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Tiivistelma

Kryosdilytys eli kylmasailytys nestetypessa (-196° C) tai sen kaasufaasissa (alle -150°°C) soveltuu hyvin
kasvigeenivarojen tehokkaaseen, edulliseen ja luotettavaan pitkaaikaisséilytykseen. Se on verraten uusi ja
jatkuvasti kehittyvd menetelmd. Erityisesti kasvullisesti lisattavilld ja taudinaroilla kasvilajeilla
kylmasdilytys on varteenotettava vaihtoehto perinteisille geenivarojen pitkaaikaissailytysmenetelmille.
Kryoséilytyksen avulla geenivaroja voidaan séilyttdd pienessa tilassa eikd talletettuihin aineistoihin
tarvitse pakastusvaiheen jalkeen kajota muulloin kuin aineistoja kéytettidessa. Taméa véhentéaa yllapidossa
sattuvien saastuntojen tai inhimillisten virheiden aiheuttamia riskeja sek& yllapitokustannuksia.

Kylméankestavat kasvilajikkeet ovat karaistumiskykynsd takia teoriassa helpompia
kylmasdilytettavia kuin leudon seudun lajikkeet. Emokasvien kylménkestavyyttd voidaan myos lisatéa
esikésittelyilla ennen varsinaista kylmasailytysta. Kaytannossa kylmésdilytyksessa kaytettdvat menetelmat
on kuitenkin optimoitava erikseen kullekin kasvilajille.

Kylmaéséilytyksen soveltaminen puutarhakasveille aloitettiin MTT, Kasvintuotannon tutkimus
Laukaassa vuonna 2004. Alkuvaiheen menetelméakokeilujen jalkeen kédytettdvéksi valittiin muunneltu
pisara—vitrifikaatio-menetelmd, joka optimoitiin ensin vadelmalle ja mansikalle. Menetelm& perustuu
solukkoviljelylld tuotettujen silmujen tai versonkarkien séilytykseen ja se on kéytettdvissa laajasti eri
kasvullisesti lisattaville kasveille riippumatta niiden kylmakaraistumiskyvysta. Vitrifikaatiossa soluissa
oleva vesi vaihdetaan jdéansuoja-aineisiin kasitteleméalla kasvupisteité vitrifikaatioliuoksin. Talloin solujen
ja soluvalien neste muuttuu niin viskoosiseksi, ettd kidemaistd jaaté ei synny. Esikasittelyjen jalkeen
solukkoviljelty kasvimateriaali jaddytetadn asettamalla kasvupisteet folioliuskan paalle pieneen pisaraan
vitrifikaatioliuosta ja sulkemalla folioliuska pieneen putkeen, joka upotetaan suoraan nestemaéiseen
typpeen ja siirretadn sdilytykseen kryotankkiin. Aikanaan, sulatuksen jalkeen jad&nsuoja-aineet pestain pois
ja versonkérjet siirretddn kasvamaan ravintoalustalle.

MTT:ssa vuonna 2006 kaynnistyneen tutkimushankkeen tavoitteena on kylmaséilytysmenetelmien
kehittdminen ja kasvigeenivarojen onnistunut pitkdaikaissailytys kryomenetelmien avulla. Hankkeella
pyritddn MTT:n hallussa olevan laajan geenivara-aineiston séilyttdmiseen mahdollisimman turvallisesti ja
kustannustehokkaasti. Kryosailytyksen kayttdonotolla véhennetddn jatkossa peltokokoelmien ja
solukkoviljelmien lukumaéraa ja sailytyskustannuksia. Hankkeen aikana MTT:een on perustettu pysyva
kylmésailytyskokoelma (kryopankki). Kansallisten geenivarojen pik&aikaissdilytys kryopankkiin on
aloitettu tallettamalla kasvigeenivaraohjelman humalakokoelmaa sekd MTT Piikkion vadelmakokoelmaa.
Tyd on kdynnissa myds mm. mansikoilla, herukoilla ja Prunus-lajeilla. Perunan kryosdilytys on
kokeiluasteella.
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Johdanto

Kryosdilytys eli kylmasailytys nestetypessa (-196° C) tai sen kaasufaasissa (alle -150°°C) soveltuu hyvin
kasvigeenivarojen tehokkaaseen, edulliseen ja luotettavaan pitk&aikaissailytykseen. Se on verraten uusi ja
jatkuvasti kehittyvd menetelmd. Erityisesti kasvullisesti lisattavilla ja taudinaroilla kasvilajeilla
kylmaésdilytys on varteenotettava vaihtoehto perinteisille geenivarojen pitkaaikaissailytysmenetelmille.
Kasvullisesti lisattdvien kokoelmien yllapidossa perinteisia pitk&aikaissailytysmenetelmia ovat olleet mm.
avomaasailytys ja solukkolisdys. Kryoséilytyksen kéyttdonotolla vdhennetdén jatkossa peltokokoelmien ja
solukkoviljelmien lukumé&ardd ja sdilytyskustannuksia. Avomaasdilytyksessa kasvintuhoojien,
fysiologisten vaurioiden sek& mekaanisten vioitusten vaara on suuri. Erityisen ongelmallisia ovat helposti
levidvét virus-, bakteeri- ja sienitaudit. Esimerkiksi Prunus- ja Rubus-lajeilla suuren ongelman
muodostavat siitepdlyn valityksella levidvét virukset, jotka voivat nopeasti saastuttaa puhdistetun aineiston
kenttasailytyksessé.

Kansainvalisesti laadukkaassa geenivaraty9ssa edellytetdan, ettd geenipankeissa sdilytettava ja
niista toimitettava aineisto on kasvintuhoojista vapaata ja testattua. IPGRI:n (International Plant
Genetic Resources Institute) kansainvélisten ohjeiden mukaan kasvullisesti liséttavat kasvit tulisi
sailyttdd kryoséilytyksessa aina kun se on mahdollista. In vitro- ja kenttdkokoelmat palvelisivat
lahinn& kokoelmien aktiivista kéyttod (Reed ym. 2004).

Kryoséilytyksen avulla talletettuihin aineistoihin ei tarvitse kajota muulloin kuin aineistoja
kéytettdessa joten geenivaroja voidaan sdilyttdd pienessa tilassa ilman tydlaan yllapidon aikana sattuvien
saastuntojen tai inhimillisten virheiden aiheuttamia riskeja. Menetelmén avulla voidaan véhentdd myds
kokoelmien yllapitokustannuksia. Yhdysvaltalaisen arvion mukaan yhden hedelmépuukannan sailytys
avomaalla maksaa noin 50-75 dollaria vuodessa. Vastaava kustannus kryoséilytyksella on aineiston
pakastamisen yhteydessa syntyvien noin 50 dollarin alkukustannusten jalkeen noin 1 dollari vuodessa
(Forsline 2000).

Kylmasailytyksen soveltaminen puutarhakasveille aloitettiin MTT Kasvintuotannon tutkimuksessa
Laukaassa vuonna 2004, jolloin ”Suomen kansallisen kasvigeenivaraohjelman toimeenpano” -
hankkeeseen kuuluva osatutkimus ”Testattujen puutarhakasvien pitkéaikaisvarastointi kylmasailytyksen
avulla” -hanke, alkoi. Tassd vuosina 2004-2006 toteutetussa tutkimushankkeessa selvitettiin
kryoséilytyksen ja eri kryosailytystapojen yleista soveltuvuutta kdytettaviksi puutarhakasveilla MTT:ssa.

Vuonna 2006 kaynnistyneessa "Kylmasailytystekniikan soveltaminen kasvullisesti lisattavien
kasvien geenivarojen pitkaaikaisséilytyksessa” —hankkeessa avainsisaltona on kylméséilytysmenetelmien
kehittdminen ja kasvigeenivarojen onnistunut pitk&aikaisséilytys kryomenetelmien avulla. Hankkeella
pyritddn mahdollistamaan MTT:n hallussa olevan laajan geenivara-aineiston séilyttdminen
mahdollisimman turvallisesti ja kustannustehokkaasti. Osatavoitteita ovat kylmasailytysohjeiden ja
lisdysmenetelmien optimoiminen sdilytettaville aineistoille siten, ettd menetelmd soveltuu
mahdollisimman monelle kulloinkin tutkittavan kasviryhman kasville. Liséksi tavoitteena on optimoida
menetelmié ja laatia tarkemmat menettelyohjeet myos ns. vaikeille kasveille, joille yleisempi menettely ei
sovellu.

Aineisto ja menetelmat

Kylmankestavat kasvilajikkeet ovat karaistumiskykynsa takia teoriassa helpompia kylmasailytettavia kuin
leudon seudun lajikkeet. Emokasvien kylmankestévyytta voidaan myos lisata erilaisin esikésittelyin, mutta
kaytdnndssa kylmaésailytyksessa kéytettavat menetelmét on kuitenkin optimoitava erikseen kullekin
kasvilajille ja ongelmallisissa tapauksissa myos eri lajikkeille.

Kylmasdilytysmenetelmét voidaan jakaa kahteen ryhméan: perinteisiin jaaddytysmenetelmiin ja
hiljattain kehiteltyihin vitrifikaatio- tai dehydraatiomenetelmiin. Perinteisid jaddytysmenetelmia ovat
kasvinosan upotus suoraan nestetyppeen, kasvinosan jaadyttaminen vaiheittain -20°C:sta -196°C:een tai
kasvinosan jaadyttaminen 0,2-1,0 “C/minuutti noin -40°C:een, minka jalkeen ndyte upotetaan nestetyppeen
(kaksivaihejaadytys). N&ma menetelmédt soveltuvat karaistuneen, lepotilassa olevan kasvinosan
séilyttdmiseen. Kaksivaihejaadytyksessa tarvitaan ohjelmoitavaa pakastinta l&mpdtilan hallittuun
laskemiseen. Muut perinteiset menetelmét ovat tekniikaltaan yksinkertaisempia.

Vitrifikaatioon tai dehydraatioon perustuvia menetelmia kayttden on viime vuosina saatu hyvia
tuloksia mikrolisétyn kasvimateriaalin, kuten versonkérkien ja somaattisten alkioiden, jaadyttamisessa.
Vitrifikaatiopohjaisten menetelmien vaatimuksena on mikrolisdysmenetelméan toimiminen séilytettavélle
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kasville. Vitrifikaatio-menetelmassa (Sakai & Kobayashi 1990) kasvimateriaalia ké&sitellddn ensin
vakevalla jaénsuoja-aineliuoksella ja aineisto upotetaan lopuksi nestetyppeen. Herkilld
mikrolisdysmateriaaleilla on mahdollista paasté hyviin séilytystuloksiin kapselointimenetelmien avulla.
Kapselointi-dehydraatiomenetelmdssa (Fabre & Dereuddre 1990) kasvimateriaali ensin kapseloidaan
alginaatin ja kalsiumkloridin avulla. Tdmén jalkeen kapselia kuivatetaan ilmavirrassa ennen siirtoa
nestetyppeen. Kapselointi-vitrifikaatiomenetelmassa (Matsumoto ym. 1995) kasvimateriaali kapseloidaan
jakuivatetaan sitten vitrifikaatioliuoksen avulla. Kaytannossé kylmésailytys muodostuu tyoketjusta, jonka
vaiheista joko osa tai kaikki sisaltyvéat seka perinteisiin ettd vitrifikaatiomenetelmiin riippuen kasvilajista
ja—materiaalista.

Kryosdilytyksen vaiheet ovat 1) sdilytettdvan kasviaineiston esikésittelyt, 2) jaadytys ja
varastointivaihe seké 3) kylmasdilytetyn aineiston elvytys. Sailytettavén kasviaineiston esikasittelyihin
kuuluvat sekd mahdolliset emokasvien esikasittelyt (esim. solukkoviljelmien kasvatus viiledssd) etta
varsinaisten tallennettavien kasvinosien (esim versonkarjet tai silmut) eristys emokasvista ja niiden
esikasittelyt (esim. silmujen kasvatus sokerialustoilla) ja jddnsuoja-aineiden lisdédminen. Varsinainen
jaadytys voi tapahtua joko yksivaihejadadytyksena tai asteittaisena jaddytyksend. Kylmasdilytysvaiheen
jalkeiseen aineiston elvytykseen kuuluvat sulatus ja mahdollisesti ja&@nsuoja-aineiden poisto (vitrifikaatio-
menetelméssd) tai rehydraatio(dehydraatio-menetelmissd) sekd sulatuksen jélkeinen kasvatus ja
kasvuunlahddn mittaus.

MTT:ssa, Kasvintuotannon tutkimuksessa Laukaassa kéytetddn uusimpia bioteknisia
kylmésailytysmenetelmid, jotka perustuvat solukkoviljelylld tuotettujen silmujen tai versonkéarkien
sailytykseen. Talla hetkell&d k&ynnissé olevassa hankkeessa keskitytddn erityisesti solukkoviljeltyjen
aineistojen kryoséilytykseen vitrifikaatiomenetelmin. Vitrifikaatiossa eristettyjen kasvupisteiden soluissa
oleva vesi vaihdetaan ja&nsuoja-aineisiin késittelemalla niitd vitrifikaatioliuoksin. Talldin solujen ja
soluvdlien neste muuttuu niin viskoosiseksi, ettd kideméista jaata ei synny. Esikésittelyjen jalkeen
solukkoviljelty kasvimateriaali ja&dytetaan.

Menetelmén valinnassa mallikasveina kaytettiin aluksi vadelmaa, hapankirsikkaa, luumua ja
omenaa. Menetelmédkokeilujen jélkeen Laukaassa otettiin k&yttd6n muunneltu pisara—vitrifikaatio-
menetelmd, joka optimoitiin ensin vadelmalle ja mansikalle. Menetelmé soveltuu solukkoviljellylle
materiaalille ja siind kdytetdan yksivaihejaddytysmenetelmda. Se on ilmeisesti optimoitavissa laajasti eri
kasvullisesti lisattaville kasveille riippumatta niiden kylmakaraistumiskyvysta.

Laukaan pisara-vitrifikaatiossa jaadytys tapahtuu asettamalla kasvupisteet steriilisti folioliuskan
padlle pieneen pisaraan vitrifikaatioliuosta ja sulkemalla folioliuska pieneen putkeen, joka upotetaan
suoraan nesteméiseen typpeen. Jaadytyksen jalkeen putket siirretdan séilytykseen kryotankkiin. Halutun
séilytysajan jalkeen kasvupisteet sulatetaan +40 °C:een vesihauteessa. Tdmén jélkeen jaansuoja-aineet
pestdan pois ja versonkarjet siirretddn kasvamaan ravintoalustalle. Kryokasittelyn jéalkeista aineiston
eloonjaémistd, kasvuunl&ht6d ja aineistosta toipuvien viljelmien m&ar&d havainnoidaan useiden
kuukausien ajan.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Vuonna 2006 kdynnistyneen tutkimushankken my6td MTT:een on perustettu pysyvé
kylmasdilytyskokoelma eli kryopankki, johon kerdtdan séilytyksen kannalta arvokkaiksi todettuja
geenivaroja. Kryopankin pitkaaikaiskokoelma toimii ensisijaisena duplikaattina kentt4- ja in vitro —
kokoelmille. Pitk&aikaiskokoelman liséksi kryotankkiin voidaan tallentaa geenivaroja myds ns.
aktiiviseksi kokoelmaksi esimerkiksi MTT:n omaa kéyttotarvetta varten. Kryopankin aktiivisesta
kokoelmasta kasvimateriaalia voidaan elvyttdd aina tarvittaessa tutkimus- ja jalostuskayttoon seka
ydinkasvihuoltoa ja valiotaimituotantoa varten.

Kansallisten geenivarojen pik&aikaisséilytys kryopankkiin on aloitettu tallettamalla
kasvigeenivaraohjelman humalakokoelmaa seka MTT Piikkion vadelmakokoelmaa. Ty6 on kaynnissa
my0ds mm. mansikoilla, herukoilla ja Prunus-lajeilla. Perunan kryosdilytys on kokeiluasteella. Perunan
kansallisten aineistojen séilyttdmisen kannalta kryotekniikkaan perustuva pitkdaikaissailytysmenetelman
kehittdminen olisi tarke&4, koska NGB:ll& ei ole olemassa peruna-aineistosta duplikaattikokoelmaa.
Kiireisid séilytykseen otettavia kokoelmia ovat talla hetkella mm. NGB:n Prunus-kokoelma, joka aiemmin
sijaitsi Hdmeen tutkimusasemalla. Aineistosta on otettu mikrolisaysaloitukset my6hempéa kryosailytysta
varten. Aluksi viljelmiad véliaikaissdilytetddn solukkoviljelming, kunnes kryosailytysmenetelméd on
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optimoitu Prunus-lajeille ja varsinaiseen pitk&aikaissdilytykseen voidaan ryhtyd. Helsingin yliopistolta
poistetusta vadelmakokoelmasta ja Ruukin tutkimusasemalta poistetusta tyrnikokoelmasta on myds otettu
talteen kantoja, jotka on jatkossa tarkoitus tallettaa kryopankkiin. Taulukossa 1. on esitetty
kasvilajikohtaisesti kuinka monella eri kannalla menetelmaa on testattu sekd Laukaan kryopankkiin tahan
mennessa tallennettujen kasvikantojen lukumadrat.

Varsinaisten kylmasailytysmenetelmien kuten erilaisten esikasittelyiden ja kasittelyaikojen
optimoinnin  liséksi  kryosdilytyksen onnistuminen edellyttdd kylmasailytyksen jélkeisten
kasvuunlahtdolosuhteiden kehittdmistd. Useimmilla lajeilla vaaditaan toipumisalustana kaytettavén
ravintoalustan optimoimista, jotta kryosdilytyksen jalkeinen kasvuunl&dhtdé saadaan onnistumaan.
Laukaassa tehtyjen havaintojen perusteella kasvin oma kasvihormonituotanto on tekija, joka vaikuttaa
kylmasailytyksesta siirrettyjen kasvupisteiden regeneroitumiseen toipumisalustalla.

Taulukko 1. Kryomenetelmakokeilujen piiriin otettujen ja jo tankkiin talletettujen kantojen maarat lajeittain.

Kasvilaji Kannat, joilla Kannat, jotka ovat jo
kryoséilytysmenetelmaé on jo pitkdaikaissailytyksessa
testattu Laukaassa kryomenetelmélla

(Ikm) (Ikm)

Vadelmat 29 17

Mansikat 10 5

Luumut 5 -

Kirsikat 3 -

Herukat 3 1

Humalat 11 -

Syreenit 1 -

Ruusut 2 -

Omenat 1 -

Lakka 1 -

Perunat 10 -

Yhteensa 76 23

Johtopéaatokset

Kryosdilytys on potentiaalinen menetelmd erityisesti arvokkaiden kasvigeenivara-aineistojen
pitkaaikaissailytykseen. Puhdistettua aineistoa kuten Laukaan ydinkasvipankin kasveja voidaan séilyttaa
myos kasvullisesti solukkoviljelmind, mutta yll&pito on tydlésté ja pidempiaikainen solukkoviljely voi
aiheuttaa ainakin teoriassa geneettisen muuntelun riskin. Toimivat kryoséilytysmenetelmat antaisivat
mahdollisuuden sdilyttad MTT:n mittavia puutarhakasvien ja perunan aineistoja hyvin pitkid aikoja ilman
riskeja liittyen niiden menettdmiseen tai saastumiseen taudeilla. Aineistojen tallentaminen Laukaan
kryopankkiin edellyttdd kuitenkin kunkin kasvilajin kohdalla toimivaa mikrolisdysmenetelmén ja
kryosailytysmenetelméan olemassaoloa. Vaikka Laukaassa kehitetty pisara-vitrifikaatiomenetelméa tuntuu
olevan kéytettavissa laajasti useille kasvullisesti lisattaville kasveille vaatii sen kayttoonotto kuitenkin
kunkin kasvilajin kohdalla menetelmén soveltuvuuden testausta ja tarvittaessa optimointia ennen
varsinaista pitkaaikaissailytykseen tahtadvaa tallennustyota.
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