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Ruusukvittenin mikrolisdysta on tutkittu aiemminkin ja kirjallisuutta on
saatavilla kohtuullisesti. Naiden lahteiden lisdksi opinnéytetyon pohjana
oli Lepaan mikroliséyslaboratorion ruusukvittenin mikrolisayskokeilusta
kertyneet tiedot sekd kahden kehitystehtavén tulokset. Tyd liittyi myos
HAMK Lepaan ja Helsingin yliopiston yhteistyona toteutettavaan ruusu-
kvitteni-hankkeeseen.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kerdtd tietoa japaninruusukvittenin
(Chaenomeles japonica) mikrolisdayksen aloitusmenetelmistd. Tavoitteena
oli tuottaa monistuva mikrolisaysviljelméa ja néin sailyttdd Lepaan viljel-
méan parhaat siemenlisatyt yksilét. Myos ruusukvittenin kayttémahdolli-
suuksiin perehdyttiin. Tyo toteutettiin toimeksiantajan, mikrolisayslabora-
torio HAMK Lepaan tiloissa, syksyn 2010 ja kevaéan 2011 aikana.

Kokeen lisdysmateriaali kerattiin viitend eri kertana Lepaan ruusukvit-
teniviljelmalts, kahdesta eri kloonista. Aloituksia tehtiin lepotilaisista sil-
muista ja hyodetyista versoista. Ravintoalustoina tutkimuksessa oli kolme
Murashige & Skoog (MS) -alustaa. Hormoneina kaytettiin zeatiinia (ZEA)
ja bentsyyliaminopuriinin (BAP) eri pitoisuuksia.

Tulosten mukaan ruusukvittenin mikrolisdys kannattaa aloittaa hyddetyistéa
versoista lepotilaisten silmujen sijaan. Kloonien valilla eroavaisuuksia ha-
vaittiin etenkin hyotymisessd. Muissa tutkimuksissa eri genotyyppien on
todettu vaikuttavan mikrolisdykseen muutenkin, joten aihetta olisi syyté
tutkia lisaa. Aloitusalustojen valiset erot olivat melko pienet, mutta par-
haaksi osoittautui kuitenkin MS % + ZEA 1 mg. Koska tdssa tydssa pe-
rehdyttiin vain aloitusmenetelmiin, olisi samankaltainen jatkotyé monis-
tus- ja juurrutusvaiheista jarkevaa.

Chaenomeles japonica, japaninruusukvitteni, mikroliséys

24 s, + liitteet 5 s.
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Bentsyyliaminopuriini, sytokiniini, jonka tar-
koituksena on edistad versojen kasvua.

Perimé&. Genotyypiltddn samanlaiset kasvit ovat
toistensa klooneja.

Vanhentunut termi vitrifikaatio. Paisunut verso
siséltdd runsaasti vettd. Lehdet ovat pienié,
hentoja ja tummanvihreitd seka usein epamuo-
dostuneita.

Yhteisista vanhemmista jalostettu tai polveutu-
va populaatio.

Murashigen & Skoogin kehittdma ravintoalus-
ta.

Natriumhypokloriitti, steriloinnissa eri vah-
vuuksina kaytettava aine.

Ravintokuitu, hyydyttdvd ominaisuus, jota
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van veden alla.

Woody Plant Medium- ravintoalusta, joka on
tarkoitettu etenkin puuvartisten kasvien mikro-
lisddmiseen.

Zeatiini, sytokiniini, jonka tarkoituksena on
edistaa versojen kasvua.
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Valikoitujen Lepaan ruusukvittenikloonien mikrolisays

1 JOHDANTO

Kiinassa ja Japanissa ruusukvitteni (Chaenomeles japonica) on tunnettu
koristekasvina jo yli 400 vuoden ajan. Eurooppaan kasvi saapui 1700-
luvulla. (Joy & Martola 1990, 53.) Satokasvina ruusukvitteni on jaanyt
melko vieraaksi, vaikka sen kéaytolle on pitkat perinteet Baltian maissa,
Puolassa ja Ukrainassa (Kauppinen & Weckman 2002, 18-19). Suomessa
japaninruusukvittenid on kasvatettu lahinnd koeluontoisesti teollisuuden
tarvekasvina ja jonkin verran Kkoristetarkoituksiin (Alanko & Saario 1997,
111). Myoskaan prosesoinnin raaka-aineena ruusukvittenin koko potenti-
aalia ei ole hyddynnetty. Runsaasti hedelmdhappoja, aromeja, pektiinia ja
C-vitamiinia siséltavat hedelmat soveltuvat hyvin esimerkiksi marmeladi-
en, hyyteloiden, karamellien, likforin ja nektarin valmistukseen. (Alanko
& Saario 1997, 111-113: Joy & Martola 1990, 56.) Panavaksen (1994)
mukaan kasville on myds jonkin verran la&kinnallista kayttoa.

Talla hetkell& japaninruusukvittenistd ei ole saatavilla suomalaisia tai
oloissamme laajemmin testattuja lajikkeita. Suurin osa myytavista taimista
tulee meille Keski-Euroopasta, minkd vuoksi lajin talvenkestavyys Suo-
messa on yleisesti ottaen melko heikkoa. (Joy & Martola 1990, 53.) Hel-
singin yliopisto on tarttunut tah&n epédkohtaan ja etsinyt kestavia kantoja,
joista uusia lajikkeita voisi lahted kehittdamaan. MTT:1la (Maa- ja elintar-
viketalouden tutkimuskeskus) on kokoelmissaan Helsingin yliopiston ai-
kaisempien tutkimuksien perusteella valittuja klooneja. (Antonius 2006.)

Lajiketutkimus on talla hetkelld siind vaiheessa, ettd parhaita yksiloita
voidaan lahted lisdédmaén ja niiden ominaisuuksia testaamaan laajemmassa
mittakaavassa. Lajikeominaisuuksien sailyttdmiseksi on lisdyksen oltava
kasvullista, sill4 vaikka japaninruusukvittenin siemenlisdys on tehokasta,
on jélkeldisté ominaisuuksiltaan vaihtelevaa, mika on osaltaan vahentanyt
kasvin sadontuottoon tahtadavéa viljelya (Kauppinen & Weckman 2002,
18-19). Lisaystavaksi valittiin mikrolisdys, koska sen avulla on mahdollis-
ta tuottaa genotyypiltadn toistensa kaltaisia kasveja nopeasti ja tehokkaas-
ti, kun oikeat menetelmét ovat tiedossa.

Taméan opinndytetyon tarkoituksena oli selvittdd japaninruusukvittenin
mikrolisdyksen aloitusvaiheen kannalta paras aloitusajankohta ja -alusta,
mahdolliset erot eri kloonien valilla sek& erot silmu- ja versoaloitusten va-
lilla. Tydn aikana pyrittiin tuottamaan monistuva mikrolisaysviljelméa ja
nain séilyttdméan Lepaan ruusukvitteniviljelmén parhaat siemenlisétyt yk-
silot. Myds ruusukvitteniin kasvina, ja etenkin sen kayttomahdollisuuksiin,
perehdyttiin.
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2 JAPANINRUUSUKVITTENI

Ruusukvittenit kuuluvat ruusukasvien (Rosaceae) heimoon ja ruusukvitte-
nien (Chaenomeles) sukuun. Toisinaan ryhma on luokiteltu aitokvittenin
(Cydonia oblonga) ohella Cydonia-sukuun ja joskus myds paarynén (Py-
rus) sukuun kuuluvaksi. Suomessa kolmesta ruusukvitteni-suvun kasvista
tavataan lahinna koristearvonsa ja syotavien hedelmiensa takia viljeltavaa
japaninruusukvittenid, jota yleisesti kutsutaan vain ruusukvitteniksi. Kah-
den muun lajin, kiinanruusukvittenin (C. speciosa) ja tarharuusukvittenin
(C. x superba), talvenkestavyys on meidan olosuhteissamme hyvin epa-
varmaa. (Joy & Martola 1990, 53.)

Ruusukvitteni-suvun Chaenomeles nimi juontaa juurensa kreikan sanoihin
chaino, avata ammolleen, haljeta, ja melon, omena. Hieman harhaanjohta-
va nimi johtuu japaninruusukvittenin nimeéjan, Carl Peter Thunbergin,
virheellisesta kasityksestd, ettd hedelma halkeaisi viiteen osaan ja sieme-
net varisisivat maahan. (Alanko, Hamet-Ahti, Palmén & Tigersted 1992,
232; Palmstierna 2000, 116.)

2.1 Kasvitieteellinen kuvaus

Kuva 1 Japaninruusukvitteni loppukesalld(Joy & Martola 1990, 55).

Ruusukvittenit ovat kesdvihantia, usein piikikkaitd, yksikotisia pensaita
(Kuva 1) (Alanko ym. 1992, 232). Kukinta ajoittuu lehtien puhkeamiseen
touko-kesékuussa ja kestdd kolmisen viikkoa (Kauppinen & Weckman
2002). Lehdet ovat kierteisesti ja korvakkeellisia. Korvakkeet ovat usein
suuria ja hammaslaitaisia. Lehtiruoti on lyhyt ja lapa ehyt. Ruusukvitteni-
en kukat ovat kaksineuvoisia ja sijoittuneena yksittain tai 2-6 (-10), taval-
lisesti punaisen kukan ryhmiin (Kuva 2). Verhid, terio ja emid ovat viisi-
lehtisia. Teri6 on 2,5-3,5 cm leved, sateittdinen ja erilehtinen. Heteitd on
20-60. (Alanko ym. 1992, 232.)
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Kuva 2 Ruusukvittenin kukinta (Mosquin 2007).

Ruusukvittenin hedelmé&t ovat 10-15 cm leveitd, paksun kukkapohjuksen
ympardimid omenan kaltaisia tuppilokotia, jotka eivat Suomen oloissa eh-
di useinkaan kypsya kunnolla kylménarkuutensa takia (Alanko ym. 1992,
232). Ne ovat raakoina vihreitd ja muuttuvat kypsyessaan keltaisiksi ja
aromaattisen tuoksuisiksi (Kuva 3). Hedelmét ovat kypsinakin kivikovia,
muodoltaan kuhmuraisia ja niiden pintaan muodostuu vahamainen kerros.
(Alanko & Saario 1997, 113; Joy & Martola 1990, 56; Jensen 2006, 12.)

Kuva 3 Vasemmalla kypsa halkaistu ruusukvittenin hedelma ja oikealla raaka hedel-
ma (Hayden 2008).
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2.2 Kasvupaikkavaatimukset ja lannoitus

Ruusukvitteneistd vain japaninruusukvitteni on Suomessa talvenkestéava,
ja sekin varmuudella vain Etela-Suomessa vyohykkeilld 1-11 (111). Talven-
kestavyyttd edistdd hyvéan lumipeitteen muodostuminen pensaan suojaksi.
Sopiva kasvupaikka on liséksi aurinkoinen, kuivahko ja tuulensuojainen.
(Alanko 1997, 49.) Kovin varjostettuna pensas ei kuki (Joy & Martola
1990, 53).

Kasvulle edullisin maapera on lapéiseva, hiekka- tai sorapitoinen, kalkki-
perdinen maa, jossa pH on 6 tai hiukan alle (Alanko 1997, 49; Alanko &
Saario 1997, 111). Eméksisessd maassa ruusukvitteni voi karsia kloroosis-
ta eli lehtien kellastumisesta tai vaalenemisesta (Kauppinen & Weckman
2002, 19). Myos seisova vesi on ruusukvittenille haitaksi (Joy & Martola
1990, 54). Luontaisilla kasvupaikoillaan japanilaista alkuperéé oleva pen-
sas kasvaa ravinteikkaissa, tuoreissa, nuorissa lehtimetsissg, lievasti me-
reisessé ilmastossa (Alanko & Saario 1997, 111; Antonius 2006).

Melko hidaskasvuisena pensaana ruusukvitteni ei tarvitse paljon lannoitus-
ta (Alanko & Saario 1997, 112). Etenkin liiallista typensaantia on valtetta-
v4, silld se aiheuttaa liian rehevad kasvua, jolloin kukat jaavat lehtien taak-
se piiloon ja myos talvenkestavyys karsii (Joy & Martola 1990, 55). Sa-
toidssa lannoitustarve kasvaa (Kauppinen & Weckman 2002, 19). Sopivia
lannoitteita ruusukvittenille ovat esimerkiksi vahatyppiset yleislannoitteet,
komposti ja puutuhka. Yleislannotteita kaytettaessa riittda istutuksen yh-
teydessa 20-30 g pensasta kohti. Mydhempiné vuosina annostusta hiukan
nostetaan. (Alanko & Saario 1997, 112; Joy & Martola 1990, 55.) Pelto-
viljelyssé sopiva lannoite on esimerkiksi lanta, jota levitetddn 2040 ton-
nia hehtaarille. Riittavasta fosforin ja kaliumin saannista on tarke&d huo-
lehtia. (Jensen 2006, 5.)

2.3 Leikkaus

Ruusukvitteni sietdd hyvin leikkausta ja sopivin ajankohta sille on maalis-
kuussa. Nuoria pensaita ei yleensa tarvitse leikata, mutta vanhemmiten
kasvustosta tulee rénsistyneen nakdinen ja myos kukinta ja sadon tuotto
karsivat. (Alanko 1997, 49; Joy & Martola 1990, 55.) Koristepensaille hoi-
toleikkaukseksi riittdd kuivien ja huonokuntoisten oksien poisto, seké ta-
sainen harventaminen. Hyotyviljelyssa pyritadn pensaan rakenne pitdméaan
sellaisena, ettd parhaiten satoa tuottavia kolmevuotiaita oksia olisi jatku-
vasti mahdollisimman paljon. (Joy & Martola 1990, 55.)

Leikattaessa poistetaan rénsistyneiden oksien liséksi pitkat, lumen ylapuo-
lelle jaavét, sek& maata pitkin kasvavat oksat. Kasvamaan jatetdan mielui-
ten l&hes vaakasuorat, lievésti kaartuvat 15-45 cm maanpinnan ylépuolella
olevat oksat. Juurivesat on myds hyva poistaa leikauksen yhteydessa. (Joy
& Martola 1990, 55.) Pensasta leikattaessa tulee muistaa, ettd ruusukvitte-
ni kukkii vain edellisen vuoden oksilla, joten voimakkaasti nuorennettaes-
sa kukinta j&& seuraavana keséané valiin (Alanko 1997, 49).
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2.4 Lisays

Ruusukvitteneitd voidaan lisatd siemenistd, pistokkaista, varttamalla, tai-
vukkailla, multaamalla ja mikrolisdéamélld (Joy & Martola 1990, 54;
Kauppinen & Weckman 2002, 19). Japaninruusukvitteni kasvattaa myos
juurivesoja, joiden avulla se lisdéntyy (Alanko ym. 1992, 232). Tavallisin
lisdystapa on siemelisdys, koska pensaiden siementuotanto on runsasta ja
siementen itavyys hyva. Itddkseen siemenet vaativat 2-3 kuukauden kyl-
makasittelyn. (Joy & Martola 1990, 54.) Suurin ongelma siemenlisaykses-
sé on jélkelaiston monimuotoisuus (Alanko 1997, 49). Esimerkiksi okai-
suutta esiintyy taimissa, vaikka siemenet olisi kerétty piikittomasta lajik-
keesta (Alanko & Saario 1997, 113).

Pistokaslisdys onnistuu niin kesa- kuin talvipistokkaita, mutta ilman hor-
moneja on juurtuminen melko heikkoa (Jensen 2006, 2). My6s juuripis-
tokkaita voidaan kayttad. Taivukaslisdyksessa saadaan taivukas juurtu-
maan vuodessa tai kahdessa. Multaamisessa juurien muodostukseen kuluu
pari vuotta. (Joy & Martola 1990, 54-55.) Jos toiveena olisi tuottaa run-
gollinen pikkupuu, onnistuu varttaminen saksalaisten kokeiden mukaan
parhaiten ruotsinpihlajan perusrunkoon (Jensen 2006, 3).

Kaikkien perinteisten kasvullisten lisdysmenetelmien, etenkin ammattivil-
jelyssd kaytettyjen pistokkaiden, ongelmana on niiden hitaus ja tehotto-
muus. Tasta syystd mikrolisdysmenetelmien kehittdminen ja parantaminen
ruusukvittenille kaupallisessa tarkoituksessa on jarkevaa ja vélttdmatonts,
kun halutaan tuottaa saman lajikkeen taimia tehokkaasti. (Panavas 1994.)

2.5 Taudit ja tuholaiset

Padséantoisesti ruusukvitteni on erittéin terve kasvi Suomen oloissa, eiké
tarvitse mitédén kasvinsuojelua, minka takia se soveltuu hyvin myos luon-
nonmukaiseen viljelyyn. Myyrien ja janisten aiheuttamat vioitukset talvi-
aikaan saattavat joskus nousta ongelmaksi. (Alanko & Saario 1997, 112—
113; Joy & Martola 1990, 56.) Yleensa vanhat pensaat ovat kuitenkin no-
peita toipumaan vaurioista, ja ne kykenevét kukkimaan jo toisena myyra-
tuhon jalkeisend vuotena (Joy & Martola 1990, 56).

Kuva 4 Verson kérkien taipuminen eli ”paimensauvan” ilmaantuminen on yksi tuli-
poltteen aiheuttamista oireista (Kuvia tulipolte —taudin oireista 2010).
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Ruusukvittenillda on yksi karanteenitauti, tulipolte (Erwinia amylovora),
jota esiintyy myds muutamilla muilla Rosaceae-heimon kasveilla (Kuva
4). Nopeimmillaan tdma bakteeritauti tappaa isdntakasvinsa puolessa vuo-
dessa lakastuttamalla ja murtamalla versot. Levinta tapahtuu saastuneiden
kasvien mukana. Tulipoltetta ei ole toistaiseksi tavattu Suomessa, mutta
esiintymista on tarkkailtava ja mahdollisista havainnoista on ilmoitettava
kasvinsuojeluviranomaisille. (Evira 2006.)

Kuva 5 Punapahka (Nectria cinnabarina) (van der Molen n.d.).

Mikali ruusukvitteni paéasee ransistymaan, iskee siihen helposti punapahka
(Nectria cinnabarina), joka ilmenee pensaan nuorissa oksissa piening,
oranssinpunaisina pilkkuina (Kuva 5). Tauti aiheuttaa oksien kitumista ja
lopulta ne kuolevat. Paras punapahkan torjuntakeino on hyvét kasvuolo-
suhteet ja oikein ajoitettu leikkaus. Liséksi ruusukvitteni on altis samanlai-
sille taudeille ja tuholaisille kuin omena. (Antonius 2006.) Tallaisia on
esimerkiksi punaisina pilkkuina hedelméssa ja lehtien pinnoilla nékyva,
omenalla varastotautia aiheuttava Gloesporium-sieni (Kuva 6) (Kauppinen
& Weckman 2002, 19). Yleensa pilkut ovat kuitenkin vain kosmeettinen
haitta (Jensen 2006, 9).

Kuva 6 Punaisia pilkkuja Lepaan viljelméltd keratyissa ruusukvittenin hedelmissa
(Avomaan ravintokasvituotannon kehitystehtava-kurssi 2010). Syyné voi olla
Gloesporium-sieni, mutta myds muita mahdollisia tallaisen oireen aiheuttajia
on.
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2.6  Kaytto viljely- ja koristekasvina

Kiinassa ja Japanissa ruusukvittenid on viljelty koristekasvina jo yli 400
vuoden ajan. Eurooppassa kasviin tutustuttiin 1700-luvun lopulla, aluksi
lahinnd kasvitieteellisten puutarhojen kautta. (Antonius 2006; Joy & Mar-
tola 1990, 53.) Satokasvina ruusukvitteni on aina jaanyt melko vieraaksi,
vaikka sen kaytolle on pitkat perinteet Baltian maissa, Puolassa ja Ukrai-
nassa. 1990-luvun puolessa valissd Latviassa oli vield satoja hehtaareita
viljelyssa, mutta siemenliséttyjen taimien vaihteleva hedelmien laatu on
vahentéanyt kasvin viljelya. (Kauppinen & Weckman 2002, 18-19.)

Suomessa japaninruusukvittenin kayttd on ollut 1ahinné koeluontoista vil-
jelyd teollisuuden raaka-aineeksi tai koristetarkoituksiin (Alanko & Saario
1997, 111). Helsingin yliopiston kasvinjalostustieteen laitoksella on tehty
tyota uusien, etenkin hedelmien tuottoon tahtéavien lajikkeiden kehittami-
seksi (Alanko 1997, 49). Myos ulkomailla, varsinkin Latviassa, on tutkittu
ruusukvittenin ominaisuuksia ja viljelyd. Ruisan ja Rubauskisin (2005)
Latviassa tekemé&ssé nelivuotisessa tutkimuksessa tarkkailtiin ruusukvitte-
neiden sadontuottokyvyn eroavaisuuksia eri genotyyppien valill4. Tulok-
sista havaittiin huomattavia eroja kasviyksiloiden vélilla. Myds muiden
ominaisuuksien, kuten kasvutavan ja pakkas- seka tautikestavyyden osalta
eroja oli néhtavissd, miké osaltaan korostaa lajiketutkimuksen ja kaytto-
tarkoitukseensa sopivien lajikkeiden kehittdmisen tarkeytta.

Koristepensaana japaninruusukvitteni sopii kaytettavéksi kivikkopensaak-
si, yksittdis- tai ryhmdapensaaksi seka vapaasti kasvavaksi aidanteeksi
(Alanko 1997, 49). Kannasta riippuen kasvin korkeus ja kasvutapa vaihte-
lee matalista pensaista jopa pieniin puihin (Jensen 2006, 1). Suomessa ta-
vataan kuitenkin Idhinnd matalia muotoja, silld lumipeitteen ylapuolelle
jaavat oksat paleltuvat helposti talvella (Alanko & Saario 1997, 112).
Ryhmaan istutettaessa tilaa pensaiden valille on hyva jattd4d noin metri
(Joy & Martola 1990, 54). Ruusukvitteni sietdd huonosti nurmikkoheinien
juuristokilpailua, joten sen kasvualustan on oltava nurmikosta erilld&n
(Alanko 2003, 126). Myos rikkakasvit on syyta torjua istutuksilta, silla
pensas ei ole kilpailukykyinen niit4 vastaan (Alanko ym. 1992, 232).

Hedelmien tuottoon t&htaavéssé viljelyssa kukkien polyttymisen ja hyvén
sadon turvaamiseksi on valittava kaksi eri kantaa, koska ruusukvitteni on
yleensd itsesteriili. Ongelmilta valtytdan, jos kasvit on alun perin lisatty
siemenistd, silld niissa geneettistdi muuntelua on tapahtunut. (Alanko &
Saario 1997, 112.) Pensaat istutetaan vahintdén 0,8-1 metrin taimivalilla.
Rivivéling Latviassa kaytetddn 2—-2,5 metrid. (Jensen 2006, 4; Kauppinen
& Weckamn 2002.) Harjuistutuksilla ja mustaa katemuovia tai -kangasta
kayttamalla nopeutetaan kevéalla kasvuunléhtoa ja nostetaan maan lampo-
tilaa kasvukauden aikana (Alanko & Saario 1997, 112). Katteen avulla es-
tetd&n myos rikkakasvien kasvua, miké on tarkeda etenkin nuorien taimien
kohdalla (Antonius 2006).

Suurin osa myytdvasta taimimateriaalista saapuu meille Keski-Euroopasta,
silla suomalaisia lajikkeita ei ole saatavilla (Alanko 2003, 126; Joy &
Martola 1990, 53). Latviassa jalostustydta on tehty jo pitkdan. *Cido’ on
Suomessakin kokeilussa ollut piikitén, suurihedelmadinen, sadontuottoon
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tahtaava lajike. (Alanko & Saario 1997, 111.) Hybridilajikkeita on myos
jonkin verran markkinoilla, mutta niiden talvenkestavyys on heikkoa (Joy
& Martola 1990, 53). Suomessa lajiketutkimusta on tehty jo 1980-luvulta
lahtien Helsingin yliopiston toimesta ja parhaiksi valittuja klooneja on siir-
retty MTT:n kasvikokoelmiin (Antonius 2006). Ruotsissa ja Norjassa pai-
kallisia lajikkeita ja kantoja, kuten norjalainen tummakukkainen Dém-
mesmoen’, 10ytyy jo markkinoilta (Alanko 2003, 126).

2.6.1 Prosessointi

Ruusukvittenin sato maaraytyy viljeltdvan pensaan kannan ja ian mukaan.
Yleensd sato on kuitenkin alle 10 kg pensasta kohden. Sato kannattaa
poimia mahdollisimman myohaan, silla hedelmien sitruunaa muistuttava
aromi voimistuu niiden kypsyessa. Tavallisin sadonkorjuumenetelma on
késinpoiminta. (Jensen 2006, 12-13; Joy & Martola 1990, 56.) Jos satoa ei
kéyta heti, voi sen varastoida. Tarkeinta on pitéa ilmankosteus korkeana ja
lampotila matalana. Pakkasasteita hedelmat eivat kestd, silla mentéessa jo
vahén alle nollan asteen, hedelmien laatu karsii. Pahinta laadun kannalta
on lampétilan vaihtelu nollan molemmin puolin. Latvialaisessa tutkimuk-
sessa havaittiin, ettd hedelmid voi varastoida jopa kolme kuukautta 2,5
°C:n lampdtilassa, kun taas ruotsalaisen tutkimuksen mukaan 1 °C:n lam-
potilassa ja vahintddn 85 % ilmankosteudessa hedelmét sailyivat kaksi
kuukautta. (Jensen 2006, 13.)

Hedelmat eivét ole tuoreena sy6tévia kovuutensa ja lievasti myrkyllisten
siementensa takia, joten niiden prosessointi on vélttdmatonta (Alanko &
Saario 1997, 111-113). Hedelmat sisaltdvat runsaasti hedelméhappoja,
aromeja, pektiinia ja C-vitamiinia, minka johdosta ne soveltuvat hyvin
esimerkiksi marmeladien, hyyteldiden, karamellien, likdorin ja nektarin
valmistukseen (Alanko & Saario 1997, 111-113; Joy & Martola 1990,
56). My0s jonkin verran ladkinnallista kayttoéa on (Panavas 1994). Lepaan
viinitila, jossa valmistetaan ruusukvittenilikoorid, kuuluu talla hetkelld
niihin harvoihin tahoihin, jotka Suomessa hyddyntavét ruusukvittenia pro-
sessoinnin tarvekasvina (Liite 3).

Lepaan viinitilan likoérimestari Jorma Virtanen (haastattelu 18.4.2011) tu-
tustui ruusukvitteniin ensimmaisen kerran 1970-1980-luvulla, jolloin
Marli lis&si Lapponia-sarjaansa uuden tuotteen, ruusukvittenilikdorin.
Tuolloin solmittiin my®ds joitakin viljelysopimuksia Varsinais-Suomen vil-
jelididen kanssa. Tuotteen valmistus kuitenkin loppui 1990-luvulla, koska
sen volyymi oli liian pieni suuren yrityksen mittakaavassa. Nykyéaan Le-
paan viinitilalla valmistettava likoori eroaa jonkin verran Marlin tuottees-
ta. Menekiltdan se on rinta rinnan vadelma- ja lakkaliko6rin kanssa. Virta-
nen itse pitdd ruusukvittenilikdorid juhlatilaisuuksiin sopivana sen hienos-
tuneen ja poikkeavan makunsa vuoksi, johon ei tulisi sekoittaa mitaan
muuta. Uskoa tuotteen menestymiseen vahittdismyynnissa 10ytyy, mikali
viinitilatuotantoa koskevaan lakiin tulee muutosta. Virtasen mielestaan
ruusukvittenissa raaka-aineena on paljon kayttaméatontd potentiaalia, niin
juoma-alalla kuin muutenkin teollisuudessa. Suurimpana syyna viljelyn
vahyyteen hdan pitdd raaka-aineen jatkojalostus-, tuotekehittely- ja markki-
nointityon vahyytta.
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2.6.2 Ruusukvittenin hyédyntdmisesté tehtyja tutkimuksia

1970-luvulta lahtien on ympéri Eurooppaa aloitettu useita projekteja, joi-
den tavoitteena on ollut ruusukvitteneiden ominaisuuksien tarkempi kar-
toittaminen ja hyddyntdminen (Antonius 2006). Ruotsissa on tehty tutki-
musta ihmisten suhtautumisesta erilaisiin potentiaalisiksi arvioituihin ruu-
sukvitteni-tuotteisiin. Testattavina olivat ja&teld, limonadi, hillo, rahka ja
jogurtti. Pidetyin tuote oli jaateld ja seuraavaksi pidetyimpié limonadi ja
rahka. Kaiken kaikkiaan kuluttajien suhtautuminen ruusukvittenin makuun
oli hyvin positiiviista. (Géransson & Rumpunen 2003.)

Toisessa tutkimuksessa perehdyttiin potentiaalisiin ruusukvittenid hyédyn-
taviin tuotteisiin, jonka tuotoksista maistatus-tutkimuksen tuotteetkin va-
littiin. Edelld mainittujen kattotapojen liséksi hedelmien sisaltdamé pektiini
todettiin vaalean leivan leivonnassa kéayttokelpoiseksi. Leivén laatu parani
ja positiivista vaikutusta oli myds sisuksen kovuuteen ja elastisuuteen. 0,5
%:n osuuden pektiinid kokonaisjauhomaérassé todettiin lisddvan leivan
kokoa 7 %. (Groon, Gustafsson, Goéransson, Hellin, Jordan, Laencina,
Ros, Vila & Akesson 2003.) Ruusukvittenid voidaan pitaa mielenkiintoi-
sena kuitukasvina. Hedelmien sisaltdma pektiini sijaitsee paaasiassa niiden
lihassa, joten kasvinjalostuksessa tulisi valita genotyyppejd, joiden hedel-
missa on paljon lihaa ja vahan siemenid. (Bratish, Garkava, Gustafsson,
Groon, Hellin, Jordan, Kaufmane, Kauppinen, Kviklys, Laaencina, Norin,
Nybom, Ross, Ruisa, Rumpunen, Stanys, Thibault, Thomas, Tigerstedt,
Trajkovski & Akesson 2000, 347.)

Rumpunen (2003) on tehnyt tutkimusta my0ds japaninruusukvittenin vilje-
lyn kannattavuudesta Ruotsissa. Tuloksista kay ilmi, etta hillojen, aromi-
valmisteiden, likoorin sekd muiden elintarvikkeiden valmistukseen kaytet-
taessd ruusukvitteni raaka-aineena on hyvinkin mielenkiintoinen. Pektiinin
lahteeksi ruusukvitteni on kuitenkin ainakin vield talla hetkelld liian kallis
tuottaa. Tuotantokustannukset laskisivat huomattavasti, jos sopiva kone-
poimintatekniikka loytyisi. Tahan pad&seminen vaatisi paitsi laite- myos la-
jikekehitystd, silla konepoiminnassa hedelmien helppo irtoavuus ja saavu-
tettavuus on tarkeéa.
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3 AINEISTO JA MENETELMAT

Japaninruusukvittenin mikrolisdyksen aloitusmenetelmia tutkittiin Lepaan
mikroliséyslaboratoriossa syksyn 2010 ja kevdan 2011 aikana. Tutkimuk-
sen pohjana kéytettiin mikroliséyslaboratoriossa tehdyn aikaisemman ko-
keilun tuloksia ja tietoja, syksyn 2010 aikana tehtyjé kehitystehtavia seka
muita tutkimustuloksia. Aloitusmateriaalit kerattiin 1998 perustetulta, lat-
vialaisista *Cido’ siementaimista koostuvalta viljelmalta Lepaalta (Liite 3).
Aloituksia tehtiin kahdella eri kloonilla, joista kaytettiin naiden lepotilaisia
silmuja sekd hyodettyjd versoja. Ravintoalustoja tutkimuksessa oli kolme
erilaista.

3.1 Mikrolisdyksen aloitusmateriaalit

Ruusukvittenin mikrolisdysviljelméan aloitusmateriaalina kdytettiin Lepaan
puutarhatalouden koulutusohjelman, HOPUNUO8A4-vuosikurssin opiske-
lijoiden, Hanna Rummukaisen ja Sari Oksasen sekd Anne Kokin ja Laura
Helgrénin kehitystehtavissa parhaiksi valittuja yksiloita. Valintaan vaikut-
tivat kokonaissato, hedelmien keskipaino, lukumaéara ja muoto, pilkkujen,
jotka voivat kielid taudista, esiintyminen seka pensaiden muut ominaisuu-
det, kuten okaisuus (Liite 3). (Avomaan ravintokasvituotannon kehitysteh-
tavé-kurssi 2010.) Molemmista kehitystehtavista valittiin yksi klooni var-
sinaiseen lisdykseen. Kloonit nimettiin kehitystehtavissa kéaytettyjen nimi-
en mukaan E9:ksi ja C22:ksi. Lisdysmateriaalia keréttiin viisi kertaa ajalla
10.11. - 29.11.2010.

Viljelmien aloitusmateriaaliksi valittiin oksia, joissa silmut nayttivét ole-
van elossa ja oksat muutenkin mahdollisimman hyvinvoivan nakoisia (Lii-
te 3). Kaksi viimeistd hakukertaa (28.11. ja 29.11.) tehtiin kovan pakkas-
jakson jélkeen. Yhdella hakukerralla (22.11.) oksia kerdttiin molemmista
klooneista vain hyoddettavéaksi ja niille annettiin kukkavirkistetta (Bell-
Fleur, valmistaja Hortipack Holland BV). Muutkin keratyt oksat jatettiin
hyotymaan huoneenlampéon ikkunan eteen.

3.2 Sterilointimenetelmat

Kéytetty sterilointimenetelma vaihteli viljelman aloitusmateriaalin mu-
kaan. Hyodetyista silmuista puhjenneilla versoilla k&sittelyt olivat hiukan
kevyemmat kuin lepotilaisilla silmuilla. Erot streilointien valilla olivat nat-
riumhypokloriittikésittelyn (NaOCI) pitoisuudessa ja kestossa, seka saip-
pualiuoskasittelyn (Erisept) vaikutusajassa. Valittujen sterilointimenetel-
mien osoittauduttua tarpeeksi tehokkaiksi, ei varalle suunniteltuja spa-
késittelyja tarvittu.
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3.2.1 Lepotilaiset silmut

Lepotilasista silmuista tehtiin kaksi aloitusta kummallakin kloonilla (E9 ja
C22). Kaikissa silmualoituksissa kéytettiin samaa sterilointimenetelmaa.
Aloitusmateriaalin sterilointi aloitettiin huuhtomalla oksat juoksevan io-
ninvaihtoveden alla samalla hammasharjalla hangaten. Pestyt oksat leikat-
tiin sopiviksi paloiksi siten, etta jokaiseen oksanpalaan jéi yksi silmu. Seu-
raavaksi oksanpaloissa kiinni olevat silmut pestiin saippualiuoskasittelylla
(Erisept 3 tippaa/100 ml ioninvaihtovettd), jossa ne pyorivat mangneet-
tisekoittimessa 20 minuuttia. Tdman jalkeen oksanpalaset huuhdeltiin 18-
vikdssa ioninvaihtovedelld ja kaadettiin petrimaljaan.

Laminaarivirtauskaapissa silmut kasiteltiin alkoholissa (70 % Etax) yhden
minuutin ajan, jonka jalkeen ne siirrettiin huuhdeltaviksi ioninvaihtove-
teen. Seuraavaksi vuorossa oli natriumhypokloriitti-k&sittely (NaOCl 2
%), jonka kesto oli 10 minuuttia. Késittelyd tehostamaan laitettiin myos
kolme tippaa pintajannitysta alentavaa Tween 20:td. 29.11.2010, kloonin
E9 aloituksesta Tween jdi pois. Sekoittaminen tapahtui magneettisekoitti-
mella. NaOCI-kaésittelyd seurasi nelj& huuhtelua ioninvaihtovedessa. Sil-
muja pidettiin huuhteluvesissa siten, ettd jokainen huuhtelu oli edellistd
pidempi (n. 1, 2, 5 ja 10 minuuttia). Huuhteluiden jélkeen silmut preparoi-
tiin.

3.2.2 Hyddetyista silmuista puhjenneet ruohomaiset versot

Versoaloituksia tehtiin yhteensd nelja. Kloonista C22 saatiin vain yksi
aloitus, koska oksiin ei hydtynyt enempad kéyttokelpoisia versoja. Kaikis-
sa versoaloituksissa kaytettiin samaa sterilointimenetelmaa.

Sterilointi aloitettiin leikkaamalla hyodetyt versot irti oksista ja huuhtele-
malla niita juoksevan ioninvaihtoveden alla samalla hammasharjalla varo-
vasti pesten. Pesun jélkeen lehtia leikattiin siten, ettd lehtilapaa jai noin
kaksi millimetria ja versot puolitettiin kasittelyn helpottamiseksi. Seuraa-
vaksi oli vuorossa saippualiuoskasittely, kuten silmujakin steriloitaessa,
mutta kasittelyn vaikutusaika oli puolet lyhyempi, 10 minuutti. Kun versot
oli huuhdeltu ja laitettu petrimaljaan, siirryttiin laminaariin.

Laminaarityoskentely aloitettiin kasitteleméalla versot alkoholissa (70 %
Etax) yhden minuutin ajan, jonka jalkeen ne siirrettiin ioninvaihtoveteen
huuhdeltaviksi. Natriumhypokloriitti-késittelyn (NaOCI) kesto oli 15 mi-
nuuttia, ja pitoisuus 1 %, eli miedompaa kuin silmuja steriloitaessa.
NaOCI-kaésittelyd seurasi neljd huuhtelua ioninvaihtovedessa silmusteri-
loinnin tapaan, jonka vélkeen versot preparoitiin.

3.3 Silmujen ja versojen preparointi

Silmut ja versot preparoitiin ennen aloitusalustoille laittoa. Preparointi ta-
pahtui molemmissa tapauksissa laminaarivirtauskaapissa, steriileja tyova-
lineitd kayttden. Silmuja preparoitaessa apuna kéytettiin stereomikro-
skooppia. Versojen kohdalla se ei ollut tarpeellista.
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Jokainen silmu preparoitiin erikseen omalla petrimaljalla. Maljaan kaadet-
tiin ionivaihdettua vettd, jonka jalkeen oksan palassa kiinni olevaa silmua
voitiin alkaa preparoida. Ensin poistettiin oksan kuori ja katkaistiin silmun
ylapuolella oleva turha oksan patka pois, seké leikattiin alaosaan kiilamai-
nen imupinta. Silmu preparoitiin siten, ettei yhtdan ruskettunutta sil-
musuomua jaanyt jaljelle. Valmis silmu asetettiin koeputkeen kasvualus-
talle.

Hyobdetyistd silmuista puhjenneet versot preparoitiin puolikas kerrallaan
petrimaljalla. Verson leikkauspinnan kohdalta leikattiin noin millimetrin
pala pois, lehdisté jatettiin pieni patka ruotia jaljelle ja korvakkeet poistet-
tiin kokonaan. Karkisilmun lahell& olevia lehtid jatettiin enemman jaljelle
silmun turvaamiseksi. Verso leikattiin aloituspaloiksi siten, etta jokaiseen
palaan tuli yksi silmu. Valmiit aloituspalat siirrettiin toiselle petrimaljan
puolikkaalle ja kaikkien ollessa valmiit, sieltd koeputkiin kasvualustoille.

Valmiit viljelmat vietiin Lepaan mikrolisdyslaboratorion kasvatushuonee-
seen. Kasvatushuoneessa pdivan pituus on 16 tuntia ja lampdtila 24 °C +/-
1 °C. Yolampétila on alhaisempi, koska silloin valot eivat ole paalla, mutta
tarkkoja lukemia ei ole tiedossa.

3.4 Aloitusalustat

Aloituksiin valittiin kolme eri alustaa, joita kokeiltiin kummallakin kloo-
nilla ja kaikissa eri aloituksissa. Alustat olivat MS-alustoja, mutta kahdes-
sa makroravinteet ja sokerit oli laskettu %:aan kokonaisméaréasta (Liite 1).
Myos alustoissa kaytetyt hormonit ja niiden pitoisuudet vaihtelivat (Liite
2).

Yhdeksi aloitusalustaksi valittiin Lepaan mikrolisayslaboratoriossa edelli-
sessa ruusukvittenikokeilussa mukana ollut MS + BAP 0,5 mg. Téata alus-
taa oli alun perin paadytty kokeilemaan Panavaksen (1994) tutkimuksen
perusteella. Toiseksi alustaksi otettiin laboratorion ehdottama MS % +
ZEA 1,0 mg. Kolmas alusta, MS % + BAP 1,0 mg, valittiin myos tutki-
muksen perusteella (Kauppinen, Kviklys, Rumpunen, Stanys & Svensson
2003).

Tdassa tyossa ei testattu muita kuin MS-alustoja, vaikka aikaisemmissa tut-
kimuksissa ainakin monistusvaiheessa on saatu aikaan viljelmida myds
muunnellulla WPMR-alustalla. Sen ominaisuudet olivat kuitenkin MS-
alustaan verrattuna heikommat kasvun voimakkuuden ja elinvoimaisuu-
den, sekd monistumisen kannalta. (Kauppinen & Tigerstedt 1998.)
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4 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Viljelmia tarkkailtiin silm&maaréisesti noin viikon vélein ajalla
22.11.2010-16.2.2011. Saaduista tuloksista ja havainnoista todettiin selvié
eroja silmu- ja versoaloitusten vélilla. Kloonien valilla voitiin n&hda jon-
kin verran eroavaisuuksia, mutta véhemman kuin aikaisempien tutkimus-
ten pohjalta olisi voinut odottaa. Eroja aloitusalustojen vélille saatiin, kun
tarkasteltiin monistusalustalle siirrettyjen versojen maaréd. Kerdysajan-
kohdalla todettiin olevan merkitysta hyotymiseen.

4.1  Aloitusmateriaalin merkitys viljelmien kasvulle

Silmualoituksia tehtiin kaiken kaikkiaan 116 kappaletta, 58 kappaletta
kumpaakin kloonia. Kasvuunlahtd oli hyvaa, mutta lahes kaikki viljelmat
(108 kappaletta) alustasta riippumatta infektoituivat (Kuva 7). Jotkut mel-
ko pitkénkin ajan kuluttua aloituksesta.

100 %

90 %
80% -
70% -
60 % -

M Infektoituneet
50% -

H Kuolleet
40% -

Jatkokasvatukseen
30% -
20% -
10% -
O % = T T 1

MS3/4+BAP1 MS3/4+ZEA1 MS+BAPO,5

Kuva 7 Ruusukvittenin silmualoitusten tulokset prosentteina kokonaisméaarasta jokai-
sella alustalla.

Osa silmualoituksista pysyi pitkaan elossa. Niihin kasvoi kuitenkin paljon
kallusta silmun tyvelle, jolloin kasvu pyséhtyi tai oli hyvin Kituliasta ja
lehdet kellastuivat (Kuva 8). Sen vuoksi 12.1.2011 aloituksista poistettiin
kallusta, tehtiin uudet imupinnat ja siirrettiin uusiin koeputkiin samoille
alustoille kuin aikaisemmin. Kasvuun lahteneilla silmuilla kasvu oli paa-
saantoisesti ruusukemaista (Kuva 9).
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Kuva 8 Lahes kuollut ruusukvittenin silmualoitus. Yksi kasvanut lehti on putoamassa
pois ja kallusta on paljon.

Kokeen loppuessa, 16.2.2011, silmualoituksiin merkittiin viisi aloitusta
jatkokasvatukseen. Nam4 aloitukset olivat vield elossa, mutta niissé ei ol-
lut tapahtunut verson pitenemista. Niitd ei siirretty monistusalustalle, vaan
jatettiin tarkkailuun.

Kuva 9 Ruusekemaisesti kasvava ruusukvittenin silmualoitus.

Hyodetyistd versoista aloituksia kertyi yhteensa 38 kappaletta, 30 kappa-
letta kloonia E9 ja kahdeksan kappaletta kloonia C22. Versoaloituksia oli
huomattavasti vdhemman kuin silmualoituksia ja tehdyt aloitukset jakau-
tuivat epatasaisesti kloonien kesken. Tamé johtui siitd, ettd silmut hyotyi-
vét hyvin vaihtelevasti ja osa hyotyneistékin oli liian huonokuntoisia pre-
paroitaviksi.

Yhdessé aloituksessa, 5.1.2011 kloonilla E9, kéytetyt hyddetyt versot oli-
vat heikkokuntoisia ja karkisilmut kuivuneet. T&sta aloituksesta kaikki vil-
jelmét infektoituivat tai kuolivat (Liite 2). Kaiken kaikkaan versoaloituk-
set olivat kuitenkin huomattavasti silmualoituksia onnistuneempia (Kuva
10). Kokeen loppuessa, 16.2.2011, kaksi jatkokasvatukseen merkityista
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versoaloituksista siirrettiin samoille alustoille, uusiin koeputkiin siten, etta
niihin leikattiin uudet imupinnat ja poistettiin kallusta. Sen jalkeen ne j&-
tettiin tarkkailuun. Toisessa viljelmassa verson palassa oleva hankasilmu
oli turvonnut, joten sen kasvuunl&ht6 oli mahdollista.
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Kuva 10  Ruusukvittenin versoaloitusten tulokset prosentteina kokonaismaarasté jokai-
sella alustalla.

Monistusalustalle siirretyt pidentyneet versot lahtivat padsaantoisesti kas-
vuun kérkisilmusta, mutta my6s hankasilmujen pidentymistd tapahtui.
Hankasilmujen kasvuunlaht6a esti luultavasti runsas kalluksen kasvu sil-
mun kohdalle lahes kaikissa aloituksissa (Kuva 11). Infektoitumista tapah-
tui melko vahan. Useammin verson pala kuoli tai se julistettiin kuolleeksi,
koska kasvua ei tapahtunut pitk&ank&an ajan kuluessa.

Kuva 1l Tyypillinen ruusukvittenin hankasilmullinen versoaloitus, jossa runsasta kal-
luksen kasvua.
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Kokeen aikana todettiin lepotilaisista silmuista tehdyissa aloituksissa sel-
vasti enemman ruusukemaista kasvua kuin hyddetyista versonkérjisté teh-
dyissé aloituksissa. Silmuviljelmét olivat myos infektoituneempia kuin
versoista aloitetut viljelméat. Kauppinen ym. (2003) esittivat tutkimukses-
saan samankaltaisia tuloksia kuin mité tassakin tydssa saatiin.

Klooneja vertailtaessa erot olivat melko pienet mikrolisayksen aloitusvai-
heen onnistumisen kannalta (Taulukko 1). Kloonin E9 hienoinen parem-
muus selittyy paljolti suuremmalla versoaloitusten maaralla ja niiden hy-
valla onnistumisprosentilla silmualoituksiin verrattuna. Klooni E9:n kor-
keampi kuolleisuuskin on selitettévissa yhtend epaonnistuneena versoaloi-
tuksena (5.1.2011). Toisaalta kloonin C22 hyttyminen oli selkeasti hei-
kompaa kuin E9:11a. Kauppisen ym. (2003) tutkimuksissa eri genotyyppi-
en hyotymisen valilld havaittiin samankaltaista vaihtelua kuin t&ssakin
tyossa voitiin ndhdd. Heidén kokeessaan joistakin genotyypeista ei saatu
yhtakaan hyodettya versoa lisdykseen.

Taulukko 1 Ruusukvittenikloonien E9 ja C22 silmu- ja versoalitusten tulokset sekd mo-
lempien Kloonien kaikkien aloitusten yhteenlasketut tulokset.

Klooni Preparoituja  Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatukseen
E9 Silmut 58 54 (93 %) 1(2 %) 3(5%)

E9 Versot 30 3 (10 %) 17 (57 %) 10 (33 %)

E9 Kaikki 88 57 (65 %) 18 (20 %) 13 (15 %)
C22 Silmut 58 54 (93 %) 2 (3%) 2 (3%)

C22 Versot 8 1(12 %) 5(63 %) 2 (25 %)

C22 Kaikki 66 55 (83 %) 7 (11 %) 4 (6 %)

Lisdysmateriaalin kerdysajankohdalla néytti olevan vaikutusta ainakin
silmujen hyotymiseen, silla kaikki hydtyneet versot saatiin ennen pakkas-
jaksoa keratyista oksista. (Taulukko 2) Toisaalta erot ovat voineet johtua
paljolti genotyyppien valisestd vaihtelusta ja hitaasta hyotymisesta. Leik-
kokukkavirkiste ei vaikuttanut hyotymiseen. On kuitenkin huomioitava,
ettd virkistettd annettiin vain yhden kerdyskerran (22.11.2010) oksille.
Silmualoituksissa kerdysajankohdalla ei ollut merkitystd kasvuunlahtoon,
infektoitumiseen tai kuolemiseen.

Taulukko 2 Kaikkien ruusukvitteni aloitusten tulokset kerdyspdivineen. Vain 28.- ja
29.11.2010 keratyt oksat keréttiin pakkasjakson jalkeen. Niistd ei hydtynyt
silmuja. Aloitukset on nimetty samoin kuin liitteessa 2.

Klooni Kerdyspvm. Aloitus Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatukseen

E9 10.11.2010 . | 32 (94 %) 2 (6 %)
c22 14.11.2010 33 (94 %) 1(3 %) 1(3 %)
E9 28112010 22 (92 %) 1 (4 %) 1 (4 %)
€22 29.11.2010 21 (92 %) 1 (4 %) 1 (4 %)
E9 10.11.2010  Verso | 1(17 %) 5 (83 %)
c22 14.11.2010 Verso Il 1(13 %) 5 (62 %) 2 (25 %)
E9 22.11.2010 Verso Il 1(11 %) 8 (89 %)

E9 22.11.2010 Verso IV 1(7 %) 9 (60 %) 5 (33 %)
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4.2 Ravintoalustan merkitys viljelmien kasvulle

Alustojen véliset erot eivét olleet suuria, silmu- tai versoaloituksissa (Tau-
lukko 3). Jatkokasvatus-lukujen mukaan katsottuna BAP:pia sisaltaneet
alustat olivat zeatiini-alustaa parempia. Tuloksia kuitenkin véaristéaa se, et-
td jatkokasvatukseen laskettiin mukaan sekd monistusalustalle siirretyt
versot ettd viljelmat, jotka olivat kokeen loputtua vield elossa, mutta pi-
tuuskasvua ei ollut tapahtunut.

Taulukko 3 Kaikkien ruusukvitteni aloitusten tulokset eri alustoilla.

Alusta Preparoituja  Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatukseen
MS % + BAP 1 51 35 (67 %) 9 (18 %) 7 (14 %)
MS % + ZEA 1 52 39 (75 %) 9 (17 %) 4 (8 %)
MS + BAP 0,5 51 38 (75 %) 7 (14 %) 6 (12 %)

Suurinta ravintoalustasta johtuvaa vaihtelua voitiin nahda lisattavien kas-
vien ulkoisissa eroissa. Téllaisia eroja olivat lehtien kellastuminen ja pu-
toaminen silmualoituksissa, kasvuunlahdon heikkous tai verson kasvun
erot (Kuva 12). Lehtien kellastumista esiintyi etenkin MS % + BAP 1 mg
alustalla, sek& jonkin verran myds zeatiinia sisdltdneelld alustalla. Toden-
néakoisin syy kellastumiselle ja lehtien kuolemiselle oli yksinkertaisesti ra-
vinteiden loppuminen alustasta. Tata epéilystd vahvistaa viljelmien kun-
non paraneminen uudelleen samoille alustoille siirtdmisen jalkeen.

EA

Kuva 12  Ruusukvitteni E9-kloonin pidentyneité versoja 8.12.2010 tehdysta aloitukses-
ta. Alustat vasemmalta oikealle: MS % + ZEA 1 mg, MS + BAP 0,5 mg (mo-
lemmissa kasvu hankasilmusta) ja MS % + BAP 1 mg (kasvu kérkisilmusta).

Lopputuloksen kannalta tarkeimmaén tuloksen eli monistusalustalle siirret-
tyjen versojen maardn mukaan parhaaksi alustaksi nousi MS % + ZEA 1
mg (Taulukko 4). Alustan teki hyvéksi myos nivelvélien venyminen pi-
dentyneissa versoissa, mika helpotti preparointia mydhemmissa lisayksen
vaiheissa. Nivelvélien pidentymistd ei kuitenkaan esiintynyt aivan joh-
donmukaisesti kaikissa alustan versoissa. MS % + BAP 1 mg -alustan
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heikkous voisi johtua alustan melko korkeasta hormonipitoisuudesta. Esi-
merkiksi Panavias (1994) totesi kokeessaan versojen pitenemisen olevan
parasta 0,5 mg/l pitoisuudella, kun taas suuret pitoisuudet (yli 1 mg/l) esti-
vat versojen kasvua. Toisaalta Kauppisen ym. (2003) mukaan paras liséys-
tulos saatiin juuri MS % + BAP 1 mg- alustalla.

Taulukko 4 Alustojen vertailu monistusalustalle siirrettyjen ruusukvitteniversojen luku-
maéran mukaan.

Aloituspvm. & Klooni MS % + BAP 1 MS % +ZEA 1 MS + BAP 0,5
8.12.2010 E9 1 1 1
20.12.2010 C22 2

12.1.2011 E9 1 1
Yhteensé 1 4 2

Kaikkia tdméan kokeen alustoissa sakkaroosia oli 30 g/l eli perus MS-
alustan ohjeen mukainen méaara (Liite 1). Aikaisemmissa tutkimuksissa
parhaaksi sakkaroosimaaraksi ruusukvittenin mikrolisdyksessé on kuiten-
kin osoittautunut 35 g/l (Kauppinen ym. 2003; Panavas 1994). Panavaksen
(1994) mukaan talla pitoisuudella versojen kasvu on voimakkainta ja
myos viljelmien hyperhydraatio vahaisintd. Samassa tutkimuksessa todet-
tiin myods korkeiden sytokiniinipitoisuuksien, 2 mg/l BAP, vaikuttavan il-
mion esiintymiseen viljelmissé. Hyperhydraatiota ei havaittu opinnéyte-
tyon koe-osuuden aikana, eika siitd Panavaksen (1994) ja Kauppisen ym.
(2003) liséksi muissa tutkimuksissa mainittu, joten kovin suurena ongel-
mana ei sitd ruusukvittenin mikrolisayksen aloitusvaiheessa voida pitaa.

4.3 Jatkokasvatus

Vain pieni osa kaikista viljelmista selvisi jatkokasvatukseen, eika silmu-
aloituksista yhtédkaan siirretty monistusalustalle (Kuva 13). Versoaloituk-
sista siirrettiin 12.1. ja 16.2.2011 monistusalustoille yhteensa seitseman
aloitusta, joista vain kaksi kloonia C22. Loput jatkokasvatukseen merki-
tyista viljelmista jatettiin tarkkailuun, silla ne olivat elossa, mutta piden-
tymisté ei ollut tapahtunut.

Kuva 13  Monistusalustalle siirrettyjé& ruusukvittenin versonpaloja 12.1.2011.
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Kokeen lopettamiseen, 16.2.2011, mennessa 12.1.2011 monistusalustoille
siirretyt versot olivat kasvaneet ja ne oli preparoitu uudestaan. Toinen
kloonin C22 monistusalustalle siirretyisté aloituksista (kaksi verson palaa)
oli kuollut, mutta toinen oli edelleen hengissa ja monistunut (kolme kap-
paletta). Kloonin E9:n kaikki monistumaan siirretyt viljelmat (kolme
purkkia, joissa jokaisessa kolme verson palaa) olivat elossa ja monistuneet
26 kappaleeseen.

Pidentyneet versot preparoitiin laminaarissa siten, ettd jokaisesta uudesta
palasta tuli noin kaksi senttimetri& pitki&, ylimaaraiset lehdet poistettiin tai
leikattiin pienemmiksi. Mitdan erityista sterilointia ei pidentyneille ver-
soille tehty. Preparoidut versonpalat siirrettiin Lepaan mikrolisayslabora-
toriossa puuvartisilla kasveilla yleisesti kaytossé olevalle MS + BAP 0,2
mg-monistusalustalle.
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5 LOPPUPAATELMAT

Tulosten perusteella voidaan todeta, ettd japaninruusukvittenin mikrolisé-
ys kannattaa aloittaa hyddetyistd versoista lepotilaisten silmujen sijaan.
Lepotilaisten silmujen kayttdmista vastaan puhuvat kokeen suuri infektoi-
tuneiden aloitusten mééra, seké silmualoitusten taipumus kasvaa ruusuke-
maisesti pidentymisen sijaan. Myos kaikissa aikaisemmissa kokeissa vil-
jelmat on aloitettu versoista, tai todettu silmuista aloittaminen kannatta-
mattomaksi. (Kauppinen ym. 2003; Panavas 1994.)

Monistusalustalle siirrettyjen viljelmien lukumé&aran mukaan parhaaksi
aloitusalustaksi nousi MS % + ZEA 1 mg. Tdma on uutta tietoa, silla tata
tyota edelténeissa tutkimuksissa hormonina on kéytetty vain BAP:pia ja
sen eri pitoisuuksia. Niissa parhaaksi pitoisuudeksi on osoittautunut 0,5-
1,0 g/l, mika on samoilla linjoilla tdmén tyon tulosten kanssa. (Kauppinen
ym. 2003; Kauppinen & Tigerstedt 1998; Panavas 1994.) Jatkon kannalta
voisi olla jarkevad testata eri zeatiini-pitoisuuksien vaikutusta kasvuun,
silla aikaisempia tutkimuksia aiheesta ei opinnédytety6ta tehdessa 16ytynyt.

Jatkossa kasvatusalustaa kehitettdessa myods eri sakkaroosipitoisuuksien
kokeileminen olisi kannattavaa. Panavaksen (1994) kokeessa parhaita tu-
loksia saatiin 35 g/l sakkaroosiméaaralla, kun taas tassa opinnaytetyossa pi-
toisuus oli 30 g/l eli MS-alustan perusohjeen mukaisesti. Myos Kauppi-
senkin ym. (2003) kokeessa 35 g/l sakkaroosia sisaltavat alustat todettiin
kayttokelpoisimmiksi.

Taman tyon tarkoituksiin kuului perehtyd japaninruusukvittenin mikro-
lisdyksesta vain aloitusmenetelmiin, seké kehittda niita eteenpéin. Loogis-
ta jatkoa talle tyolle olisikin tehda samankaltaista tutkimusta myds monis-
tus- ja juurrutusvaiheista. Kokeessa kaytetty monistusalusta, MS + BAP
0,2 mg, toimi hyvin ja aikaisempien tutkimusten tuloksia on ruusukvitte-
nin monistus- ja juurrutusvaiheista saatavilla, joten aivan tyhjin késin ei
naiden aiheiden osalta olla, vaikka jatkotoimenpiteisiin ei heti ryhdyttaisi-
kaan.

Vahiten tietoa kokeen aikana saatiin kloonien valisista eroista. Jos japanin-
ruusukvittenin mikrolisdysta jatketaan, aihetta tulisi tutkia liséa ja laajem-
min, esimerkiksi useammilla klooneilla, silla muissa tutkimuksissa erojen
on todettu vaikuttavan merkittavastikin mikrolisayksen onnistuvuuteen
(Kauppinen ym. 2003; Kauppinen & Tigerstedt 1998). Nyt genotyyppien
eroavaisuuksien nahtiin vaikuttavan lahinnd vain hyotymiseen. Toisaalta
tamékin on tarked havainto, jos mietitddn ymparivuotisen mikrolisddmisen
aloittamista.

Lisdysmateriaalin keruuajankohdasta saatiin melko véhan tietoa, eiké sen
vaikutuksesta viljelmien onnistumiseen saatu ndyttdd. Kesalla kerattyjen
versojen ja talvella hyodettyista silmuista kasvaneiden versojen véliset
erot mikrolisdyksen kannalta olisi syodyllista selvittdd. Kauppisen ym.
(2003) kokeessa parhaaksi lisdyslahteeksi osoittautuivat juuri aikuisista,
kasvussa olevista kasveista, kerdtyt versot.
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Mielesténi tasta tyosta saadut tulokset ovat térked lisé tietoihin, joiden
avulla voidaan jo lahitulevaisuudessa saada tuotettua nopeasti ja tehok-
kaasti markkinoille suomalaisia ruusukvittenilajikkeita, niin viljelyyn
kuin koristekasviksikin. Ruusukvittenin tunnettuutta olisi lisattava, niin
kuluttajien kuin viljelididen ja viherrakentajienkin keskuudessa. Liséksi
olisi selvitettava yritysten halukkuutta hedelmien prosessointiin. Yritysten
kiinnostuksen takaamiseksi olisi tarkeda selvittdd suomalaisten kuluttajien
suhtautuminen japaninruusukvitteniin koristekasvina seka elintarvikkeiden
raaka-aineena.
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Liite 1
MS-ALUSTA
(Murashige & Skoog 1962: Uosukainen 1997)
KANTALIUOKSET RAVINTOLIUOS
Nimike Yhdiste Pitoisuus ml Kkantal. | Pitoisuus
/1 mg/Il mM
MS-péaravinteet (MS-makro) g/l 10x 100
NH4NO; 16,5 1650 20,6
ammoniumnitraatti (hapettava)
KNO; 19,0 1900 18,8
kaliumnitraatti
(hapettava)
CaCl,x2H,0 44 440 3,0
kalsiumkloridi
(&rsyttava)
MgSO,x7H,0 3,7 370 15
magnesiumsulfaatti
KH,PO, 1,7 170 1,25
kaliumdivetyfosfaatti
MS-hivenaineet (MS-mikro) mg/100 ml 1000x |1
H3BO; 620 6,2 0,1
boorihappo
MnSO,xH.0 1690 16,9 0,1
mangaanisulfaatti
(haitallinen)
ZnSOx7H0 860 8,6 0,03
sinkkisulfaatti
(arsyttava)
Kl 83 0,83 0,005
kaliumjodidi
Na,MoO,x2H,0 25 0,25 0,001
natriummolybdaatti
Erilliset kantaliuok- | *CuSO4x5H,0 25 mg 10 ml 0,025 0,0001
set  mg/100  ml | kuparisulfaatti
10000x (haitallinen)
*CoCl,x6H,0 25 mg 10 ml 0,025 0,0001
kobolttikloridi
(myrkyllinen)
MS-Fe = WPM-F mg/100 ml 200x 5
FeSO,x7H,0 557 27,8 0,1
rauta(Il)sulfaatti
(&rsyttava)
Na,EDTA 745 37,3 0,1
etyleenidiamiinitetraetikkahapon
natriumsuola = Titriplex 111
(arsyttava)
tai
NaFe-EDTA, EDTA:n natrium-
rauta(lll)suola 734 36,7 0,1
MS-vitamiinit mg/250 ml 200x 5
Kantaliuos jaetaan 5 | tiamiinidikloridi 5 0,1 0,0003
mln  eriin, jotka | (Bs-vitamiini)
sdilytetddn syvdjaas- | nikotiinihappo 25 0,5 0,004
sé (B-vitamini)
(n. -20 °C). (&rsyttava)
pyridoksolihydrokloridi 25 0,5 0,002
(Bg-vitamiini)
glysiini (aminohappo) 100 2,0 0,027
Myo-inositoli 1,09 /100 mi 10 100 0,56
(sokerialkoholi) 100x tai punnitaan erikseen
Sakkaroosi 30000 87,6
(ruokosokeri) punnitaan erikseen
pH Tilavuus - n. 4/5 lopullisesta tilavuudesta 57
Tilavuus - 1 litra mittapullossa
Agar 8500
punnitaan  erikseen, liuotetaan
kuumentamalla  lampolevylla +
magneettisekoitus
Bacto Peptone 270 mg
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Liite 2
YHTEENVETO ALOITUKSISTA
Silmut MS 3/4 + BAP 1 MS 3/4 + ZEA 1 MS + BAP 0,5
ES C22 | Yht. E9 C22 | Yht. E9 | C22 | Yht.
111 Infektoituneet 9 | 10 | 19 | 11 | 12 | 23 | 12 | 11 | 23
12.11.2010
(E9) & 15.- | Kuolleet 1 1
16.11.2010
(C22) Jatkokasvatukseen| 2 2 1 1
I Infektoituneet 7|17 |14l 8| 7 |15 7| 7|14
29.11.2010
(E9) & Kuolleet 1 1 1 1
30.11.2010
(C22) Jatkokasvatukseen 1 1 1 1
19 19 38 19 20 39 20 19 39
Versot MS 3/4 + BAP 1 MS 3/4 + ZEA 1 MS + BAP 0,5
ES C22 | Yht. E9 C22 | Yht. E9 | C22 | Yht.
18.12.2010 |Infektoituneet 1 1
Kuolleet
Jatkokasvatukseen| 2 2 1 1 2 2
Il Infektoituneet 1 1
20.12.2010 | kyolleet 2 2 2 2
Jatkokasvatukseen 2 2
I115.1.2011 | Infektoituneet 1
Kuolleet 2 3 3 3 3
Jatkokasvatukseen
IV 12.1.2011 | Infektoituneet
Kuolleet 4
Jatkokasvatukseen 1 1
10 3 13 10 3 13 10 2 12
Kaikki MS 3/4 + BAP 1 MS 3/4 + ZEA 1 MS + BAP 0,5
ES C22 | Yht. ES C22 | Yht. ES C22 | Yht.
Infektoituneet 17 18 35 20 19 39 20 18 38
Kuolleet 6 9 7 2 9 7
Jatkokasvatukseen 6 7 2 2 4 6
29 22 51 29 23 52 30 21 51
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KUVIA RUUSUKVITTENISTA

Kuva 1 Yleiskuva Lepaan ruusukvitteniviljelmélta toukokuussa 2010. (Arola 2010.)

Kuva 2 Yleiskuva Lepaan ruusukvitteniviljelmalta huhtikuussa 2011.
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Kuva 3 Japaninruusukvittenin verso, jossa on lepotilaisia silmuja (Arola 2011a).

Kuva 4 Okainen ruusukvitteniverso (Arola 2011b).
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Kuva 5 Vasemmalla ruusukvitteniklooni C22 ja oikealla ruusukvitteniklooni E9 huh-
tikuussa 2011.

.
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Kuva 6 Lepaan viinitilan ruusukvittenilikbori Lepaan ruusuinen.




