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1 Tutkimuksen tavoitteet

Tama hanke oli Suomen maa- ja metsatalouden kansallista geenivaraohjelmaa
toteuttavan tutkimuksen (MTT:n rekisterinumero 317) ”Suomen kansallisen
kasvigeenivaraohjelman toimeenpano” osatutkimus ja toteutettiin vuosina 2004-2006.

Hankkeen p&admaara oli menestyksellisesti ottaa kayttoon kylmaséilytystekniikka
ilmastolliselta  kestdvyydeltddan testattujen ja tautivapaiden puutarhakasvien
pitk&aikaisséilytyksessd MTT:ssd. Hanke palvelee kansallisen kasvigeenivaraohjelman,
varmennetun ja tavanomaisen taimituotannon, Pohjoismaisen geenipankin ja
puutarhakasvinjalostuksen tarpeita. Hankkeen pdaatavoite oli kdynnistdd MTT:ssé
puutarhakasvien  kokoelmien  pitkaaikaisvarastointi  kylmasailytysmenetelmalla.
Hankkeeseen valitut kasvit maaraytyivat MTT:n geenivaratydskentelyn perusteella.

Hankkeen osatavoitteet olivat:

1. Vadelman kylmasailytys ja puhdistaminen kasvitaudeista kylmasdilytyksen avulla
2. Kylmasailytystekniikan kayttoonotto vadelman avulla

3. Invitro -versonkarkien kylmasailytysmenetelman kehittdminen (Prunus-Iajit)
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. Lepotilaisten silmujen kylmasailytysmenetelman testaaminen ja menetelmén
kehittdminen (Prunus-lajit, omena)

5. Herukan kylmasailytysmenetelméan testaus ja puhdistuskokeilu reversioviruksesta
kylmasailytyksen avulla (NGB:n herukka-aineisto Piikkitssd)

Osatavoitteiden 1 ja 2 jarjestys on vaihdettu toteutuneen aikataulun mukaiseksi.
Osatavoitteiden toteuttamista varten hanke jaettiin kymmeneen tehtévaén (Liite 4).
2 Tutkimusosapuolet ja yhteistyo

Hanke toteutettiin Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskuksen (MTT) ja Helsingin
yliopiston (HY) yhteistyond. Hankkeen pé&aasiallinen toteutuspaikka oli MTT Laukaan

tutkimus- ja valiotaimiasema. Kylmaésailytystyo tehtiin Laukaan
solukkolisayslaboratoriossa  hyddyntden  yksikdn  vuosikymmenien  kokemusta
mikrolisayksesta, kasvintuhoojatestauksesta ja -puhdistuksesta seka

kasvihuonetuotannosta. Laitteet ja tarvikkeet hankittiin MTT:n varoilla sekd hyddyntéen
jo olemassa olevaa MTT:n laitekantaa. MTT vastasi hankkeessa osatavoitteista 2, 3, 4 ja
5.

HY vastasi hankkeessa osatehtavéstd 1 eli vadelman kylmaéséilytysmenetelmien testaus
ja viruspuhdistusosa tehtiin HY soveltavan biologian laitoksella vuonna 2004. Alan
kansainvélisen huippututkijan, kiinalaisen tohtori Qiaochun Wangin syksystd 2003
syksyyn 2004 kestanyt tutkijavierailu soveltavan biologian laitoksella mahdollisti
kylmasailytystekniikan tietotaidon siirtdmisen projektin kayttoon.

Tutkimuksessa kaytetty kasvimateriaali oli ensisijaisesti Laukaassa mikrolisdyksessa
valmiiksi olevaa sekd MTT:n kenttakokoelmista olevaa aineistoa.



Hankkeen toteutusryhma koostui seuraavista henkilGista:

MTT, Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasema

Marjatta Uosukainen, johtaja. Projektin vastuullinen johtaja. Hanen tietdmystéén
mikrolisdyksesta ja sédilytykseen aiotuista kasveista hyddynnettiin hankkeen aikana.

Sanna Kauppinen (huhti-kesékuu 2004), tutkija, vastasi hankkeen ja tutkimuksen
teknisestd kdynnistamisesta.

Anna Nukari (7.6.2004-31.3.2006), tutkija. Padasiallinen tyon suorittaja hankkeessa.
Tehtavana oli kylmasailytysmenetelmien testaaminen valituille kasveille ja
menetelmien edelleen kehittdminen.

Saija Rantala (helmi-lokakuu 2005), tutkija. Tutkimuksen toteuttaminen.

Jaana Laamanen, tutkija, (sijaisena Riitta Perdinen, tutkija, marraskuusta 2005
ldhtien).  Kasvimateriaali  ja  tautitestaus.  Antoivat  asiantuntija-apua
kylmadsailytysmenetelmén kehittdmisessa viruspuhdistuksen apuvalineeksi.

Tekninen henkilosté:  Riitta Toivakka, tutkimusmestari, Virpi  Tiainen,
tutkimusmestari, Virpi  Lahtonen, tutkimusmestari, Satu-Marja Virtanen,
tutkimusapulainen,  Pirkko  Jalkanen, tutkimusmestari, Hannu  Tiainen,
tutkimusmestari, Anu Flyktman, laboratorioharjoittelija.

HY, soveltavan biologian laitos

Qiaochun Wang, virologian tohtori, puutarhatieteen professori, Sichuan Academy of
Agricultural ~ Sciences, Sichuan, Kiina. H&n on erikoistunut kasvien
mikrolisdysmateriaalin kylmaséilytykseen ja viruspuhdistukseen kylmasailytyksen
avulla (Wang ym. 2003) ja vuoden pituisella Suomen vierailullaan h&n siirsi
tietotaitonsa projektin kayttoon.

Jari  Valkonen, kasvipatologian professori. Han toi projektiin tietoa
kylmasailytystekniikan soveltamisesta kasvitautien puhdistuskeinona seka jarjesti
mahdollisuuden viruspuhdistuskokeisiin ja tohtori Wangin vierailuun.

Neuvonantajat/yhteistydtahot

Mia Sahramaa, vanhempi tutkija, MTT Kasvintuotanto, Jokioinen. Kansallisen
kasvigeenivaraohjelman koordinoija. H&n toi hankkeessa esiin kansallisen
kasvigeenivaraohjelman tarpeet.

Marja Aaltonen, vanhempi tutkija, MTT Hameen tutkimusasema, Pélkane. Hén
toimi hankkeessa Hameen tutkimusaseman Prunus-kokoelmien asiantuntijana.

Hely Haggman, kasvifysiologian professori Oulun yliopiston biologian laitokselta
avusti  monen vuoden kylmasdilytysmenetelmien tutkimuskokemuksellaan
merkittavasti timén hankkeen tutkimussuunnitelman laadinnassa.



3 Tutkimuksen tulokset

3.1 Tutkimusmenetelmat ja aineisto

Tutkimus kaynnistettiin Kirjallisuusselvityksella kasvien kryosailytyksessa kaytettavista
menetelmista ja tutkimukseen valituille kasveille mahdollisesti kehitetyista
sovellutuksista.

3.1.1. Kylmasailytysmenetelmét

Kirjallisuusselvityksen mukaan kylmdsailytysmenetelmét voidaan jakaa kahteen
ryhmaan:

1) perinteisiin jd&dytysmenetelmiin ja

2) hiljattain kehiteltyihin vitrifikaatiomenetelmiin.

Perinteisia jaadytysmenetelmida ovat kasvinosan upotus suoraan nestetyppeen (fast
freezing method), kasvinosan jaadyttaminen vaiheittain -20°C:sta -196°C:een
(prefreezing method) tai kasvinosan jaadyttaminen 0,2-1,0 °C/minuutti noin -40°C:een,
jonka jalkeen nédyte upotetaan nestetyppeen (slow-cooling method, two-step freezing).
N&ma menetelmédt soveltuvat karaistuneen, lepotilassa olevan kasvinosan
séilyttamiseen. Kaksivaihejaddytysta (two-step freezing) kaytetdan lahinnd lepotilaisten
silmujen sdilytykseen, mutta se soveltuu myds mikrolisdysmateriaalin séilyttdmiseen
(Reed 1998). Kaksivaihejaddytyksessa tarvitaan ohjelmoitavaa pakastinta lamp0otilan
hallittuun laskemiseen. Muut menetelmét ovat tekniikaltaan yksinkertaisempia.

Vitrifikaatioon perustuvia menetelmia kéayttden on viime vuosina saatu hyvia tuloksia
mikrolisatyn kasvimateriaalin, kuten versonkdrkien ja somaattisten alkioiden,
jaadyttdmisessa. Vitrifikaatiopohjaisten menetelmien vaatimuksena on
mikrolisdysmenetelmén toimiminen séilytettavalle kasville. Vitrifikaatio-menetelmdassé
(vitrification method, Sakai ja Kobayashi 1990) kasvimateriaalia kasitellaan ensin
vakevalla jaansuoja-aineliuoksella (vitrifikaatioliuos) ja upotetaan lopuksi nestetyppeen.
Herkkien mikrolisdysmateriaalien kanssa on mahdollista paasta hyviin sailytystuloksiin
kapselointimenetelmien avulla. Kapselointi-dehydraatiomenetelméssa (encapsulation-
dehydration method, Fabre ja Dereuddre 1990) kasvimateriaali ensin kapseloidaan
alginaatin ja kalsiumkloridin avulla. Tamén jélkeen kapselia kuivatetaan ilmavirrassa
ennen siirtoa nestetyppeen. Kapselointi-vitrifikaatiomenetelméssad (encapsulation-
vitrification method, Matsumoto ym. 1995) kasvimateriaali kapseloidaan ja kuivatetaan
sitten vitrifikaatioliuoksen avulla.



Kylméséilytys muodostaa tyoketjun, joka voidaan jakaa kolmeen pédédvaiheeseen ja
yhdekséaan osavaiheeseen seuraavasti:

I. Séilytettavan kasviaineiston esikasittelyt
1. Emokasvien esikasittely
2. Kasvinosan siirrostus
3. Séilytettavan kasvinosan esikasittely
4. Jaénsuoja-aineiden lisédminen
I1. Jaadytys ja varastointivaihe
5. Asteittainen/nopea jaadytys
6. Kylmasailytys
I11. Kylmévarastoidun aineiston elvytys
7. Sulatus
8. Jaansuoja-aineiden poisto
9. Kasvatus ja kasvuun 1dhdon mittaus kylmaséilytyksen jalkeen

TyoOketjun vaiheista joko osa tai kaikki sisdltyvat sekd perinteisiin ettd
vitrifikaatiomenetelmiin riippuen Kkasvilajista ja -—materiaalista. Kylmankestavat
kasvilajikkeet ovat karaistumiskykynsa takia helpompia kylméasailytettavid kuin leudon
seudun lajikkeet (Reed 1998). Ulkona tai kasvihuoneessa sijaitsevat emokasvit
karaistuvat luontaisesti lampétilan laskiessa ja paivanpituuden lyhetessa. Kaytettaessa
lahtdaineistona  mikrolisaysviljelmid, emokasvien esikasittelyvaiheessa kasvien
kylménkestavyyttd voidaan lisatd esimerkiksi sijoittamalla ne lahelle 0°C lampdtilaa ja
lyhyen péivan olosuhteisiin.

Sdilytettdvan kasvinosan esikésittelysséd pyritaan edelleen lisédméaan kasvimateriaalin
kylmankestavyyttd. Vitrifikaatiossa kasvisoluissa oleva vesi vaihdetaan j&é&nsuoja-
aineisiin kuten sakkaroosiin, glyseroliin, etyleeniglykoliin ja dimetyylisulfoksidiin
(DMSO). Taélléin solujen ja soluvélien neste muuttuu niin viskoosimaiseksi, etta
kidemadista jaata ei synny. Tama ilmio estad jaakiteitd rikkomasta soluja ja solujen
kasaan lyyhistymistd kuivumisen (dehydraation) takia (Bajaj 1995, Sakai 1998).
Vitrifikaatioon voidaan yhdistdd kasvupisteen kapselointi alginaattihelmen sisaan.
Kapseloinnin avulla kasvinosaa on helppo kasitelld ja aineiden vaihto seké dehydraatio
tapahtuvat hallitusti (Towill 2002). Kasvimateriaalin kuivatus voi tapahtua liuosten
lisaksi silikageelin tai ilmavirran avulla.

Esikasittelyjen jalkeen kasvimateriaali jaadytetddn joko asteittain tai suoraan
nestemaiseen typpeen. Lepotilaisille silmuille kaytetdan esimerkiksi alle 1 °C/min
laskevaa lampétilaa aina -40 °C:een asti, jonka jalkeen silmut upotetaan nestetyppeen.
Jaénsuoja-aineilla késitelty ja kapseloitu mikrolisdysaineisto sen sijaan on saatava
jaatymaan mahdollisimman nopeasti, jotta jadkiteet eivat padse kasvamaan vaan
soluneste muuttuu kiteettomaksi jaaksi (vitrifioituu).

Lepotilaiset silmut sulatetaan hitaasti muutaman asteen lampétilassa kosteassa turpeessa
(etenkin jos silmut ovat pakkaskuivatetut ja vaativat siksi veden palautumisen takaisin
soluihin eli rehydraation). Silmut voidaan sulattaa myds nopeasti vesihauteessa, mikali
silmut on pakattu kryoputkiin. Tamén sulatustavan etuna on mahdollisen turpeella
rehydratoitumisen aikana tapahtuvan mikrobien kasvun valttdminen. Sulatetut silmut
silmutetaan perusrunkoihin tai siirrostetaan kasvamaan ravintoalustalle in vitro.

Mikrolisatyt aineistot sulatetaan pitamalla niita +25 - +40 °C:een vesihauteessa
muutaman minuutin ajan. Tdmén jalkeen jaansuoja-aineet pestdén pois ja versonkarjet
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siirretdan kasvamaan ravintoalustalle.

Tarkeimpid kryoséilytyksen onnistumisen mittareita ovat jaadytetyn aineiston elavyys
kylmasailytyksen jalkeen ja kasvinosan regeneraatiokyky eli kyky kasvattaa
erilaistumattomasta solukosta uusi kasvi. Jokainen yll& kuvatusta yhdeksésta vaiheesta
vaatii  kasvilajikohtaista  menetelman  tarkistamista tai  kehittdmistd, jotta
kylmasailytyksessa saavutetaan toimintavarmuus. Myo6s lajin sisélla eri genotyypit
voivat vaatia menetelman tarkentamista selviytydkseen kylmasailytyksesta (Reed 1998).

Keskeisin ongelma on kasvimateriaalin vesipitoisuus soluissa ja soluvaleissa, silla
kiteiseksi jadtyva vesi rikkoo kasvisolut. LahtGaineiston esiké&sittely parantaa
versonkarkien  selviamistd  kylmasailytyksesta.  Tarvittaessa  kasvimateriaalin
selvidmiseen  kryokésittelystd voidaan vaikuttaa esik&sittelyind  kaytettavien
kasvunsaateiden,  abskissiinihapon,  viiledkésittelyn ja  valo-olojen  awvulla.
Mikrolisaysviljelmésta irrotettu kasvinosa ei selviydy jaadytyksestd ilman kasittelyja
vesipitoisuutensa takia. Toisaalta jadtyminen ja jadnsuoja-aineiden lisdys aiheuttavat
solun kuivumisen. Sokerit alentavat solujen vesipitoisuutta ja suojaavat soluja
kuivumiselta.

Kasvimateriaalin sdilytyksessa oman ongelmansa aiheuttaa sailytettdvan kasviaineiston
tautisuus ja erityisesti virustaudit. Sailytettavan aineiston hyodynnettdvyyden kannalta
on tarke&d, ettd varastoitava kasviaineisto olisi mahdollisimman tervettd. Laukaassa
saadun kokemuksen mukaan virustartunnat heikentévét kasvien mikrolisattavyytta.
Uusien tutkimustulosten mukaan kylmasailytysmenetelmaa voidaan kayttdd myos
viruspuhdistusmenetelmana.

Virukset ovat kasveilla erityisen ongelmallisia taudinaiheuttajia, koska niit4 ei voida
tuhota antibiooteilla eikd fungisideilla. L&mpokasittely ja kasvupisteen otto on
vakiintunut viruspuhdistusmenetelm&. Sen heikkoutena on, ettd versonkarkien kasvuun
lahtd solukkoviljelysséd on sitd parempi, mitd suurempi kasvupiste otetaan, kun taas
virusten puhdistus on sitd tehokkaampaa, mitd pienempédan kasvupisteeseen voidaan
tyytyd. Ndiden kahden, vastakkaisen vaatimuksen takia kasvupisteiden puhtausaste jaa
alhaiseksi.

Kylméséilytyksessé tallaista eldvyyden ja puhdistuvuuden vastakkainasettelua ei ole.
Luumupuiden pienistd kasvupisteistd vain 20 % puhdistui luumunrokkoviruksesta
(Plum  pox  virus) tavanomaisella  kasvupisteenottomenetelméll, mutta
pakkasséilytyksella 50 % kasvupisteistd oli virusvapaita kasvupisteen koosta
rilppumatta ja kasvupisteiden elavyys oli hyva (Brison ym. 1997). Viinikéynnoksen
puhdistaminen viinikéynnoksen A-viruksesta (Grapevine virus A) tuotti samanlaisen
tuloksen (Wang ym. 2003).

IImiotd  tutkittaessa kasvupisteiden  mikroskooppitarkastelussa havaittiin, etté
pakkasséilytys tappaa suurimman osan kasvupisteiden soluista, jattden vain muutaman
meristeemisolukerroksen jaljelle (Helliot ym. 2002). Tamé& ei vaikeuta kasvupisteen
kasvuunlghtdd, mutta tuhoaa lahes kaikki virustartunnan saaneet solut. Useimmat
virukset eivat pysty etenem&an nuorimpiin kasvupistesoluihin, koska niiden valiset
kuljetuskanavat (plasmodesmit) ovat kehittymattémid. Nain pakkassailytys taydentéa
veitselld tehtdvad, tautisen ja terveen solukon erottamista toisistaan kasvupisteessa.

Esimerkiksi vadelmaa vaivaavat lukuisat erilaiset virukset sekd& fytoplasmat, jotka
levidvat pellolla nopeasti hyonteisten ja siitepdlyn vélitykselld (Tapio ym. 1997) ja
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taannuttavat sadon  kuudesosaan normaalista  (Bremer 1980). Vadelman
pakkassdilytyksestd on kuitenkin véhdisesti tietoa. Terveen aineiston yllapito,
varmennettu taimituotanto sekd kasvustojen s&&nndllinen uusiminen terveitd taimia
kayttden on vadelmantuotannossa aivan vélttdmatonta (Ellis ym. 1991).

Vadelman puhdistaminen joistakin viruksista ja fytoplasmoista on osoittautunut
nykymenetelmin lahes mahdottomaksi. Vain neljan erilaisen viruksen puhdistamista
kasvupisteista oli aiemmin tutkittu pakkassailytykselld (Brison ym. 1997, Helliot ym.
2002, Wang ym. 2003), ja vain yksi niistd kuului vadelmassakin esiintyviin
potyviruksiin. Fytoplasmojen puhdistamista kasvupisteista ei ole talla menetelmalla
tutkittu.

3.1.2 Tutkimuksessa kaytetyt menetelmét

Tutkimuksessa ensisijaisesti kaytetty menetelmd oli solukkolisattyjen aineistojen
kryosailytys. Lisaksi kokeiltiin lepotilaisten silmuaineistojen kryosailytystd ja eri
elvytysmenetelmid niille. Menetelmi& kehitettdessa kaytettiin lahinnd faktorikokeita,
joissa tarkeimmaét muuttujat olivat kasviaineistot, silmujen tai versonkérkien pituus seké
esikasittelyt ja vitrifikaatiokasittelyjen pituus. Tyd oli kartoitusluonteista ja tulokset
olivat +/- tyyppisia. Tutkimuksen kuluessa tulokset kasiteltiin eloon jaaneiden,
versoontuneiden ja hyvin lisdantyviksi viljelmiksi kehittyneiden kasvupisteiden
prosenttiosuuksina tapauksista. Julkaisuja varten aineistot yksittaisistd kokeista
kasitella&n kullekin aineistolle sopivin menetelmin.

Mahdollisuutta hyodyntaad kryosailytysta viruspuhdistuksessa tutkittiin HY:ssa kéyttden
menetelmind kapselointi-dehydraatiota ja kapselointi-vitrifikaatiota. Puhdistustehoa
tutkittiin vadelman kaapiokasvuviruksen saastuttamalla vadelma-aineistolla.

Tutkimuksen alkuvaiheessa havaittiin, ettd karaisevat ldmpdétilaan tai valorytmiin
liittyvét esikésittelyolosuhteet eivét olleet véalttdmattomid. Siksi ndiden tekijoiden
vaikutusten tarkempi selvittdminen jatettiin tdmé&n hankkeen ulkopuolelle. Osalle
lepotilaisista silmuista kaytettiin esikasittelyna pakkaskuivatusta.

Solukkoviljelmista eristettyjen versonkérjien tai silmujen vesipitoisuuden alentamisen
menetelmadna tutkittiin esikasvatusta sokeripitoisuudeltaan portaittaisesti kasvavilla
ravinnealustoilla. Kun tavoiteltu korkein sokeripitoisuus oli saavutettu, kasvinosat
kasiteltiin vitrifikaatioliuoksin.

Jaénsuoja-aineseosten hyvaksi havaittu koostumus vaihtelee kirjallisuudessa paljonkin.
Yleisesti hyvaksi havaittu ja eri kasveille sopiva seos oli PVS2-liuos (plant vitrification
solution 2). Yksinkertaisiin faktorikokeisiin sopivan seoksen loytdmiseksi ei ollut
tarvetta ryhtyd. Kasvinosan kapselointi alginaattiliuoksessa ja kuoren muuttaminen
kalsiumin avulla viskoosimaiseksi parantaa hallittua aineidenvaihtoa ja kontrolloi
solujen kuivumista.

Jaadytysmenetelmistd solukkolisatyille kasvinosille kaytettiin esikésittelyjen jalkeista
suoraa upotusta huoneenldmmostd nestetyppeen. Lepotilaisille silmuille kokeiltiin
1) hidasta jaadytysta ja 2) silmujen upotusta suoraan ulkona vallitsevasta lampétilasta
nestetyppeen.



Solukkoviljeltyjen materiaalien sulatuksessa kaytettiin nopeaa sulatusta vesihauteessa ja
elvytystd solukkoviljelyalustoilla. Lepotilaisten silmujen sulatus- ja elvytysvaiheessa
verrattiin keskendan kahta menetelmad: 1) sulatusta turpeella yhdistettyné silmutukseen
ja 2) sulatusta vesihauteessa yhdistettyna solukkoaloitusten tekoon silmuista.

Kasvikohtaisessa tutkimuksessa l&hdettiin liikkeelle kullekin kasville todenndkdisimmin
soveltuvalla, olemassa olevalla kylmasailytysmenetelméalld, jota muunneltiin tarpeen
mukaan. Lahestymistapana tutkimuksessa oli, ettd haettiin mahdollisimman
yksinkertaista menetelmdd. Vadelmalle Kkehitettyd pisara-vitrifikaatio-menetelmaa
ryhdyttiin  testaamaan  kaikille muillekin  lajeille. menetelmda mukautettiin
kasvilajikohtaisesti saadun ndyton ja kayttokelpoisuuden mukaisesti.

3.1.2 Tutkimuksessa kaytetyt aineistot

Kirjallisuusselvityksen perusteella vadelma soveltui kryotutkimuksen kohteeksi
erinomaisesti. Vadelmaa kaytettiin mallikasvina kotiutettaessa menetelméaa hankkeeseen
seka kehitettdessa eri kryoséilytys- ja viruspuhdistusmenetelmid. Kaytettavissa oli seka
vadelman kaapiokasvuviroosin saastuttamaa etta valmiiksi viruspuhdistettua
kontrolliaineistoa.

Vadelmaosion ja menetelman Laukaaseen kotiuttamisen jalkeen tutkimusta laajennettiin
puuvartisiin - kasveihin. Tutkittavat kasvit olivat Laukaan solukkolaboratorion
virustestattua lisdysmateriaalia: neljd luumulajiketta (Prunus domestica), Yyksi
kriikunalajike (Prunus domestica ssp. insititia), kolme hapankirsikkalajiketta (Prunus
cerasus) ja  yksi  viherherukkajaloste  (Ribes  nigrum).  Alkuperdisen
tutkimussuunnitelman kasvilajien lisaksi tekniikan soveltuvuutta testattiin  myds
suomalaiselle humalan (Humulus lupulus) geenivara-aineistolle.

Lepotilaisten silmujen kryoséilytystutkimuksessa kohteina olivat omena (Malus
domestica), hapankirsikka, luumu seka mustaherukka (Ribes nigrum) ja punaherukka
(Ribes Rubrum-ryhmd). Tutkittavat aineistot olivat peréisin joko MTT:n
kenttdkokoelmista tai Laukaan ydinkasvihuoneesta.



3.2 Tutkimustulokset

Hankkeessa kehitettiin  kasvullisesti  lisattdvien puutarhakasvien geenivarojen
pitkdaikais-sailytykseen nestemédisessa typessa soveltuvia kylméséilytys- eli
kryosailytysmenetelmid. Menetelmien toimivuus testattiin kdytdnndssa vadelmalla ja
humalalla. Menetelmien osoitettiin toimivan myo6s puuvartisilla kasveilla, kuten
viherherukalla, hapankirsikoilla ja luumuilla.

Tutkimustulokset on esitetty osatavoitteiden mukaisessa jarjestyksessa.

3.2.1 Vadelman kylmasailytys ja puhdistaminen kasvitaudeista kylmasailytyksen
avulla

Osatavoitetta 1 tutkittiin tehtdvdn 1 ”Vadelman kylmasdilytysmenetelman ja
viruspuhdistuksen kehittdminen ja virustestaukset” avulla. Julkaisu vadelman
kapselointi-kryosailytysmenetelmista ilmestyi kevéalla 2005.

Tohtori Qiaochun Wang kehitti tutkijavierailunsa aikana vuonna 2004 Helsingin
yliopiston Soveltavan biologian laitoksella eri vadelmalajikkeille ja -klooneille
soveltuvat kapselointi-vitrifikaatio- ja kapselointi-dehydraatio-menetelmat. Liséksi hé&n
loi ohjeen myds vadelman pisara-vitrifikaatiomenetelmélle. Vadelmakloonit olivat
perdisin MTT Laukaan tutkimus- ja valiotaimiaseman mikrolisayslaboratoriosta. Osa
vadelmaklooneista oli terveitd ja osa kaapiokasvuviroosin ja viruskompleksin
saastuttamia.

Tohtori Wang kehitti  kapselointi-vitrifikaatio-menetelman, joka soveltui hyvin
tutkimuksessa kaytetyille vadelmaklooneille. Parhaimmillaan 85 % versonkarjista elpyi
séilytyksesta nestetypessd. Myos kapselointi-dehydraatio-menetelman kéayttdé vadelman
kylmasailytyksessa osoittautui mahdolliseksi, mutta kéaytdnnéssd hankalaksi ja
onnistumisprosentti jai alhaisesmmaksi kuin muilla menetelmilla.

Vierailunsa aikana tri Wang tutki myds kéytettyjen kylmasailytysmenetelmien tehoa
vadelman kaapiokasvuviruksen puhdistamisessa. Kaédpiokasvuviruksen esiintymista
kylmasailytyksesta elpyneissé versonkarjissa tutkittiin ELISA-testauksen avulla. Tdssé
yhteydessé todettiin, ettd kyseinen virus esiintyy myo6s versojen meristeemeissa. Taten
kryoterapiaa ei voitu hyddyntad viruksen eliminoimiseksi. Wangin tutkijavierailu
paattyi marraskuussa 2004.

Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasemalla valittiin Wangin tulosten perusteella
kaytannossa kokeiltaviksi kapselointi-dehydraatio- ja pisara-vitrifikaatio-menetelmat.
Kapselointi-dehydraatiomenetelman etuna olisi, ettd se ei vaadi mahdollisesti
terveydelle haitallisten kylmé&séilytysliuosten kéyttod. Tastd menetelmastd luovuttiin
kuitenkin syksylla ja talvella 2004 suoritettujen kokeiden perusteella, koska kasittelyn
optimointi todettiin liilan hankalaksi. Pisara-vitrifikaatiomenetelmélld olosuhteiden
hallinta ja taten my6s saadut tulokset olivat parempia kuin dehydraatioon perustuvassa
menetelméssd. Kapselointi-dehydraatio saattaisi joissakin erikoistapauksissa ja
viruspuhdistusmenetelmané toimia kapselointi-vitrifikaatio-menetelmaa paremmin, silla
siind sdilyvien meristeemisolujen maara on pienempi.

Kapselointiin perustuvien menetelmien ohella Laukaassa jatkettiin Wangin pisara-
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vitrifikaatio-menetelmén optimoimista. Siind toipumisprosentti oli korkea ja menetelméa
oli silmuja sdastdva ja yhtendisen kasittelyn takaava. Menetelmd havaittiin erittdin
toimivaksi, kun sen sisddnajo laboratorioon oli saatu suoritettua. Erityisesti lajiketta
“Jatsi’  kaytettiin - mallilajikkeena vuonna 2004 ja vuoden 2005 alkupuolella.
Nestetyppikésittelystd toipuneet vadelmaviljelmét olivat elinvoimaisia ja kasvutavaltaan
sekd ulkoasultaan normaaleja. Kryokasittelysta toipuneita lajikkeiden ’Jatsi’ ja *Jenkka’
taimia on jo istutettu myds avomaalle.

Kuva 1. Kryokasitellyt vadelmalajikkeen Jenkka versonkarjet toipuvat laadullisesti
paremmin Laukaan omalla kasvatusalustalla (oikealla) kuin Wangin protokollan
mukaisella MS-toipumis-alustalla (vasemmalla). Versonkarjistd saatiin toipuneiksi
viljelmiksi MS-alustalla kasvatetuista 45 % ja Laukaan omalla alustalla kasvatetuista
60 %. Jalkimmaisten laatu oli erinomainen, kun taas MS-alustalla kasvatetut
versonkarjet kellastuivat.
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Kuva 2. Kryokasittelysta elvytetyt vadelmalajikkeen *Takalan Herkku’ versot olivat
kasvihuoneella elinvoimaisia ja ulkoasultaan tdysin normaaleja. Namaé kaikki taimet
on juurrutettu yhdesta ja samasta kryokasitellystd kasvupisteestd saadusta viljelmasta.
Jo yhdestakin elpyneesta vadelman versonkarjesta saadaan nopeasti laaja viljelma.
Kun halutaan ottaa kasvi tuotantoon, kannattaa kuitenkin sulattaa kerralla kolmea eri
kasvupistelinjaa edustavia versonkéarkia.

3.2.2. Kylmasailytystekniikan kayttéonotto vadelman avulla

Osatavoitetta 2 toteutettiin tehtdvan 2 ”Suomalaisten vadelmalajikkeiden varastointi-
kokeilu” avulla.

Pisara—vitrifikaatio-menetelma valittiin kaytettavdksi MTT Laukaan tutkimus- ja
valiotaimiasemalla vadelman pitkaaikaisvarastoinnissa. Sen etuina todettiin olevan
kapselointia vaativiin menetelmiin verrattuna kapselointiin kuluvan ajan saastyminen,
kapselin mahdollisesti aiheuttamien versoontumisvaikeuksien vélttaminen ja silmujen
pieni tilantarve. Kasvupisteitd mahtui samaan sailytystilaan jopa noin nelja kertaa
enemman kuin kapseloituina. Varastointimenetelman soveltuvuus testattiin kuudella eri
lajikkeella: ’Jatsi’, ’Jenkka’, ’Maurin Makea’, ’Takalan Herkku’, ’Muskoka’ ja
"Ottawa’.

Kryotankkiin pitkaaikaissdilytykseen otettujen versonkarkien elinvoimaisuuden
séilyminen tarkistettiin sulattamalla kontrollierdt tunnin kuluttua nestetyppeen
upottamisen jalkeen. Kontrollindytteissé havaittiin pienia eroja lajikkeiden valilla (Liite
3). Keskiméarin testattujen lajikkeiden versonkarkien toipuminen onnistui hyvin.
Onnistuminen oli parhaimmillaan 47 - 86 % lajikkeesta riippuen. Parhaiten elpyivat
lajikkeet *Ottawa’ ja *Jatsi” ja heikoimmin lajikkeet *"Muskoka’ ja *Maurin Makea’.
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3.2.3 In vitro -versonkarkien kylmasailytysmenetelman kehittdminen (Prunus-
lajit)

Osatavoite 3 toteutettiin tehtdvien 3 ja 4 avulla. Tehtévét olivat "In vitro —kylma-
séilytysmenetelmien testaus ja kehittdminen Prunus-lajeille” ja “Varastointi-kokeilu
Prunuksilla in vitro —kylmasailytysmenetelmien avulla™.

Tehtavassa 3 kaynnistimme syksylla 2004 kapselointi-dehydraatio-menetelmén
kehittdmisen Prunus-lajeilla. Tyd jatkui talveen 2005 talla menetelmalla.
Kosteuspitoisuuden ollessa noin 30 % eloonjd&minen oli vaihtelevasti jopa 85 %, mutta
my6hempi kehitys oli silti usein heikkoa. Kuivatusajan kaksin- tai kolminkertaistuttua
jai eloon vield yksittaisia silmuja. Na&issa tapauksissa my6s kuivatettujen mutta
nestetypelld kasittelemattémien kontrollisilmujen kasvuun 1aht6 oli heikkoa. N&iden
kokeilujen perusteella vedimme johtopa&tOksen, ettd itse kuivatuskin saattoi olla liian
rankka toimenpide silmuille. Tulokset vaihtelivat paljon eri kasittelykertojen valilla.
Kéytetyt kuivatusajat olivat myds hyvin pitkid. Kuivatusta olisi tdytynyt joko saada
hidastettua yli yon kestavaksi tai nopeutettua korkeintaan kuusituntiseksi.

Taten kapselointi—dehydraatio-menetelman jatkokehittelysta luovuttiin samoista syista
kuin vadelmilla ja kevéaastd 2005 alkaen keskityimme vain pisara—vitrifikaatio-
menetelman kehittdmiseen. Kokeissa kaytettiin luumulajikkeita ’Sinikka’, *Kuntalan
Punaluumu’, ’Kuokkala® ja ’Savion Keltaluumu’, kriikunalajiketta *Yleinen
Sinikriikuna’ sekéd hapankirsikkalajikkeita *Yltdisten Kuulasmarja’, ’Rauhalan Morelli’
ja ’Inkeroisten Kuulasmarja’.

Pisara-vitrifikaatio-menetelm& yhdistettynd sitd edeltdvddn 2 wvrk pituiseen
kylmakaésittelyyn +4 °C:ssa oli alustavissa kokeissa lupaava menetelma. Ristiriitaisten
tulosten ja menetelmdn yksinkertaistamiseksi kylmékasittelystd luovuttiin, koska sen
edullisuudesta ei ollut nayttoa.

Pisara-vitrifikaatiossa joka kasittelykerralla ainakin osa meristeemeistd jai henkiin ja
henkiinjg&minen oli usein vahintdan tyydyttdvad. Tulokset kuitenkin vaihtelivat paljon
eri kasittelykertojen valilla. Tutkimuksen paattyessé eri lajikkeiden versoontuminen
kryokasittelyn jalkeen onnistuu. Lajikekohtaista vaihtelua kuitenkin esiintyy.
Toipumisalustojen koostumusta joudutaan vield tarkistamaan, sill4 totesimme kasvien
regeneraatiokyvyn muuttumista kryoséilytyksen seurauksena. Solukot herkistyvét
alustoissa kaytetyille kasvunsaateille, mika aiheutti kryokasiteltyjen versonkérkien
kallusmaista kasvua toipumisalustalla versoontumisen sijasta. (Vadelmilla kalluksen
muodostuminen on harvinaista ja my0s luumujen kapselointi-dehydraatiossa se oli
hyvin vahaista.)

Kaikilla menetelmilld toipumisen havaittiin riippuvan mm. lajikkeesta ja kaytettyjen
silmujen koosta. Prunus-lajeilla kdytettavien hankasilmujen pituus voi vaihdella noin
yhdestd kolmeen millimetriin. Isompia silmuja kaytettdessa kasvun havaittiin alkavan
nopeammin. Toisaalta isossa silmussa suojaavia lehtid oli paljon ja késittelyajan
kryosailytysliuoksilla tulisi mahdollisesti olla pidempi.

Menetelman optimoimiseksi ja rutinoimiseksi tulisi selvittdd vield tarkemmin
kaytettavien silmujen optimikokoa, niitd ymparoéivien lehtien maarén vaikutusta, karki-
ja hankasilmujen valisid eroja ja etenkin toipumisalustan vaikutusta toipumisen
onnistumiseen ja kalluksen muodostukseen. Taman hankkeen puitteissa kattavaa
toipumisalustakoetta ei ehditty enéé suorittaa.
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Kuva 3. Kasiteltdessa luumulajikkeen *Sinikka’ silmuja kapselointi—dehydraatio-
menetelméallad kuivatusajalla 6 h 30 min (vasemmalla) ei tapahtunut regeneraatiota, mutta
7 h 15 min kuivatusajalla (keskelld) regeneraatio oli 57 %. Kontrollia (oikealla) ei
késitelty nestetypelld ja kuivatusaika oli 7 h 15 min.

Kuva 4. Nestetyppikasittelysté toipuneesta luumu-lajikkeen ’Sinikka’ silmusta saadusta
solukkoviljelmasté juurrutettuja versoja kasvihuoneella kevaalla 2005. Versot olivat
kasvutavaltaan normaaleja ja niitd on istutettu myds avomaalle.

Tehtdvassa 4  aloitettiin @~ kevadlla 2005  varastointikokeilu  Prunus-lajien
solukkoviljelmien kylmaséilytys-menetelmien avulla. Varastointia kokeiltiin useilla eri
luumu- ja kirsikkalajikkeilla (Liite 3). Menetelmdn kehittdmisen tdssé vaiheessa
toipuminen kylmasailytyksesta oli riittdvén tasaista, (elavid silmuja 42-100% )vaikka
siind ei yllettykaan yhté hyvalle tasolle kuin vadelmien toipumisessa.
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Prunus-lajeilla ei tarvitse pyrkid vadelmilla saavutettuun toipumisprosenttiin.
Vaikeammin tyostettavilla lajeilla kasittelyyn otettavien kasvupisteiden maaralla voi
kompensoida suhteellisen pienidkin toipumisprosentteja. Nain voidaan onnistua
pitkaaikaissailytyksessd, vaikka toipuminen olisi heikompaakin. Pitk&aikaissailytykseen
otetuilla luumuilla versonta oli lajikkeesta riippuen parhaimmillaan 67 % ja
hapankirsikoilla 82 %. Kriikunoilla saavutetut silmujen eloon-jadmisprosentit
vaihtelivat vélilld 15-100 %, mutta versoontuminen ei onnistunut ja menetelmésovellus
niille vaatii jatkokehittelyd. Kaikilla néilla lajeilla havaittiin kalluksen muodostumista
toipumisalustalla, alustan koostumuksesta riippuen.

3.2.4 Lepotilaisten silmujen kylmasailytysmenetelméan testaaminen ja menetelman
kehittdminen (Prunus-lajit, omena)

Osatavoitetta 4 toteutettiin tehtdvan 6 “Kaksivaihejaddytyksen testaus ja menetelmén
kehittdaminen luumun ja omenan lepotilaisille silmuille” avulla. T&m& menetelma on
kaytossd mm. Yhdysvalloissa omenapuiden geenivarojen sailytyksesé.

Vuonna 2004 kokeiltiin  luumu- ja omenalajikkeiden lepotilaisten silmujen
pakkaskuivatusta -4° C lampétilassa ja sen jalkeistd kaksivaihejaadytysta
alkionpakastuslaitteella. Pakastetut silmut sekd pakastamaton kontrolliaineisto
silmutettiin kriikuna- ja omenaperusrunkoihin, mutta valitettavasti yksikaan silmuista ei
lahtenyt kasvuun. Myoskaan kaksivaihejaadytyksestd alkionpakastuslaitteella ei saatu
hyvia kokemuksia. Menetelmé& osoittautui hankalaksi, hitaaksi ja kalliiksi. Menetelmén
jatkotutkimukset lopetettiin.

Kuva 5. Oksanpatkia pakkaskuivatukseen kaytetyssa ohjelmoitavassa jaakaappi—
pakastimessa.
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Kuva 7. Silmun leikkaaminen jaadytetysta
oksan-pétkésta T-silmutusta varten. Jos
nestetyppikésitte-lyssa kuollutta solukkoa
jaa leikattuun palaan, kas-vuun lahtd ei
onnistu. Menetelman hallinta vaatii
harjaantunutta katta.

Kuva 6. Oksanpétkien hitaaseen
jaadytykseen kaytetty ohjelmoitava
alkionpakastuslaite liitettyna laitteen
kylmentamiseksi tarvittavaan nestetyppi-
pulloon. Menetelmén nestetypen kulutus on
suuri.

Vaihtoehtoisena menetelménd kokeiltiin kevattalvella 2005 avomaalta keréattyjen
lepotilaisten Kirsikka- ja omenapuiden silmujen siirtamista suoraan -20° C pakasteesta
nestetyppeen. Nestetypesta sulatetuista silmuista otettiin solukkoviljelyaloitukset. Tall&
uudella menetelmélld onnistuttiin  saamaan  solukkoviljelmida  kryokasitellyista
lepotilaisista silmuista.

3.2.5 Herukan kylmasailytysmenetelman testaus ja puhdistuskokeilu
reversioviruksesta kylmasailytyksen avulla (NGB:n herukka-aineisto Piikkidssa)

Tehtavédssa 8 oli tarkoitus tutkia kylmasailytyksen lisdksi myds viruspuhdistusta
kryokasittelyn avulla Pohjoismaisen geenipankin viroottisella mustaherukka-aineistolla.
Tehtévan toteuttaminen onnistui vain osittain johtuen virustautisen aineiston heikosta
kunnosta. NGB:n herukka-aineisto osoittautui niin heikkokuntoiseksi, etta sitd ei voitu
kayttdd menetelméatestauksessa. Taten tehtdvassa péadyttiin tutkimaan pelkastaan
herukan kylmasailytystd ja aineistona kaytettiin Laukaan virustestattua herukka-
aineistoa. Menetelmina tutkittiin sek& solukkoviljelmistd otettujen silmujen ettd
lepotilaisten silmujen kryosailytysta.
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Kevailla ja kesalla 2005 tutkittiin viherherukan solukkoviljelmien ja kasvihuoneessa
talvetettujen punaherukkalajikkeiden *Rotes Wunder Katri’ ja *Punainen Hollantilainen’
sekd  mustaherukkalajikkeiden ’Hedda’ ja ’Mortti’ lepotilaisten  silmujen
kylméaséilytystd. Pensaiden lepotilaisia silmuja kuivatettiin - kylmidssa silmujen
kosteusprosentin laskemiseksi alle 30 %:iin. Silmut pakastettiin nestetyppeen
kaksivaihejdadytyksella laskemalla pakaste-jdédkaapin lampdtilaa ensin asteittain
+2 °C:sta -20 °C:een kahden asteen tuntivauhdilla ja upottamalla silmut sen jalkeen
nestetyppitankkiin. Osa lepotilaisista silmuista sulatettiin ja silmutettiin perusrunkoihin
kesélla 2005 ja osasta tehtiin syksylla 2005 solukkoaloitukset. Silmutetut silmut eivét
ldhteneet kasvuun, vakka ne silmutettaessa ndyttivatkin elaviltd. Silmutus ei néiden
tulosten perusteella ole Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasemalle soveltuva
kryoséilytettyjen silmujen jatkokasvatusmenetelmd. Pakastetuista versoista eristetyt
solukkoviljelyaloitukset eivat myoskaén elpyneet kuivatus- ja nestetyppikésittelystéa.

Sen sijaan solukkoviljelmistd otettujen viherherukan silmujen toipuminen pisara-
vitrifikaatio-menetelmélld suoritetusta  kryokasittelystd onnistui  hyvin, elavia
kasvupisteita oli 53 - 62 % ja versovia kasvupisteita 21 — 46 %. (Liite 3). Ongelmana oli
ainoastaan fenolien muodostus toipumisalustalla, mik& aiheutti mustumista osaan
kasvuun lahteneistd versoista. Mikrolisdyksessd néitd ongelmia on torjuttu mm.
aktiivihiilen kaytolla kasvualustoissa. Tutkimuksen perusteella tatd menetelmé&é voidaan
suositella herukoiden kryosailytysmenetelméksi.

3.2.6 Muut tutkimuksen toteutumista tukeneet tehtavat

Tutkimustehtévien liséksi hankkeen aikana toteutettiin tehtdva 5 "Menetelmékoulutus ja
uuden tutkijan perehdyttdminen projektiin”. Tdman tehtévan tarkoituksena oli kouluttaa
sekd hankkeen toteuttava henkilostd menetelmiin etté siirtdd menetelma osaksi Laukaan
tutkimus- ja valiotaimiaseman laboratoriohenkildston ammattiosaamista.

Tutkija Sanna Kauppinen opetteli kapselointi-vitrifikaatio-, kapselointi-dehydraatio- ja
pisara-menetelmén suorittamista tohtori Wangin opastuksella soveltavan biologian
laitoksella 19.-28.4.2004. Kasvimateriaalina kaytettiin vadelmaa. Tutkija Sanna
Kauppinen siirsi  eteenpdin  hankkimansa  kylmaséilytysopit ja  perehdytti
tutkimusassisstentti Anna Nukarin projektiin Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasemalla
kesékuun aikana. Anna Nukari opetteli kapselointi-vitrifikaatio-, kapselointi-
dehydraatio- ja pisara-menetelmén suorittamista myos tohtori Wangin opastuksella
Helsingin yliopiston soveltavan biologian laitoksella 19.-23.7.2004.

Laukaan meristeemialoitusten asiantuntija tutkimusmestari Riitta Toivakka perehtyi
Anna Nukarin opastuksella pisara-vitrifikaatiomenetelméén vuoden 2005 alussa. H&n
kokeili menestyksellisesti sen kéyttoéa Laukaan tutkimus ja valiotaimiasemalla olleisiin
kansallisen geenivaraohjelman humalakantoihin. Anna Nukari koulutti ma. tutkija Saija
Rantalan kéyttdmaan pisara-vitrifikaatio-menetelmaa helmi-maaliskuussa 2005. Saija
Rantala toimi projektissa tutkijana puolen vuoden ajan suorittaen projektin tehtdvia
yhdessda Anna Nukarin kanssa. Anna Nukari ja Saija Rantala saivat puolestaan Riitta
Toivakalta opastusta ja ohjausta meristeemien preparoinnissa. Opiskelija Anu Flyktman
toimi hankkeessa vuoden 2006 tammikuusta alkaen harjoittelijana perehtyen hankkeen
kaytannon toteutukseen ja kryoséilytysprosessiin.
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Anna Nukari osallistui CRYMCEPT-tyopajaan Leuvenin katolisella yliopistolla 12.-
22.9.2005 perehtyen eri kylmasailytys- ja analyysimenetelmiin. Marjatta Uosukainen
osallistui CRYMCEPT-tyOpajan  kryoséilytystutkimuksesta vastaaville ja sitd
kehittaville henkilGille tarkoitettuun luento-osuuteen 12.-13.9.2005.

3.2.7 Muita tuloksia

Hankkeen ohessa kaytdnnon sovellutuksena talletettiin  pitkdaikaisséilytykseen
Kansallisen kasvigeenivaraohjelman haltuun siirtyneet suomalaiset humalakannat
kevéalla 2005. Talletettuja kantoja on 16. Aineistolle tehtiin myds virustestaus.
Aineistosta 10ytyi my0s viroottisia kantoja, joten jatkossa aineistolla on mahdollista
testata viruspuhdistuksen onnistumista kryoséilytyksen avulla. Myds humalien
kryoséilytyksesté on valmisteilla julkaisukasikirjoitus.

Hankkeen avulla on MTT:hen luotu kasvien kryosdilytystekniikkaan perehtynyt,
eurooppalaisten ja kiinalaisten tutkijoiden kanssa verkottunut tutkimusryhmd, joka
toimii aktiivisesti osana Suomen kansallisen kasvigeenivaraohjelman toimeenpanon
toteuttamista.

3.3 Toteutusvaiheen arviointi

3.3.1 Tavoitteiden toteutuminen

Hankkeen tavoite oli ottaa MTT:ssd kayttoon kylmasailytystekniikka kasvullisesti
lisattyjen puutarhakasviaineistojen pitkdaikaisséilytyksessdé huomioiden etenkin
kansallisen kasvigeenivaraohjelman tarpeet. Suunnitelman mukaisesti hankkeessa
keskityttiin mikroliséyksesté eristettyjen versonkarkien ja avomaalla tai kasvihuoneessa
kasvavien emokasvien lepotilaisten silmujen kylmaséilytysmenetelmien vertailuun ja
menetelmien kehittelyyn. Versonkarkien kapselointiin perustuvia, in vitro —materiaalille
sopiviksi havaittuja kylmasailytystekniikoita, kapselointi-vitrifikaatiota ja kapselointi-
dehydraatiota testattiin erityisesti vadelmalla. Kylmasailytystekniikan soveltuvuutta eri
kasvilajeille kartoitettiin kdyttden yhdestd kuuteen eri lajiketta kustakin tutkimukseen
valitusta lajista. Hyvén lahtokohdan tutkimukselle antoivat varmennetun taimituotannon
mikrolisayksessé olevat keskeiset lajit seké geenipankkitoiminnassa kootut kokoelmat.

Hanke toteutettiin hankesuunnitelman mukaisesti ja sen avulla saavutettiin asetetut
tavoitteet. Poikkeamana hankesuunnitelmasta oli herukan reversioviruksesta
puhdistustaminen kylmaéséilytyksen avulla (NGB:n herukka-aineistosta Piikki0ssd).
Tama osatehtdvd jatettiin  suorittamatta, koska herukka-aineisto havaittiin
soveltumattomaksi ja lilan huonokuntoiseksi, jotta sitd olisi voitu kéyttdd edes
menetelmén kehittelyyn. Taméa tavoite ei kuitenkaan ollut hankkeen paatavoitteen
toteutumisen kannalta merkittava.

Vadelmien kylmasailytyskokeiden avulla oli tarkoitus selvittdd myds pitkaaikaisen
sdilytyksen vaikutuksia toipumiseen eripituisten sailytysjaksojen jalkeen. Hankkeen
keston lyhentdminen vuodella vei mahdollisuudet tdman asian tutkimiseen.
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Ensimmainen kapselointi-vitrifikaatiomenetelmalla kasitelty ja sen jalkeen yli vuoden
kuluttua sulatettu versonkarkiera osoitti, ettd elinkyky sdilyi ainakin néin kauan.
Varsinainen sailytyskokeilu pé&astiin - menetelmén kayttoonotossa ilmenneiden
alkuvaikeuksien vuoksi aloittamaan vasta kevattalvella 2005. Naytteitd ei sulatettu
tdman projektin puitteissa, koska luotettavia tuloksia olisi ehditty saada vain noin
puolen vuoden sdilytysajan vaikutuksesta. Pitkdaikaisvarastoinnin tutkimiseen
tutkimuksen kesto oli liian lyhyt.

3.3.2 Hankkeen eteneminen

Hankkeen etenemistd raportoitiin hankkeen ohjausryhmadlle laadituin raportein
(31.5.2004, 5.10.2004 ja 4.10.2005). Ensimmaisen vuoden aikana tavoitteena oli tutkia
Helsingin yliopiston kasvipatologian professori Jari Valkosen ja aiheeseen
erikoistuneen  post-doc-tutkija ~ Qiaochun  Wangin  avustuksella  vadelman
kylmaséilytysmenetelmé&é ja menetelmén ominaisuutta eliminoida viruskontaminaatioita
kasveista. Tulosten perusteella oli tavoitteena kaynnistdd vadelmalajikkeiden
kylmaséilytys. Osiosta laadittiin tieteellinen julkaisu. Tulokset johtivat valittomaésti
my6s kaytannon menetelmasovellutukseen viruspuhdistetun vadelma-aineiston
pitkdaikaisséilytyksessé.

Hanke eteni ohjausryhman hyvéksymén suunnitelman mukaisesti. Jarjestyneen
lisarahoituksen (kasvigeenivaraohjelma, tydvoimahallinto ja Laukaan tutkimus- ja
valiotaimiasema) ja aiemmalta vuodelta siirrettyjen varojen turvin hankkeen
toteutusvaihetta pidennettiin  kestdmaan MTT:n osalta syyskuun 2005 sijasta
maaliskuuhun 2006. Samalla eri osatehtdvien toteutusta jaettiin alkuperdisessa
hankesuunnitelmassa kaavailtua pidemmalle aikavélille (Liite 4). MTT:n
tutkimusrekisterissé hanke jatkuu vuoden 2006 loppuun.

Toteutusvaiheessa havaittiin, ettd nestetyppikésittelystd toipumisen havainnointi vaati
etenkin kasvurytmiltddn hitaasti kehittyvilla lajeilla, kuten useimmat puuvartiset kasvit,
etukateen suunniteltua pidemmaéan havainnointijakson. Tall6in my6s tulosten saaminen
seuraavien kokeiden perustaksi sekda mahdollisuus koetulosten julkaisemiseen
viivastyivat. Tatd ongelmaa lisési hankkeen typistdminen kaksivuotiseksi, eikd tata
haittaa pystytty korjaamaan hankkeen kuluessa.

Hankkeen alkuvaiheessa Kirjallisuustietojen perusteella kapselointimenetelmi& pidettiin
parhaina vaihtoehtoina solukkolisétylle vadelma-aineistolle, joka toimi mallina eri lajien
kryosdilytysmenetelmid kehitettdessa. Siksi juuri nditd menetelmid ryhdyttiin
optimoimaan. Tohtori Wang kehitti kaksi hyvin toimivaa kapselointimenetelmaa
vadelmalle, kapselointi-dehydraation ja kapselointi-vitrifikaation. Periaatteeltaan
kapselointi-vitrifikaatiota muistuttava, mutta kapselointivaiheen véliin jattdva pisara-
vitrifikaatiomenetelma havaittiin kuitenkin Laukaan tarkoituksiin n&pparammaéksi
suurien aineistojen kasittelyyn. Tdssa menetelmdssa yksi tyovaihe eli kapselointi
voidaan jattaa tekematta ja siten menetelmé on yksinkertaisempi. Menetelmaa kéyttaen
vadelman versojen elpyminen onnistui hyvin. Menetelmdn omaksuminen ja
soveltaminen on helppoa, mikéli kdytettavissa on hyvin toimiva mikrolisayslaboratorio.
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3.3.3 Tutkimuksen kannalta merkittavimmat muuttujat

Tutkimuksen edetessd ilmeni, ettd mahdollisia kryoséilytysmenestykseen vaikuttavia
muuttujia on hyvin monia. Jotta kullekin kasvilajille ja lajikkeelle voitaisiin luoda taysin
optimaalinen menetelmd, tarvittaisiin laajoja faktorikokeita kullakin kasvilajilla
kymmenien eri muuttujien osalta. Menetelm&n saaminen rutiininomaiseen kayttoon,
helppo sovellettavuus eri lajeille ja lajikkeille mahdollisimman pienelld
optimointitarpeella ja nopeasti sekda menetelmdn helppous ja kustannustehokkuus
puoltavat kaikkien tarpeettomien tydvaiheiden karsimista seka optimointiprosessista etta
varsinaisista lajikohtaisista kryosailytysohjeista. Kun tavoitteena oli perustutkimuksen
lisaksi saada menetelméa sovellettavaksi kdytantoon laajasti eri kasvilajeilla, paadyttiin
kokeilemaan vadelmalla yksityiskohtaisesti optimoitua perusmenetelmdd pienin
variaatioin eri kasvilajeille.

Vuoden 2004 ajan  hankkeessa  keskityttiin  kehittdmaan  kapselointi-
dehydraatiomenetelma, jonka etuna on, etta siing ei tarvita kapselointiin kdytettavien
liuosten ja sokerin lisaksi muita vitrifikaatiota edistavia kemikaaleja, vaan menetelma
perustuu kuivatukseen. Tallgin vitrifikaatioliuosten mahdollinen toksisuus ei aiheuta
riskia kasvupisteiden sdilymiselle eikd kylmasailytystyosséd altistuta naille liuoksille.
Menetelmédn eri tekijoiden optimoiminen osoittautui ty6l&aksi, joten Laukaassa
muutettiin tutkimuksen linjaa vuoden 2005 alussa ja keskityttiin pisara-vitrifikaatio-
menetelmén testaamiseen vadelmalla sekd sen soveltamiseen muille lajeille. Tama
ratkaisu osoittautui koko hankkeen kannalta onnistuneeksi.

Pisara—vitrifikaatio-menetelmalla paastiin vahintdan tyydyttaviin tuloksiin pitaméalla
suurin osa muuttujista vakioina ja etsimélla ensiksi kyseessa olevalle kasvilajille tai
lajikkeelle suhteessa silmun tai versonkarjen kokoon sopivan pituinen PVS2-kasittelyn
kesto.

Toinen selked linjaus tehtiin lepotilaisten silmujen menetelméatutkimuksessa.
Ensimmaisten kokeilujen jalkeen Laukaassa ei lahdetty kehittdm&én vaiheittaiseen
jaadytykseen perustuvia menetelmid. Vertailtaessa lepotilaisille silmuille soveltuvia
menetelmid paadyttiin  suosittelemaan menetelméksi sulatusta vesihauteessa ja
solukkoaloitusten tekoa lepotilaisista silmuista.

3.4 Julkaisut

Hankkeessa valmistui yksi tieteellinen HY:n ja MTT:n yhteisjulkaisu vadelman
kapselointi-kryoséilytysmenetelmista, kaksi abstraktijulkaisua ja yksi
ammattilehtijulkaisu. Lisaksi valmisteilla ovat ké&sikirjoitukset tieteellisiin julkaisuihin
aiheina "Humalan (Humulus lupulus) geenivarojen kryosailytys” ja toinen aiheesta
”Vadelmien kryoséilytys pisara-vitrifikaatiomenetelmén avulla”. Kasikirjoitusten
arvioidut valmistumisajankohdat ovat 30.6. ja 30.8.2006.

19



3.4.1 Tieteellisen julkaisun Kirjoittaminen vadelman kylmasailytyksesta ja
viruspuhdistuksesta

Tutkimuksen tehtdvd 7 oli yhteisjulkaisu vadelman kapselointi-dehydraatio- ja
kapselointi-vitrifikaatio-kylmasailytys-menetelmista  ilmestyi  ensin  séhkdisesti
(15.4.2004) Plant Cell Reports- julkaisun sivuilla. Painettu versio ilmestyi kesédkuussa
2005.

3.4.2 Hankkeesta kirjoittaminen puutarha-alan ammattilehtiin: esittely ja tulokset
seka kayttokelpoisuus

Tehtdvana 9 toteutettiin ammattilehtiartikkeli hankkeesta Puutarha&Kauppa-lehteen.
Artikkeli ilmestyi maaliskuussa 2006 hankkeen loppuraportoinnin yhteydessé.
Ammattilehtiartikkelin  lisdksi hanketta on esitelty posteriesittelynd kolmesti
tieteellisissa kokouksissa (Liite 1): Vuonna 2004 COST 843-kokouksessa Saanen,
Sveitsi, vuonna 2005 COST 843-kokous Stara Lesna, Slovakia ja NGB:n 25-
vuotisjuhlaseminaari, Hanasaari, Suomi.

3.4.3 Tieteellisen julkaisun Kirjoittaminen Prunus-lajien kylmasailytyksesta (Acta
Agriculturae Scandinavica)

Tutkimushankkeen viimeinen tehtdva 10 oli tieteellinen julkaisu pisara-vitrifikaatio-
menetelméan kaytosta ja Prunus-lajien kylmasdilytyksestd. Julkaisussa tarvittavat
viimeiset toipumishavainnot ovat vasta valmistuneet. Késikirjoitus valmistuu kesélla
2006.

3.4.4 Valmistuneet julkaisut

NUKARI, A., UOSUKAINEN, M. 2004. Competence of Prunus shoot tip meristems
for regeneration after cryopreservation. In: Cost 843, Quality enhancement of plant
production through tissue culture : MC meeting and workshop on assessment of
performance : physiological health and (epi-) genetic stability (WG 3) : Sept 30 - Oct 2,
2004, Saanen, Switzerland. p. 63-64.

WANG, Q., LAAMANEN, J., UOSUKAINEN, M., VALKONEN, J. P. T. 2005.
Cryopreservation of in vitro-grown shoot tips of raspberry (Rubus idaeus L.) by
encapsulation-vitrification and encapsulation-dehydration. Plant cell reports 24: 280-
288.

NUKARI, A., UOSUKAINEN, M., WANG, Q. 2005. Cryopreservation in quality plant
production. In: Gabriela Libiakova & Alena Gajdosova (eds.). Book of abstracts: Cost
843 Final Conference, Cost 843 and Cost 851 Joint Meeting: June 28- July 3, 2005,
Stara Lesn4, Slovakia. p. 171-172.
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NUKARI, A. 2006. Puutarha & Kauppa (2006):13, 8.
Liséksi hanketta ja sen tuloksia on esitelty kahden posterin avulla:

- Posteriesittely COST 843 -kokouksessa Stara Lesnassa Slovakiassa 29.6.-1.7. 2005.
- Posteriesittely Pohjoismaisen geenipankin 25-vuotisjuhlaseminaarissa Hanasaaressa
13.10.2004

- Posteriesittely COST 843-kokouksessa Saanenissa Sveitsissa 30.9.-2.10.2004.

4 Tulosten arviointi

Hankesuunnitelmassa esitettiin kysymys, kuinka pitkdaikaisséilytys vaikuttaa kasviin.
Tama kysymys luo tarpeen pitkdaikaisen séilytyskokeen jarjestamiselle. Tahén
kysymykseen ei ollut mahdollista hakea vastausta ndin lyhytaikaisessa hankkeessa.
Taman hankkeen puitteissa useimmat sulatukset tehtiin tunnin kuluttua aineiston
pakastamisesta. Mitddn epanormaaleja poikkeavuuksia elvytettyjen  versojen
fenotyypeissé ei havaittu. Sen sijaan mielenkiintoisena ilmiéna todettiin solukoiden
parantunut regeneraatiokyky. T&td ominaisuutta voidaan jatkossa hyoddyntaa
solukkoviljelytekniikkaa kehitettdessa. Sailytettyjen kasviaineistojen ominaisuuksia on
testattava hankkeen paatyttyékin. Vuonna 2004 tehdyistéd kryokasittelyista elvytettyja
’Sinikka’-luumuja ja ’Jatsi’- ja ’Jenkka’-vadelmia istutettiin aitouskokeisiin vuonna
2005. Kesalla 2006 selvinnee vadelmien marjonnan onnistuminen. Aineistoa jatettiin
pitkdaikaisséilytykseen, josta sitd on tulevaisuudessa mahdollista sulattaa ja
havainnoida.

4.1 Tulosten kaytannon sovellutuskelpoisuus

Hankkeen tulokset ovat suoraan hyddynnettdvissd puutarha-alalla. Kylmasailytyksen
laajamittainen kayttoonotto mahdollistaa kasvigeenivaraohjelman puutarhakasvien
séilyttamiselle asetettujen tavoitteiden toteutumista. Konkreettisia hyddynsaajia
menetelman kayttdmisesta ovat myds Huoltovarmuuskeskus ja kasvinjalostajat seké&
suomalainen varmennettu taimituotanto. Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasema on talla
hetkelld& Pohjoismaiden ainoa kryosailytystd kasvullisesti lisattdvien puutarhakasvien
pitkaaikaissailytyksessa hyodyntéva yksikko.

Hankkeen tulokset tuovat Pohjoismaiselle  geenipankille tietoa  uudesta
séilytysmenetelméstd ja sen soveltamisesta pohjoismaisille puutarhakasveille.
Tutkimuksen tulokset ovat paédtoksenteon apuna kehitettdessa Pohjoismaiden
geenivarojen sdilytysmenetelmid. Pisara-vitrifikaatio -menetelmésovellus on jo kdytdssa
kasvigeenivaraohjelmaan kuuluvan humalakokoelman ja térkeimpien Suomessa
viljeltyjen vadelmalajikkeiden varmennetun ydinkasviaineiston sailytyksessa.

Suomessa kylmasailytyksen merkittdva sovellutus on varmennetussa taimituotannossa.
Kylmaéséilytyksen avulla varmennetun taimituotannon kasvintuhoojatestattujen ja
puhdistettujen ydinkasviaineistojen séilyttdminen muuttumattomissa, puhtaissa oloissa
on mahdollista. Talléin ydinkasveja uusittaessa tai uudelleen tuotantoon otettaessa
séastytadn  kalliilta ja jopa 1,5 vuotta Kkestdviltd uusintatestaus- ja
puhdistustoimenpiteiltd. Lainsaddannossa tutkimuksen tulokset on jo hyddynnetty
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sisallyttamélld menetelmd uuteen varmennettua lisdysaineistoa ja taimituotantoa
koskevaan asetukseen MMM9/2006.

Kylmaéséilytystekniikan soveltamisesta hyotyy laajemmin koko puutarhaelinkeino.
Menetelméan avulla voidaan sdilyttdd helposti hyddynnettdvassé muodossa myds
sellaisten viljelykasvien ja lajikkeiden lisdysaineistoja, joiden véhdinen Kkysynta
kaupallisessa tuotannossa on aiheuttanut lajikkeiden poistumisen lisaystuotannosta.

Tulokset ovat heti MTT:n, Pohjoismaisen geenipankin ja muiden kylmasailytysta
harjoittavien ja tarvitsevien kaytettdvissa. Kylmasdilytyksen tarjoaminen MTT:n
ulkopuolisille tahoille voisi olla osa maksullista palvelutoimintaa.

Tuloksia hyddynnetddn jatkossa kehitettdessd Laukaan kryosailytysohjeistuksia ja
menetelmaohjetta kryosailytystoimintaan Laukaassa. Tulokset ja hankkeen aikana
keratty kaytdnnon kokemus kryoséilytystyosta luovat pohjan Laukaassa vuoden 2006
alusta alkaneelle uudelle kryosdilytyshankkeelle ”Kylmasailytystekniikan soveltaminen
kasvullisesti lisattavien kasvien geenivarojen pitkaaikaissailytyksessa”.

4.2 Tulosten tieteellinen merkitys

Kryoséilytys on télld hetkelld kansainvalisesti kiinnostusta heréttavé aihe, jonka
toteutuksessa on viime vuosina saavutettu merkittavaa edistystd. Eri maissa ja myos
kansainvalisessd yhteistytssd kehitetddn menetelmia erityyppisille solukoille ja eri
kasvilajeille. Vadelman kryosailytysta ja viruspuhdistusta tdssd hankkeessa kaytetyin
menetelmin ei ollut aiemmin tutkittu. Hankkeessa saatujen tulosten perusteella pisara—
vitrifikaatio-menetelméé voidaan soveltaa suhteellisen laajasti kasvullisesti lisattavilla,
solukkoviljellyilla puutarhakasveilla. Hankkeen puitteissa sen osoitettiin toimivan
kuuden eri vadelmalajikkeen liséksi humalalla ja myds puuvartisilla kasveilla, kuten
viherherukalla, hapankirsikoilla ja luumuilla.

Jatkotutkimuksissa tulee kiinnittdd huomiota elpymisalustan hormonipitoisuuksien ja
sokerin laadun sekd maarén optimointiin, joiden osalta tarpeet vaihtelevat merkittavasti
eri kasvilajien ja lajikkeidenkin vélill4. Jatkossa pisara-vitrifikaatiomenetelmé voidaan
pyrkia optimoimaan mahdollisimman laajasti eri  kasvullisesti lisattaville
puutarhakasveille. MTT:n kasvigeenivararyhmdt ovat laatineet kasvigeenivarojen
séilytysohjeistukset, joiden perusteella voidaan harkita eri kasvilajien, lajikkeiden,
kantojen ja kloonien ottamista kryosailytykseen ja arvioida sen Kiireellisyytta kunkin
lajin kohdalla.
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Liitteet

LITE 1

TESTATTUJEN PUUTARHAKASVIEN PITKAAIKAISVARASTOINTI

KYLMASAILYTYKSEN AVULLA

LONG-TERM STORAGE OF TESTED HORTICULTURAL PLANTS

BY CRYOPRESERVATION

Vastuuorganisaatio

MTT, Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasema Marjatta
Uosukainen

Antinniementiel

41330 VIHTAVUORI

puh. 014-339 6821 fax 014- 633 835
Muut osapuolet Helsingin yliopisto, soveltavan biologian laitos Jari Valkonen
Kesto 2004 — 2006
(Loppuraportti 29.3.2006)
Rahoitus Kokonaiskustannukset 251 147 euroa
MMM:1t4 saatu kokonaisrahoitus 30 000 euroa
Tutkimuslaitoksen oma rahoitus 183 989 euroa
Muista julkisista l&hteista saatu rahoitus 33 092 euroa
Muu rahoitus 4 066 euroa
Avainsanat geenivarat, kylméséilytys, pitkdaaikaisvarastointi, puutarhakasvit
Tiivistelma

TAVOITTEET

Hankkeen paatavoitteena oli vadelma mallikasvina ottaa k&yttoon
kylmasailytystekniikka tautivapaiden ja ilmastolliselta
kestavyydeltddn testattujen puutarhakasvien pitk&aikaisvarastoinnissa
MTT:ssa. Tamé palvelee sekd varmennetun ettd tavanomaisen
taimituotannon, Pohjoismaisen geenipankin, kansallisen
kasvigeenivaraohjelman ja puutarhakasvinjalostuksen tarpeita.

TULOKSET

- Optimoitu menetelma vadelman kylmasailytykselle ja
pitkdaikaisvarastoinnille on kehitetty ja saatu toimimaan.

- Menetelmé&t luumun, kirsikan ja kriikunan sek& humalan
kylmasailytykselle ja pitkdaikaisvarastoinnille on kehitetty, mutta
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Julkaisut

vaativat vield tarkennuksia.

- Menetelmé herukan kylmaéséilytykselle on kehitetty, mutta vaatii
vield tarkennuksia.

- Hankkeen avulla on MTT:hen luotu kasvien kryosailytystekniikkaan
perehtynyt, eurooppalaisten ja kiinalaisten tutkijoiden kanssa
verkottunut tutkimusryhma, joka toimii aktiivisesti osana Suomen
kansallisen kasvigeenivaraohjelman toimeenpanon toteuttamista.

TULOSTEN ARVIOINTI

Kryosailytys soveltuu testattujen kasvullisesti lisattavien
puutarhakasvien pitk&aikaissailytykseen, kunhan
kryosailytysmenetelma tarkennetaan kullekin kasvilajille toimivaksi.
Hankkeessa saatujen tulosten perusteella pisara—vitrifikaatio-
menetelmaa voidaan soveltaa suhteellisen laajasti kasvullisesti
lisattavilla, solukkoviljellyilla puutarhakasveilla. Menetelmé&é voidaan
soveltaa eri kasvilajeille optimoimalla esimerkiksi kasittelyaikaa
kylmankestavyyden parantamiseksi ennen pakastamista kéytettdvassa
vitrifikaatioliuoksessa. Jatkossa soveltuvinta kryoséilytyksesta
elvytettavien kasvupisteiden ravinnealustan koostumusta tulisi
selvittaa kasvilajikohtaisesti.

NUKARI, A. 2006. Kasvit vaipuvat ruususenuneen. Puutarha &
Kauppa (2006):13, 8.

NUKARI, A., UOSUKAINEN, M., WANG, Q. 2005.
Cryopreservation in quality plant production. In: Gabriela Libiakova
& Alena Gajdosova (eds.). Book of abstracts: Cost 843 Final
Conference, Cost 843 and Cost 851 Joint Meeting: June 28- July 3,
2005, Stara Lesn4, Slovakia. p. 171-172.

WANG, Q., LAAMANEN, J., UOSUKAINEN, M., VALKONEN, J.
P. T. 2005. Cryopreservation of in vitro-grown shoot tips of raspberry
(Rubus idaeus L.) by encapsulation-vitrification and encapsulation-
dehydration. Plant cell reports (2005):24, 280-288.

NUKARI, A., UOSUKAINEN, M. 2004. Competence of Prunus
shoot tip meristems for regeneration after cryopreservation. In: Cost
843, Quality enhancement of plant production through tissue culture :
MC meeting and workshop on assessment of performance :
physiological health and (epi-) genetic stability (WG 3) : Sept 30 -
Oct 2, 2004, Saanen, Switzerland. p. 63-64.

- Posteriesittely COST 843 -kokouksessa Stara Lesnassa Slovakiassa
29.6.-1.7. 2005.

- Posteriesittely Pohjoismaisen geenipankin 25-vuotisjuhla-
seminaarissa Hanasaaressa 13.10.2004

- Posteriesittely COST 843-kokouksessa Saanenissa Sveitsissa 30.9.-
2.10.2004.

25



LITE 2

Julkaisija ) ) o KUVAILULEHTI
MTT, Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasema

Julkaisun pdivamaara

28.3.2006
Tekijat (toimielimistd; toimielimen nimi, puheenjohtaja, sihteeri Julkaisun nimi
Anna Nukari .

Loppuraportti

Marjatta Uosukainen

Toimeksiantaja

Toimielimen asettamispaivamaara

Julkaisun nimi

Loppuraportti, Testattujen puutarhakasvien pikaaikaisvarastointi kylmasdilytyksen avulla, Long-term storage of tested
horticultural plants by cryopreservation

Julkaisun osat

Tiivistelma

TAVOITTEET

Hankkeen péatavoitteena oli vadelma mallikasvina ottaa kayttoon kylmasailytystekniikka
tautivapaiden ja ilmastolliselta kestdvyydeltddn testattujen puutarhakasvien pitkdaikaisvarastoinnissa
MTT:ssd. Tamé palvelee sekd varmennetun ettd tavanomaisen taimituotannon, Pohjoismaisen
geenipankin, kansallisen kasvigeenivaraohjelman ja puutarhakasvinjalostuksen tarpeita.

TULOKSET

- Kehitettiin optimoitu menetelma vadelman kylmasailytykselle ja pitk&aikaisvarastoinnille.
Menetel-mé&n toimivuus testattiin ja otettiin kdytt6on suomalaisten vadelmalajikkeiden
varastoinnissa.

- Kehitettiin menetelmét luumun, kirsikan ja kritkunan sek& humalan kylmasailytykselle ja
pitkdaikaisvarastoinnille. Menetemien lajikekohtainen optimointi vaatii viela tarkentamista.

- Menetelm& herukan kylmaéséilytykselle on kehitetty, mutta vaatii viela lajikekohtaisia tarkennuksia.
- Hankkeen avulla MTT:hen muodostettiin  kasvien  kryoséilytystekniikkaan  perehtynyt,
eurooppalaisten ja kiinalaisten tutkijoiden kanssa verkottunut tutkimusryhma, joka toimii aktiivisesti
osana Suomen kansallisen kasvigeenivaraohjelman toimeenpanon toteuttamista.

TULOSTEN ARVIOINTI

Kryosailytys soveltuu kasvullisesti liséttdvien puutarhakasvien pitkaaikaisséilytykseen. Menetelman
kayttoonotto eri kasvilajeilla edellyttad kuitenkin tapauskohtaista menetelmén tarkistamista.
Hankkeessa saatujen tulosten perusteella pisara—vitrifikaatio-menetelméé voidaan soveltaa
suhteellisen laajasti kasvullisesti lisattavillg, solukkoviljellyilld puutarhakasveilla. Menetelméa
voidaan soveltaa eri kasvilajeille optimoimalla esimerkiksi késittelyaikaa kylmankestavyyden
parantamiseksi ennen pakastamista kéytettdvassa vitrifikaatioliuoksessa. Jatkossa soveltuvinta
kryoséilytyksesté elvytettavien kasvupisteiden ravinnealustan koostumusta tulisi selvittaa
kasvilajikohtaisesti.

Avainsanat (asiasanat)
geenivarat, kylmaséilytys, pitkdaikaisvarastointi, puutarhakasvit

Muut tiedot

Sarjan nimi ja numero ISSN-numero ISBN-numero

Kokonaismaara Kieli Hinta Luottamuksellisuus
suomi - julkinen

Jakaja Kustantaja

MTT, Laukaan tutkimus- ja valiotaimiasema -

26




LITE 3

Pitkaaikaissailytykseen pisara-vitrifikaatio-menetelmalla otetut kasvupisteet

Kasvilaji Putkia Kasvupisteita Elavat Versovat Hyvin
/Lajikkeen nimi (kpl) sailotty kasvupisteet kasvupisteet  lisdantyvat
yhteensa (%) (%) viljelmat (%)

Hapankirsikat

Inkeroisten
Kuulasmarja 3 53 90-100 40-82 5-9
Yltdisten Kuulasmarja 4 81 65-100 0-82 0-9
Kriikunat
Yleinen Sinikriikuna 10 192 15-100 0 0
Luumut
Kuntalan Punaluumu 3 37 40-75 0-20 0-20
Kuokkala 2 40 30-42 0 0
Savion Keltaluumu 2 41 45-72 5-11 0-5
Sinikka 4 80 40-89 0-67 0-67
Vadelmat
Jatsi 5 103 43-80 37-75 10-75
Jenkka 8 164 25-76 25-71 25-71
Maurin Makea 2 39 80-84 47-53 47-53
Muskoka 2 30 80 47 47
Ottawa 6 89 30-100 15-100 15-86
Takalan Herkku 4 80 60 60 60
Herukat
Viherherukkajaloste 4 82 53-62 21-46 0-45
Yhteensa lajikkeita  putkia kasvupisteita

14 59 1111
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LIITE 4
Hankkeen suunniteltu ja toteutunut aikataulu

AIKATAULU 2004 2005 2006
kuukaudet

Teht.
No |Tehtavén nimi

6]7(8]9[10[11]12[1]2(3

Vadelman kylmésailytysmenetelmén seka

1 viruspuhdistuksen kehittdminen ja virustestaukset

9 Suomalaisten vadelmalajikkeiden
varastointikokeilu

3 Invitro -kylmé&séilytysmenetelmien testaus ja
kehittdminen Prunus -lajeilla

4 Varastointikokeilu Prunuksilla in vitro -
kylmé&sailytysmenetelmien avulla

5 Menetelmakoulutus ja uuden tutkijan
perehdyttdminen projektiin

Kaksivaihejaadytyksen testaus ja menetelmien
6 |kehittdminen Prunuksen ja omenan lepotilaisille
silmuille

Tieteellisen julkaisun kirjoittaminen vadelman
kylmé&sailytyksesta ja viruspuhdistuksesta

Herukan kylmaséilytyksen ja sen avulla
tapahtuvan viruspuhdistuksen testaus

Hankkeesta kirjoittaminen puutarha-alan =
9 |ammattilehtiin: esittely ja tulokset seké
kayttokelpoisuus

Tieteellisen julkaisun kirjoittaminen Prunus -lajien
10 |kylmé&sailytyksesta (Acta Agriculturae
Scandinavica)

alkuperinen tutkimussuunnitelma
toteutunut tutkimustoiminta
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LIITES
Kryosailytysmenetelmat
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