. Ohralla oikein valittujen stressitekijoiden yhteisvaikutuksella on pystytty va-
hentdmaan albiinojen versojen kehitysta jopa 67,8 %. (Makowska & Oleszczuk 2013,
389). Jos kaikki tai ainakin suurin osa kehittyvista versoista olisi vihreitd, paranisi saanto
huomattavasti. Tastd syystéa olisi tarkeaa tehda tarkempaa tutkimusta liittyen kevatvehnan

optimaaliseen stressitekijayhdistelmaan.

Kaikki tutkimustehtévét vaativat lisdtutkimusten suorittamista. Lisatutkimukset tulisi
suorittaa niin, ettd tutkimustehtdvat etenisivat loogisessa jarjestyksessa ja aina seuraa-
vassa tutkimustehtavassé voisi hyddyntaa edellisesté saatuja tuloksia. Lisatutkimusten ai-
neistoa suunniteltaessa tulee miettid tarkasti, mitka risteytysnumerot ja lajikkeet tutki-
mukseen valitaan. Paras vaihtoehto olisi tehda tutkimukset jollakin lajikkeella, jolla on
tunnetusti hyva responsio. Toisaalta aineistona voisi kayttdd myds useampaa hyvan res-
ponsion omaavaa lajiketta. Kaytettdvan aineiston tulisi olla tdssa opinnaytety6ssa kéytet-
tya aineistoa suurempi. Suuremmilla nypintdmaarilla suoritetun tutkimuksen tuloksista
saataisiin suuremmalla todennédkdisyydella enemman analysoitavaa tietoa, joka edesaut-

taisi luotettavien johtopéatoksien tekoa.
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