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Tiivistelma

Tyon tavoitteena oli kehittda kayttokelpoinen kryosailytysmenetelma pensashanhikeille (Dasiphora
fruticosa (L.) Rydb.). Opinndytetyd tehtiin Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskuksella (MTT)
Laukaassa. Laukaan toimipaikka kuuluu Kasvintuotannon tutkimus -yksikké6n. Kryosailytys eli
nestetyppeen sdilyttdminen tuli tarpeelliseksi, kun toimeksiantajan tuotannosta oli poistumassa kaksi
pensashanhikkilajiketta ja niiden sailyttaminen kasvihuoneilla tai mikroviljelmina olisi aikaa ja tilaa
vievaa.

Menetelman optimoimiseen kaytettiin neljdn eri pensashanhikkilajikkeen in vitro -solukkoviljelmisti
eristettyja silmuja. Koska Laukaassa on kaytéssa pisara-vitrifikaatio-menetelma vadelmalla ja
mansikalla, pensashanhikille kokeiltiin aluksi vadelma- ja mansikka-menetelmia mukailevia menetelmis
ja lisaksi myohemmin muutamia uusia menetelmia, jotta paras menetelma saataisiin valittua kaytt66n.
Optimoitavia muuttujia olivat menetelman valinnan lisdksi silmun tyyppi ja koko, aktiivihiilen kayttd
alustassa, sokerikasittelyt, silmujen eristimispdiva ja tarkeimpéna vitrifikaatiokésittely eli kasittelyaika
vitrifikaatioliuoksissa. :

Tydssd kasiteltiin kaikkiaan 20 erisuuruista koesarjaa ja eristettiin noin 1500 silmua. Silmut eristettiin
joko maanantaina tai perjantaina. Maanantaina eristetyt silmut késiteltiin pddasiassa mansikalle
kehitellyn menetelman mukaisesti ja perjantaina eristetyt silmut taas vadelmalle kehitellyn
menetelmdn mukaisesti. Paras lopputulos saavutettiin kdyttdmalla vadelmalle kehitettyd menetelmas
mukailevaa pisara-vitrifikaatio-menetelmaa, jossa otettiin kuitenkin 2-3 mm pitkia karkisilmuja.
Silmujen koko ja tyyppi poikkesivat vadelmilla kdytetyistd 0,5~2 mm pitkistd hankasilmuista. Silmuille
annettiin kolmen paivan mittainen aktiivihiilikdsittely ja kokeiltiin menestyksellisesti alempaa
sokeripitoisuutta kuin vadelmalle kdytetyssa menetelmassa. Vitrifikaatiokisittelyssa parhaaseen
tulokseen paastiin 60 minuutin PVS2-kasittelyajalla. Mansikalle kehitelty pisara-vitrifikaatio-menetelm3a
ei toiminut kaikilla pensashanhikeilla, minka vuoksi sita ei voida kayttda kryosailytysmenetelmani
pensashanhikkeja sdilytettdessd. Taydentévistd menetelmatestauksista saatiin selville, ett3
pensashanhikit vaativat aktiivihiilikdsittelyn, mutta vadeimalle kehitetyssd menetelmassa kiytetty
korkea sokeripitoisuus oli pensashanhikeille haitallinen. Pensashanhikeille saatiin kehiteltya uusi,
toimiva menetelmad, joka voitiin ottaa kayttéon,
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Abstract

The aim of this work was to develop a functioning cryopreservation method for shrubby cinquefoil
(Dasiphora fruticosa (L.) Rydb.). This thesis was carried out in MTT Agrifood Research Finland at Laukaa.
The office of Laukaa is part of the Plant Production Research unit. Cryopreservation (preservation in
liquid nitrogen) became necessary as two shrubby cinquefoil cultivars were cut out from the production.
The maintenance of cultivars in a greenhouse or as in vitro cultures would be time and space demanding.

To optimize the method, buds isolated from four in vitro cultures of shrubby cinquefoil were used. Since
the droplet vitrification method is used at Laukaa for raspberry and strawberry, it was also tried out with
shrubby cinquefoil. At first the methods that are in use with raspberry and strawberry were tested. In
addition, some new methods were tried out. The best method would be taken into use. Variables that
had to be optimized were the method selection, the bud type and size, the use of activated charcoal in
the culture medium, sugar treatments, bud isolating days and as most important of all the vitrification
treatment and times of treatments in vitrification solutions.

In this work 20 test series of different sizes were processed and about 1500 buds were isolated. The buds
were isolated either on Monday or on Friday. The buds isolated on Monday were mainly treated with the
method developed for strawberries and the buds isolated on Friday were mainly treated with the
method developed for raspberries. The best final result was reached by using the adapted droplet
vitrification method that is developed for raspberry, but using apical buds of 2-3 mm length. It was
different than in the method developed for raspberry where lateral buds of 0.5-2 mm length are being
used. The buds were precultured in a culture medium with activated charcoal for three days and a lower
sucrose concentration than used for raspberry method was successfully tried. In the vitrification
treatment, the best result was obtained with 60 minute PVS2-treatment time. The method developed for
strawberry did not work out with all shrubby cinquefoil cultivars and therefore it can not be used as
cryopreservation method for them. From supplementary method testing it was obtained that shrubby
cinquefoil needed an activated charcoal treatment, but the sucrose concentration used for raspberries
was too high for it. A new, workable method was developed and could be taken into use,
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KASITTEET JA LYHENTEET

+LN-koe

-LN-koe

0-koe

AC
BAP
DMSO
HS
IBA

invitro

kallus

kryosailytys

KS

LS

meristeemi
mikrolisays
PEGio00/6000
PVP

PVS2

vitrifikaatio

koe, jossa silmut kasitellaan nestemaidgpalla

koe, jossa silmuja ei kasitella nesteméigstioelld, mutta ne kayvat
muuten lapi vitrifikaatiokasittelyn niin kuin muutksilmut

koe, jossa silmut kulkevat muiden silmujemailla erilaisilla maljoilla,
mutta eivat kay vitrifikaatioliuoksissa eivatka resaisessa typessa

aktiivihiili
6-bentsyyliaminopuriini
dimetyylisulfoksidi
hankasilmu
indoli-3-voihappo

elamista lasissa; puhutaarvitro -viljelmista, kun kasvi kasvaa lasipur-
kissa laboratorio-olosuhteissa

kasvien aktiivisesti jakautuvaa, erilaisttomaa solukkoa, jota syntyy
muun muassa kasvin haavoittuneisiin kohtiin

pitkaaikaissailytysmenetelma, jossbygitava materiaali laitetaan nes-
tetyppeen (-196°C) tai nestetypen kaasufaasiie (4b0°C) ja otetaan
uudelleen kayttoon tarvittaessa

karkisilmu

(loading solution) latausliuos, ensimmainen $ivdrifikaatiokasittelys-
sa

kasvin kasvusolukko, joka ei ole eriumsit miksikaan kasvinosaksi
kasvin lisdamista aseptisesti laborassa pienista kasvin osista
polyetyleeniglykoli; alaindeksi kuvaa molekyylinsas
polyvinyylipyrrolidoni

(plant vitrification solution 2), toinen liuegrifikaatiokasittelyssa
tapahtuma, jossa vesi muuttuu nestiessid olomuodostaan kiintedksi,

amorfiseksi ja lasimaiseksi, ja jaakiteita ei mustdgoakastettaessa niin
kuin tavallisessa jaanmuodostuksessa



1 OPINNAYTETYON TAUSTA JA TAVOITTEET

MTT (Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus)®momessa maatalous- ja elin-
tarviketutkimusta sekd maatalouden ymparistontutikiia tekeva laitos. Toiminta on
maa- ja metsatalousministerion alaista toiminta&TNMa tyoskentelee noin 850 hen-
kiloa ja toimipaikkoja on neljallatoista eri paikkannalla. Paatoimipaikka sijaitsee
Jokioisissa. MTT:n tutkimus jakaantuu kuuteen @tkimusalaan, jotka ovat biotek-
niikka- ja elintarviketutkimus, kotielaintuotannaititimus, kasvintuotannon tutkimus,
taloustutkimus, ymparistotutkimus ja teknologiatotis. MTT Laukaa kuuluu Kas-
vintuotannon tutkimukseen, jonka ydinosaamisaluavia kasvinviljelyteknologia,
luomutuotanto, luonnon monimuotoisuus, kasvigeeaivja maisemanhoito seka li-
saksi kasvinsuojelu, maaperaasiat, kasvinravitsganysparistonkuormitus.

(www.mtt.fi)

MTT Laukaan Kasvintuotannon tutkimuksessa tuotasa@devien kasvien maaraa
karsittiin vuodeksi 2009. Aiemmin tarjolla olleisteljastd pensashanhikkilajikkeesta
poistettiin kaksi lajiketta myynnista. Myyntiin j&it 'Goldteppich’ ja 'Tervola’, kun
taas 'Elizabeth’ ja 'Dart’s Cream’ poistettiin myyista. Poistettavia lajikkeita ei halu-
ta havittaa kokonaan, koska lajikkeiden kysyntdtaaanuuttua. Pensashanhikkien
yllapitdminen laboratoriossa ja kenttakokoelminaaorienkin tyolasta ja aikaa vie-
vaa. Taman takia kryosailytysmenetelman kaytto@natten tuli tarpeelliseksi. En-
nen kuin menetelma voidaan ottaa kayttoon, senivous pensashanhikeille taytyi

tutkia, jotta ollaan varmoja kantojen sailymisesta.

Opinnaytetyon tavoitteena oli testata pensashatiilleilsepiva kryosailytysmenetelma.
Pyrkimyksena oli kehittad menetelma, jolla voitaigatkossa sailyttdd pensashanhik-
keja pitkaaikaissailytyksessa nestetypessa. MTpdldsashanhikkeja on aikaisemmin
sailytettyin vitro -mikrolisaysviljelmina laboratoriossa ja taimindasissa kenttako-

koelmissa kasvihuoneissa ja pelloilla.

Laukaassa kryosailytysmenetelmana kaytetaan muuangisara-vitrifikaatio-
menetelmaa ja se on kaytdssa vadelmalla ja malssik@nsashanhikki kuuluu sa-

maan ruusukasvien alaheimoon kuin vadelma ja miaasj@ten oletuksena oli, etta
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sen pitkaaikaissailyttaminen voisi myos onnistuaaatyyppisella kryosailytysmene-
telmalla. Pensashanhikille menetelmaa ei kuitenla@mmin ollut testattu. Menetel-
ma on vadelmalle ja mansikalle hieman erilainemsBshanhikille kokeiltiin ensisi-
jaisesti menetelmaa, joka mukaili aikaisempia meneé ja pyrittiin tarvittaessa

muuttamaan menetelm&é pensashanhikille suotuisansp@aataan.

2 PENSASHANHIKKIEN LISAYS JA KASVUSOLUKOT

2.1. Pensashanhikit

Pensashanhikki on nykyiseltd nimeltdaasiphora fruticosa (L.) Rydb. (Raty &
Alanko 2004, 55). Se tunnetaan kuitenkin paremmirsella nimell&Potentilla fruti-
cosa (L.). Pensashanhikki kuuluu ruusukasvien heimBosaceae ja alaheimooriRo-
soideae. Ruusukasvien tarkeat alaheimot ovat alahdinvaloideae, joka kasittaa
omenat Malus-suku) sukulaisineen, ja alaheirfipRosoideae, johon kuuluvat muun
muassa vadelmat ja vatuk&upus-suku), mansikatRragaria-suku), hanhikit Poten-
tilla-suku) ja ruusutRosa-suku). Ruusukasvien heinRmsaceae kasittaa siis ruusujen
lisdksi myds eréita muita kasviryhmid, joilla omenkaltaisuuksia ruusuihin. Edella
esitettyjen liséksi ruusukasvien heimoon kuuluvgbsangervot, pihlajat ja luumut.
(Alanko, Joy, Kahila & Tegel 1997, 50, 52.)

Pensashanhikkeja kasvaa luonnossakin kautta pehjpellonpuoliskon. Niité tava-
taan Pohjois-Amerikassa ja koko Pohjois-Aasiasseo@passa pensashanhikkeja ta-
vataan muutamilla erillisilla alueilla, joista lahimat ovat Odlannissa, Gotlannissa ja
Virossa. Pohjois-Amerikassa pensashanhikkia kaswetadrajan ylapuolella. Pen-
sashanhikkilajikkeita on monenlaisia. Perinteisikdnvari on keltainen, mutta sen
rinnalla on nykyaan monia valko-, vaaleanpuna+gnssinpunakukkaisia lajikkeita.
Hanhikkien sukuun kuuluu noin 500 lajia, joista sawsa on ruohovartisia. (Alanko
2003, 107.)
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Opinnaytetydssa tutkittavina pensashanhikkilajiklagiaytettiin neljaa eri lajiketta
('Goldteppich’, 'Tervola’,’Elizabeth’ ja 'Dart’'s Gzam’). Lajikekuvaukset on saatu
l&ahteesta Raty & Taimistoviljelijat ry. (2005, 3@)3a kuvat on ottanut Mikko Ruha-

nen Taimikko Ruhaselta. Suomen kasvien menestyriigikekartta on liitteessa 1.

'Goldteppich’ menestyy vyohykkeille-V. Se on 60 cm korkea ja 100 cm levea pen-
sas, jota pidetddn maanpeitehanhikeista parhaimpéinmanat oksat lamoavat rentoi-
na maata vasten. Se erottuu muista pensashanajleiska on variltdan muita tum-
memman vihrea. Kukat ovat isoja ja tummankeltaiBensas alkaa kukkia jo keski-
kesalld, ja kukkia avautuu jatkuvasti syyskuun loypsaakka. 'Goldteppich’ tuleen-

tuu ajoissa. (Ks. kuvio 1.A.)

'Tervola’ menestyy vyohykkeill®dVI. Se on 150 cm korkea ja 120 cm levea pensas.
Lajike on loydetty Pohjois-Suomesta Tervolasta,tensén alkuperé on tuntematon.
Se poikkeaa selvasti muista lajikkeista. Tervolaufiiian lehdet ovat kiiltavan vihreat,
pienet ja hieman karvaiset. Pensaasta saa erinemaidanteen. Haarat kasvavat
poikkeuksellisen pystyyn ja suurimmat pensaat @@ 150 cm korkeita. Kukat ovat
keskikokoisia ja sitruunankeltaisia. Tervolanhamhikukinta alkaa varhain. 'Tervola’
tuleentuu myos aikaisin. (Ks. kuvio 1.B.)

'Elizabeth’ menestyy vyohykkeill&1V (V). Se on 70 cm korkea ja 100 cm levea
maanpeitekasveihin luettava pensas. Pensas onaksdnen ja tihea. Lehdet ovat
variltéan harmahtavanvihreité ja alta valkokanaigiukat ovat vaaleahkon keltaisia
ja suuria. Pensas kukkii runsaasti vasta elo-syyskaihteessa, mutta lampimina
kesinéd kukkia on runsaasti myos kesalla. Lajikegntuu myohééan lokakuun lopussa.
(Ks. kuvio 1.C.)

'Dart’'s Cream’ menestyy vyohykkeille-V. Se on 50 cm korkea ja 80 cm levea
maanpeitekasveihin luettava pensas. Pensas onjéetiréd. Koko pensas nayttaa
variltdéan vaalealta ja lehtia ja versoja peittddleanharmahtava karvoitus. Kukat ovat
vaaleankeltaiset ja kauniin pastellinsavyiset. Kaldkaa avautua kesékuussa ja ku-

kinta jatkuu syyskuun loppuun. (Ks. kuvio 1.D.)
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KUVIO 1. Pensashanhikit: 1.A 'Goldteppich’, 1.B ela’, 1.C 'Elizabeth’, 1.D
'Dart’'s Cream’ (Kuvat Mikko Ruhanen)

Muita Suomessa saatavilla olevia lajikkeita ovatneskiksi valkokukkaiset 'Abbots-
wood’, 'Manchu’, "Veitchii’, 'Mount Everest’, 'Snowake’ ja 'Sandved’; vaaleankel-
taiset 'Manelys’ ja 'Primrose Beauty’; tummankedigii 'Goldstar’, 'Goldfinger’,
'Hachmann’s Gigant’, 'Jackman’ ja 'Klondike’; va@epunaiset 'Princess’, 'Lovely
Pink’ ja 'Pink Queen’; seka oranssinkeltaiset tangiset 'Red ace’ ja "Tangerine’.
(Alanko 2003, 108.)

2.2. Mikrolisdys ja kasvin kasvusolukot

Kasvin kasvun ymmartamisen kannalta on tarkeaé@étjdtuinka kasvaminen tapahtuu
kasvissa, silla mikrolisays ja kasvusolukoiden nagtdminen voivat kuulostaa mo-
nimutkaisilta prosesseilta. Opinnaytetyossa kasinglensashanhikim vitro

-vilieImia, jotka on lisétty mikrolisayksella laboato-olosuhteissa. Vitrifikaatiokasit-
telyihin otettiin naista mikrolisaysviljelmista kér ja hankasilmuja.
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Mikrolisdys on kasvin aseptista lisaamista pienmstkista. Emokasvista irrotettuja
kappaleita viljellaan kasvatusalustoilla, jotkaatiiBvat solukon elossa pitoon tarvitta-
via aineita. Hapen ja vedyn kasvi pystyy kerdankeavatusastian sisalla olevasta
ilmasta. (Haapala & Niskanen 1992, 10, 13.)

Kun viljely aloitetaan kasvin kasvullisesta eli etgtiivisesta solukosta, pystytaan
tuottamaan emokasvin kanssa taysin samanlaisi&jeaga taman vuoksi menetelmaa
voidaan nimittaa kloonaamiseksi. Viljelyn alkuvaitre tarkein vaihe, mutta kun so-
lukkoviljelyn sopeutumisvaihe onnistuu, lisdysvjj@n melko helppoa. (Haapala &
Niskanen 1992, 15, 17.)

Kasvin kasvusolukot kayttavat kasvatusalustojee@sia ravinteinaan. Padasiallisesti
kasvatusalustassa oleva sokeri toimii hiilen jagae lahteend, mutta se voi myos
vaikuttaa alustan fysikaalisiin ominaisuuksiin. 8o& tarvitaan, koska solukkovilje-
lyssa kasvien yhteyttaminen on normaalioloihin &tna heikompaa tai se puuttuu
taysin. Yleisin kasvatusalustassa kaytettava sakesakkaroosi, joka hajoaa kasvu-
alustojen steriloimiseksi tehtavan autoklavoinnkaaa glukoosiksi ja fruktoosiksi.
Fysikaalisiin ominaisuuksiin sokeri vaikuttaa s#teilla kasvin solukoiden osmoot-
tista potentiaalia. Osmoottinen potentiaali kemesteen ionivakevyyden. lonivéke-
vyydesta pystytaan taas paattelemaan veden kulktesjaunopeus solukkoon tai so-

lukosta poispéin. (Haapala & Niskanen 1992, 39) 41.

Kasvin kasvusolukkoa, joka ei viela ole erikoistumiksikdan kasvinosaksi kutsutaan
meristeemiksi. Meristeemisolukkoa on kaikkialla\kagssa kasvinosissa. (Haapala &
Niskanen 1992, 15.) Kasvusolukot eli meristeenovhat kasvin kasvulle ja kasvun
yllapidolle perustan. Kasvusolukkojen solut ovarpd, suuritumaisia ja ohutseinai-
sid, ja ne muistuttavatkin nuoria tylppysoluja.8sda on vain niukasti kalvorakentei-
ta ja mitokondrioiden sisékalvot ovat viela heikdsthittyneita. Solun vakuolit ovat
pienia ja plastidit proplastideja, mutta kasvusoidkn tarkein ominaisuus on niiden
kyky jakaantua. Varren ja juuren karkikasvusolusé@ityttavatkin jakautumiskykynsa
koko kasvin elaméan ajan. (Terava 2008, 16.)
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Kasvusolukoiden luokitteluun on erilaisia tapojaokittelu voidaan tehda sen perus-
teella, missa jarjestyksessé solukot syntyvat takélaisia johdannaissolukoita kas-
vusolukoista kehittyy. Yksi tapa on myds luokitetiesvusolukot niiden sijainnin pe-
rusteella kasvissa:

1. karkikasvusolukot eli apikaalimeristeemit

2. sivukasvusolukot eli lateraaliset meristeemit

3. vélikasvusolukot eli interkalaariset meristeemit

4. meristemoidit.

Meristemoidit ovat pienid kasvin ilmaraon malligaakolmion muotoisia meristeemi-
en kantasoluja, jotka muodostuvat ennen meristéerf@svialkion varhaisessa kehi-
tysvaiheessa kaikki sen solut ovat jakautumisky&yedi meristemaattisia. Solujen
jakautuessa alkiosta tulee kaksinapainen, kun ngargiuren karkikasvusolukot alka-
vat erota toisistaan. Karkikasvusolukosta muoda@dtksikki verson ja juuren raken-
teet. Kun karkikasvusolukot jakautuvat ja erilaigtt) tulokseksi saadaan varren ja
juuren primaarinen kasvu eli pituuskasvu. Kasvirkikéasvusolukon soluja nimite-
taankin alkeissoluiksi eli initiaalisoluiksi. Kurkgi alkeissolu jakaantuu, toisesta syn-
tyneisté tytarsoluista tulee alkeissolu ja toiséstaittyy johdannaissolu. Johdannais-
soluista muodostuu johdannaiskasvusolukoita, jotks yha jakautumiskykyisia,

mutta niiden tehtava on maaraytynyt. (Terava 2388.39.)

Karkikasvusolukoissa on tietty maara alkeissolugakka kasvi samalla synnyttaa
uutta solukkoa, josta muodostuu uusia kasvinodieeigsoluja on tyypillisesti kasvis-
ta rippuen 800—-1200 ja karkikasvusolukon halkaisi keskimé&arin 0,1 mm. Alkeis-
solujen maara vaihtelee eri lajien kesken, esirkerkituruoholla on 50-70 alkeisso-

lua karkikasvusolukossaan. (Terava 2008, 78.)

Vitrifikaatiokasittelyyn otetaan kasvin karki- jahkasilmuja. Karki- ja hankasilmut
osoitetaan kuviossa 2. Karkisilmu on kasvin verganmainen silmu. Karkisilmuja
voi olla monta, mutta ne sijaitsevat kaikki vartansivuhaarojen paissa. Koska pen-
sashanhikki on todella haarautuva kasvi, siindseita karkisilmuja haarautuneiden
sivuhaarojen paassa. Hankasilmu on taas silmu,akaaa kasvin sivuhaarojen koh-

dalla. Pensashanhikeilla karkisilmut ovat yleessénpia kuin hankasilmut.
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hankasilmu  WKarkikasvu-
solukdaw

hankasilmun aihe

Kehithyvaa
johtosolukkoa

KUVIO 2. Kasvin karki- ja hankasilmut. Vasemmallarki- ja hankasilmujen paikat
kasvissa ja oikealla suurennettu mikroskooppikwasvin kasvusolukosta. (Terava
2008, 16, 78.)

3 KYLMANKESTAVYYS JA KRYOSAILYTYS

3.1. Kylménkestavyys ja kryokestavyys

Kylmankestavilla kasveilla on karaistumiskyky, j@nkuoksi niilla on teoriassa pa-
remmat mahdollisuudet selvitad kylméakasittelyst&aattuna leudon seudun lajikkei-
siin. Karaistumiskyvyn puutteen takia trooppisellaeella kasvavien kasvien kryosai-
lytys on vaikeampaa. Kasvin kylmankestavyydestdypgan joiltakin osin paattele-
maan, kuinka hyvin kasvi pystyy kestamaan kryokelgifi. Kylmankestavyys ja
kryokestavyys ovat hyvin lahella toisiaan, muttgdkestavyyteen vaikuttavat kyl-
mankestavyyden lisaksi muutkin tekijat. Kryokestglgila tarkoitetaan taman tyon
yhteydessa muun muassa sitd, kuinka hyvin kasvétidsisittelyt erilaisissa liuoksis-
sa, esimerkiksi nestetypessa ja muissa kryosaggggé kaytettavissa vitrifikaatioliu-
oksissa. Kryokestavyyteen kuuluvat liuosten kestden lisaksi sulatus ja muut
kryoké&sittelyn vaiheet ja kestdvyyden mittana pdetsitd, etta kasvi pystyy kryoka-
sittelyn jalkeen lahtem&an uudelleen kasvuun. Kegtkvyytta voidaan mitata useilla
tavoilla, mutta helpoin tapa on tehdéa kryokoke#idutuilla muuttujilla ja seurata kas-

vin selviytymista ja versomista.
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Talvi ja kylmankestavyys

Kasveilla on perinndllisesti ohjautuva aikataubnka mukaan kasvi varautuu talveen.
Aikataulut vaihtelevat lajeittain sen mukaan milimastoon laji on sopeutunut. Poh-
joisessa kasvavat kasvit lopettavat kasvunsa aiksyyskesalla. (Havas & Sulkava
1987, 43.) Saman kasvilajin eri alkuperaa olevailgksietavat kylméaa eri tavoin.
Useammissa tapauksissa pohjoiset lajikkeet ovan&ykestavampia kuin eteldiset
lajikkeet. (Salonen 2006, 84.) Talveen varautumioemyos paljolti ympariston vai-
kutuksesta johtuvaa mukautumista ja perintotekijafiraavat, miten syvaan ja hyvaan
talvilepoon kasvi pystyy kaymé&an. Tama ei kuitemkaema pida paikkaansa, vaan
samassa yksilojoukossa eli populaatiossa esiirayytelua talveen varautumisessa ja
talvensietokyvyssa. Kasvien véliset erot samalleella voivat olla yllattavan suuret.
Yleensa vasta riittdvan isoista yksil6joukoistatgi@in ilmentamaan, etta pohjoisessa
kasvaneet populaatiot kestavat paremmin pohjolssubteita kuin eteléiset populaa-
tiot. Kasvien kylmankestavyytta on vaikea mitataslka samassakin kasvilajissa eri
alkuperien valilla voi olla eroja ja kasvin ikd seyfmparistotekijat muokkaavat kyl-
mansietokykya. Myos eri kasvinosien kylmankestaepgh on eroja. (Havas & Sul-
kava 1987, 44, 88.)

Talveen varauduttaessa hyvin merkittava tekija asvi vesitalous. Jos jaata paasee
muodostumaan solujen sisélla, se voi johtaa kdawhermaan. Etenkin solulima el
sytoplasma on hyvin herkka eika kesta solun ja&iana jadkiteiden syntymista. Jos
kasvin solussa on paljon vapaata vetta, solunt@igdtyy helposti. Taméan vuoksi
solujen vesipitoisuutta on siis pystyttava vaherdamtalven ajaksi. Mita vesipitoi-
sempi kasvin solukko on, sitd kylmanarempi se norasNiinpa erittain kylmankesta-
vid ovat muun muassa siemenet ja silmut, joideipitegsuus jaa talvella alhaiseksi.
Kun vetta poistetaan solujen sisalta, sisaltd vaigy. Vakevoityminen auttaa solu-
limaa pysymé&an pakkasessa niin sanotussa alijégddga tilassa. Alijadhtyneessa
tilassa soluun ei padse muodostumaan jaédkiteitéewsityneissa solunesteissa on
paljon erilaisia liuenneita jaatymista estavia amekuten sokereita. Jaakiteita voi silti
muodostua solun elavan sisallén ulkopuolelle, sikitin ja soluseiniin. Tyypillisesti
ensijdd muodostuu esimerkiksi silmujen tyviosaaskk siellé oleva vesi on lai-
meampaa ja jaatyy sen vuoksi helpommin. Tama dalhstia, koska jos jaata syntyy

paljon soluvaleihin tai kuolleisiin solukoihin, wait jaakiteet repiad solut irti toisistaan
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ja rikkoa nain muita viereisia solukoita. (HavasS&lkava 1987, 48.) Kasvisolukoissa

tapahtuva jaanmuodostuminen on esitetty kuviossa 3.

KUVIO 3. Jd&dn muodostuminen elavassa kasvisolukaa gédkiteiden kasvamisella
soluvéleissa. Veden siirtyessa ulos ympardoivistdisa, soluvaleissa kasvavat jaaki-
teet tyontyvat helposti soluseinan rakenteiden [&plukalvo sen sijaan sailyy vastus-
tuskykyisena jaan tunkeutumiselle ja l[&hinna vairsjaa sisaanpain, sailyttden néin
elavan solun eheyden. (Marchand 1996, 48.)

Ulkoisessa jaanmuodostuksessa jaata alkaa muodsmdtiseeinan ulkopinnalle (Tao
& Li 1986, 306). Pohjoisempana kasvavien kasvidatsoetavat useasti solun ulko-
puolista jAdnmuodostusta. Ulkopuolinen jaatyminesiti hyvin haitallista, vaikka
solut sita sietavatkin. (Salonen 2006, 84.) Solkopuolelle muodostuva jaa imee
solun sisélta vettd vesihdyryn muodossa ja saasballon kuivumaan ja samalla
vakevoitymaan. Kuivunut solulima kutistuu jopa 2&n alkuperéisesta koostaan.
Myds elavat solukalvot puristuvat kasaan ja pointuuvat. Samoin tekevat myos so-
luseinéat. Pakkanen merkitsee siis solujen kohdaibauutta. Kutistuneesta tilasta on
kevaalla pystyttava palautumaan takaisin normaalaan. Jos palautuminen ei onnis-
tu, se merkitsee solulle kuolemaa. Solulima ei &e&té tallaista rankkaa kuivumista
eikd myoskaan lilan nopeaa sulamista. Lisaksi kaigesta on muuta vaaraa solulle.
Solun siséllon vakevdityessa voivat erdiden aime(@simerkiksi suolat ja orgaaniset
hapot) pitoisuudet nousta liian korkeiksi ja johs@éun myrkyttymiseen. Kun vesi
vahenee soluista, niiden entsyymiaktiivisuuskinerée eivatka solut kykene torju-

maan myrkkyvaikutusta. (Havas & Sulkava 1987, 49;98.)



14

Joillakin kasveilla alkaa jo syksyn alussa kertgtuhin glyseroleja. Glyseroli toimii
soluissa jadnestoaineena. (Salonen 2006, 82.) Muwnitenossa toimivia jddnestoainei-
ta eli kryoprotektantteja ovat antosyaanit, sokesasiliukoiset aminohapot ja valku-
aisaineet. Lisaksi sokerit toimivat my6s energiatdina, kun kasvit muodostavat
muita suoja-aineita talven varalle. Yksittaisistéterilaaduista ainakin raffinoosin,
sakkaroosin, glukoosin ja fruktoosin on todettédigan kylméankestavyytta kasveissa.
Sokerit kerdantyvat kasvin silmuihin ja versoitffiasvinosien valilla on suuria eroja
kylmansietokyvyssa. Monilla kasveilla karki- ja kasilmut ovat arkoja kylmaélle ja
alempana varressa olevat silmut, niin kutsututdépuwt, ovat hyvin kylmankestavia
karkisilmuihin verrattuina. (Havas & Sulkava 1988, 89.)

Kasvien tai kasvinosien yleisimmat talvikuolemiohjavat syyt ovat paleltuminen tai
talvikuivuminen (Salonen 2006, 84). Altistettaeckaavi nopeasti kovalle pakkaselle
se kuolee ennemmin kylmyyteen kuin kuivuuteenasi# ei kerkea varautua yhtakki-
seen kylmyyteen. Myds kasvin sisaltdman veden ridamd merkitysta kasvin tal-
vehtimiseen. Kylmyydesta tai kuivuudesta aiheutwaaltriot voivat mydhemmin levi-
t& muualle kasviin. Kuolleet solukot ndet muodoatamyrkyllisia aineita, jotka voivat
levitd tuhoutuneesta kohdasta muuallekin kasvigivweojen my6ta. Myos vahingol-
liset bakteerit voivat saada vallan kasvista. (la&&ulkava 1987, 92, 151.)

Kryokokeet ja kryokestavyys

Kryosailytysmenetelmat ovat kehittyneet huomattawasne vuosikymmening, ja
nykydan ne ovat luotettava vaihtoehtoinen menetglithkaaikaissailytykseen. Kirjava
joukko erilaisia genotyyppeja voidaan kryosailyjtéadutta suurille kokoelmille voi-
daan joutua kayttdmaan useita eri tekniikoita, kask genotyypit reagoivat kryosai-
lytykseen niin eri tavoin. Optimituloksiin paasta#non jarjestetdan hyvét kasvuolo-
suhteet esikasvatuksissa ja menetelman jalkeigbsgiiskasvatuksessa ja suoritetaan
menetelma oikealla tavalla. (Uchendu & Reed 2088-182.)

Kasvin eloonjaamiseen kryokokeiden jalkeen vailautteoni asia. Yksi niista on kas-
vin fysiologinen tila, joka kasittaa kasvin ianlj@iméan kunnon ja myods kaytettavan
viljelman tyypin. Toinen merkittava asia on, minkiélen on kaytettava jddnestoaine ja

mik& on sen pitoisuus. Kasvin eloonjddmiseen veakat myds pakastusmenetelma,
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sailytyslampdtila, seka pakastettujen naytteideéatssmenetelma. Liséksi eloonjaa-
mista voidaan maarittad eri menetelmin. Menetelrer®avaisuudet aiheuttavat vaih-

telua eloonjdamistuloksiin. (Bajaj 1995, 14.)

Saannollisesti lisatty solukko ja erityisesti sésmnentiaalinen kasvuvaihe aikaansaa
erittain sytoplasmisia, ohutseinaisida, vahemmamghda sisaltavia, pienia soluja ja
solukeraytymat kestavat paremmin kylmaa kuin s¢htka ovat isoja, paksuseinaisia
ja joilla on enemman vakuoleja. Lisaksi pienetghiktymattomat tsygoottiset ja so-
maattiset alkiot tai siitepoly kestavat paremmipokiokeissa kuin taysin erilaistuneet
alkiot. Tamé&n vuoksi pallomaiset ja syddmenmuota#ieot antavat korkeamman

eloonjddmisasteen. (Bajaj 1995, 14.)

ViljeImien kyky selvita nestemaisesta typesta nipgsiis paljon mikrolisatyn aineis-
ton fysiologisesta tilasta ja esikasittelyvaiheigaimerkkina tasta voidaan pitaa sita,
ettd neilikalla tehtyjen kokeiden perusteella paa@svutettu tulos vastasi lahes sata-
prosenttista sailyvyyttd. Tama saavutettiin kahsilla, kun taas hankasilmujen
kylmansietokyky laski sitd mukaa, mita kauempan&ikdmusta hankasilmu sijaitsi.
Silmujen vélinen eroavaisuus kylmansietokykya véaiesssa saa selityksensa niiden
erilaisesta fysiologisesta tilasta. (Dereuddre r&&bBassaglia 1988, 170, 173.) Jotta
voitaisiin varmistaa mahdollisimman hyva selviytyramn, viljelmia tulisi kayttaa ai-
noastaan, kun ne ovat optimaalisessa morfologigaggaiologisessa tilassa (Dumet,
Engelmann, Chabrillange, Richaud, Durand-Gasselibu&al 1993, 278).

Kasvusolukoiden taytyy myos olla suhteellisen kajvennen kuin ne voidaan kryosai-
lyttda nestetyppeen. Nestemaisessa liuoksessaomassa kahdenlaista siirtymaa
nestemaisesta faasista kiinteaan faasiin. Jaanmtuwwdmen on olomuodon muutos
nesteesta kiintedan jaékiteeseen ja vitrifikaati@@muodon muutos nesteesta amor-
fiseksi, lasimaiseksi, kiintedksi yhdisteeksi, jasida jaakiteiden muodostumisen.
Vesi on sellainen kemiallinen yhdiste, joka on eailsaada vitrifioitumaan, koska
jaédkiteiden kasvun maara on todella korkea jopa plle jaatymispisteen. Kuitenkin
on olemassa erittdin konsentroituja kryoprotekisiattiuoksia, kuten glyseroli, joka
on erittain viskoosia ja alijaahtyy helposti alf®-celsiusasteessa. Glyserolilla saa-
daan vitrifikaatio mahdolliseksi nopeassa jddhdyegsa. (Reed 2008, 34.)
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Lopputulokset, joita saadaan eri pakastusmenetéalowat melko vaihtelevia. Solu-
jen eloonjaamista on pystytty osoittamaan viljelengakastuksella, jossa kaytetaan
esijaadytysta ja solujen jaadytysta hitaasti jalstysti. Pakastusmenetelmista nopein
ja yksinkertaisin on kuitenkin vitrifikaatio, jossalut pystytdan jaadyttamaan nopeas-
ti, mink& vuoksi menetelmaa suositaan nykydaneWijen, jotka sailytetaan
-20°C:ssa tai -70°C / -80°C:ssa on havaittu huamant tietyn ajan kuluessa. Taman
vuoksi pitkaaikaissailytykseen menevaa geenivanatstoa taytyisi sailyttdd neste-
maisessa typessa. (Bajaj 1995, 14-15.) Kontamuidah valttdmiseksi olisi varmin-

ta sailyttdd materiaalia nestemaisen typen sijaarkaasufaasissa alle -150°C:ssa.

Useat aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet, et@sta kryosailytysmenetelmilla
saavutettu kasvien eloonjaaminen ja kasvuunlahad genotyypista riippuvaisia
(Kryszcuk, Joachim, Grube, & Zimnoch-Guzowska 2Q088). Tama tarkoittaa sita,
ettd saman lajin eri lajikkeilla saadaan vaihtelauioksia.

Tavallinen vitrifikaatio-menetelma toimii nuoril@lmuille, joilla on juuri voimakas
kasvuvaihe, kun taas pisara-menetelma tehoaa didgeee/anhoihin silmuihin, joi-
den voimakas kasvuvaihe on jo ohitse. Silmut oe&iimnuttaneet kasvunsa ja kyke-
nevat nain ollen paremmin reagoimaan kylmyysstiesg{ryszcuk ym. 2006, 199.)
Vitrifikaatio-menetelm&ssa solukot saadaan suhseellkuiviksi vitrifikaatioliuoksil-

la, minka jalkeen pystytaan kayttamaan suoraa gponestetyppeen ilman solujen
vaurioitumista. Yleensa kaytetaan glyserolipohgalgtosta, jota nimitetaan PVS2-
liuokseksi. Liuoksen ovat kehitelleet Sakai, Kolksya% Oiyama vuonna 1990. (Reed
2008, 35.) Joillakin kasveilla, esimerkiksi valkmdgiilla, on osoitettu saatavan parem-
pia tuloksia kayttamalla liuoksena PVS3-liuostaniKiCho & Park 2006, 129). Ylei-
sin kaytetyista jadnestoaineista on dimetyylisudfdk(DMSO), joka on solukalvon
l&apaisevaa ja jota voidaan kayttda yhdistettynapiseviin osmoottisesti aktiivisiin
lisdaineisiin, kuten sokereihin tai polyetyleenigiliin (Reed 2008, 20).

Jaan vahentaminen on tarke&a solujen selviytyreigejlosailytyksen vaiheissa, kos-
ka ja&a aiheuttaa kuivumista. Kuivuminen taas aléisoluseinat mekaaniselle stressil-
le. (Tao & Li 1986, 305.) Kryosuojauksessa on kakerkittavaa piirretta. Ensimmai-
nen on se, etta kaytettavan jadnestoaineen tapissya lapaisemaan solu tai muuten

se aiheuttaa osmoottisesta paineesta johtuvaarkistaija vauriota, vaikka sen tay-
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tyisi painvastoin suojella solua. Toinen tarkeamarguus on, etta kaytettava kryopro-
tektantti olisi kasveille myrkytonta kaytettavidsdnsentraatioissa, joissa se on teho-
kasta. Kun kaytettava jaanestoaine pystyy lapéaiaarsélun ja on haitatonta solulle
puhutaan, ettéa se toimii kolligatiivisesti.(Ree®2025.) Kasveille kaytetyt jaanesto-
aineet jaotellaan sen mukaan kuinka ne pystyvdidamaan kasvisolut. Taulukossa 1
kerrotaan jddnestoaineiden lapaisevyydesta: miisedlganestoaineet toimivat vas-

taavalla tavalla ja kuinka ne vaikuttavat kryosgikgeen.

TAULUKKO 1. Jaanestoaineiden luokittelu (Reed 20DB)

LAPAISEVYYS | JAANESTOAINEET VAIKUTUS KRYOSAILYTYKSESSA

(1) Ei pysty Polymeerit joilla suuret molekyyli- | Tulevat konsentroituneiksi ennen jaakitdi-
lapaisemaan massat esimerkiksi PEggoPVP, ta, toimivat inhibiitteina jaan kasvulle ja
soluseinaa. polysakkaridit ja proteiinit suojelevat mekaanista tuhoa vastaan.

(2) Pystyy lapai- Oligosakkaridit, mannitoli, aminoha-| Estavat jadkiteitd vahingoittamasta solup
semaan ainoas-| pot (proliini) ja polymeerit joilla on | membraania ja ovat puskureina sytoplas
taan soluseindn| pienemmat molekyylimassat Pkfg | man liialliselle kuivumiselle.

(3) Pystyy lapai- Toimivat kolligatiivisesti, mutta voivat
semaan seka myds tuottaa valiaikaista plasmolyysia ja
soluseinan etta vahentavat adheesiota soluseinén ja mgm-
membraanin DMSO ja glyseroli braanin valilla.

Alemman molekyylimassan omaava polyetyleeniglykBEG, o009 Voi tunkeutua so-
lusein&én ja aiheuttaa plasmolyysié, kun taasggdg@n liilan suuri tunkeutuakseen
soluseindan (Tao & Li 1986, 307).

Suora altistaminen vitrifikaatioliuoksille ei olgaksi vahemman kestaville soluille
ja meristeemeille, koska vitrifikaatioliuos aiheathaitallisia vaikutuksia kasville.
Haittavaikutuksista yleisimmat ovat osmoottineessr ja kemiallinen myrkyttymi-
nen. Kuivumisesta aiheutuvia haitallisia vaikutakgoidaan vahentaa erilaisilla esi-
kasittelyilla, kuten kylmakasittelylla ja esikasuksella korkean pitoisuuden omaavil-
la sakkaroosi- tai sorbitolialustoilla seka lisdksiosuojausmenetelmilla, esimerkiksi
latausmenetelmalla. Latauskasittelyn on osoitdeuam todella tehokas menetelméa
edistamaan kuivumisensietokykya soluissa ja memséissa. (Matsumoto, Sakai &
Yamada 1995, 240.) Kun kasveja altistetaan krygis@iiuoksille, myos lilan suuret
viivastykset kasittelyajoissa saattavat aiheutt@aioita kasvusolukkoon. Vauriot

aiheuttavat selviytyneisiin soluihin liikaa strégsinik& voi johtaa elossa olevien solu-
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jen kuolemiseen. Solujen eloonjddmista pidetaatapéteena kryosailytyksessa,
joten solujen kuoleminen on todella epatoivottayBajaj 1995, 15.)

Kun kaytetddn nopeaa jaadytysta, muodostuvat getksblukoissa ovat pienia ja
harmittomia solukoille. Kun sulatus suoritetaan&aitla nopeasti, pienet jadkiteet
ehtivat sulaa ennen kuin ne ehtivat kasvaa ja swsa solukoista sailyy elinkelpoisi-
na. Jos sulatus suoritettaisiin hitaasti, jaakiddiatisivat kasvaa ja nain ollen tappaisi-
vat solut. (Sakai & Yoshida 1967, 1700.)

Keskeisimpé&na tekijana arvioitaessa kryosailytystedmaa on silmujen kasvuunlah-
t6, koska ainoastaan kokeita, joista saadaan katihieneita viljelmid, voidaan sa-
noa onnistuneiksi (Kryszcuk ym. 2006, 198). On aaitain soluja, jotka ovat osittain
vaurioituneet tai jotka ovat tietynlaisessa kylndighsa eivatka taman vuoksi lahde
kasvamaan (Bajaj 1995, 16). On erityisen tarkeéd keyosailytetyt silmut pystyvéat
kehittymaan taysin samanlaisiksi kasveiksi kuintkgemattomista silmuista kehitty-
vat yksilot ovat eika niista havaita morfologisiaumoksia. Mydhemmassa vaiheessa
niiden fenotyyppi taytyy varmistaa sytologisin, kémiallisin ja morfologisin ana-
lyysein. (Matsumoto, Sakai & Yamada 1994, 445-446.)

3.2. Kryosailytysmenetelmat

Kryosailytysmenetelmia ja erilaisia tekniikoita kahitelty, jotta voitaisiin sailyttaa
erilaista kasvimateriaalia. Sailytettavat kasvigta voivat olla siemenia, siitep6élya,
verson karkisilmuja, lepotilaisia silmuja, vielahkgymattomia alkioita, tsygoottisia ja
somaattisia alkioita seka kallusta tai mikrovilj@mSailytysmenetelma valitaan sen
perusteella mita halutaan sailoa ja mika menetébmngii millekin aineistolle. Esi-
merkiksi lepotilaisille silmuille kaytetty kryosgilysmenetelma soveltuu parhaiten
kylméakaraistuille puuvartisille kasveille. Kun taasvitro -mikroviljelmisté kasvatet-
tuja silmuja voidaan séiloa seké trooppisen etibkkaan vyohykkeen kasveista. (Reed
2008, 7.)
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Yleisimmat kryosailytysmenetelmat jakaantuvat mtpakastuksen menetelmiin ja
nopean pakastuksen menetelmiin. Hitaan pakastukseetelmista puhutaan, kun
pakastaminen tapahtuu hitaasti ja saadellystiijokéytetddn tarkoitukseen soveltuvia
pakastimia. Nopean pakastuksen menetelmissa pakastatapahtuu suoraan neste-
maiseen typpeen upottamalla. Molemmista tavoistkebitelty erilaisia menetelmia

ja variaatioita, jotta voitaisiin sailyttdad mahdsilinman monia kasveja. Yleisimmat
menetelmat ovat kontrolloitu asteittainen jaahdytysifikaatio ja dehydraatio. Mutta
on olemassa my6s muita yhdisteltyja menetelmiarkképselointi-dehydraatio, kap-

selointi-vitrifikaatio ja lepotilaisille silmuillkehitelty menetelma.

Kontrolloitu asteittainen jaahdytys oli ensimmainehniikka, joka kehiteltiin kasvien
sailyttamiseen. Suurin etu tassa tekniikassa mudhiniikoihin verrattaessa on, etta
voidaan kasitella suuria aineistoja yhdella kalsiltée eika tarvita yhta paljon aikaa
yksittaisen naytteen kasittelyyn. Kontrolloidusstedtaisessa jadhdytyksessa kayte-
taan jaahdytystd, jossa jaahdytetaan 0,1-1 cesdeitmminuutissa noin -40 celsiusas-
teeseen asti, jonka jalkeen nayte upotetaan neisteandyppeen. (Reed 2008 10, 85,
87.)

Kontrolloidulla asteittaisella jaahdytyksella eiitankaan aina saavutettu hyvia tulok-
sia ja etenkin trooppisilla kasveilla saatiin haijktuloksia. TAman vuoksi aloitettiin
uusien menetelmien tutkiminen seka kehittaminel®R0-luvulla keksittiin vitrifikaa-
tioon perustuvat menetelmat. Samalla vuosikymmarkahiteltiin myos kapselointi-
dehydraatio menetelmd, jossa eristetty kasviamg@akataan kalsium-alginaatti-
kapseleihin. Kapselointi-dehydraatiotekniikka omistunut ainakin seitsemallakym-
menella eri kasvilajilla. (Reed 2008 59-60.)

Vitrifikaatio-menetelmat jakaantuvat alkuperaiseénfikaatio-menetelmaan, pisara-
vitrifikaatio-menetelmaan ja kapselointi-vitrifikk@on. Menetelmat eroavat toisistaan
vain suoritusvaiheittensa kannalta, mutta kaikiesvinaytteet kasitellaan kuitenkin
vitrifikaatioliuoksilla, jonka vuoksi puhutaan uiikaatio-menetelmista. Tavallisella
vitrifikaatio-menetelmalla on tutkittu useita erde kasveja. Pisara-vitrifikaatio-
menetelma on sita vastoin melko uusi menetelmdigees ole viela tutkittu yhta suur-

ta maaraa erilaisia kasveja.
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Pisara-vitrifikaatiomenetelma on kehitelty alunaghk perunan kryosailytysmenetel-
maksi, mutta nykydan se on kaytdssa jo monella lakialkasvilla, kuten parsalla,
krysanteemilla ja jamssilla. Muunneltua pisara#itaatio-menetelmé&a on onnis-
tuneesti kaytettyPrunus-lajeilla, papaijalla ja banaanilla, seka muutaaithusuilla.
(Halmagyi & Pinker 2006, 145-146.) Pisara-vitrifdftemmenetelma on onnistunut
myo6s mintulla (Uchendu & Reed 2008, 186) ja tar(@anth, Panis, Taylor & Tyagi
2008, 110). Taulukossa 2 esitetddn yleisimpiensdigtysmenetelmien edut ja hai-
tat.

TAULUKKO 2. Yleisimpien kryosailytysmenetelmien eda haitat (Reed 2008, 10).
Perinteiset kryosailytysmenetelmét on merkitty eila pohjalla ja nykyaikaisemmat
kryosailytysmenetelmat taas vihrealla pohjalla.

KRYOSAILYTYSMENETELMA EDUT

On stabiili murtumiselle,
suhteellisen myrkyttémat
jaénestoaineet, vie vahan

suoritus aikaa.

HAITAT

Vaatii kalliin laitteiston, alhai-
nen soveltuvuus trooppisille
kasvilajeille.
Vitrifikaatioliuokset ovat myr-
kyllisia useille kasveille, so-
lukkojen murtuminen mahdol
lista, vaatii tarkat ajoitukset
liuoskasittelyissa.

Vaatii jokaisen kapselin kasit-
telya useita kertoja, jotkin
kasvit eivat kesta korkeita
sokerikonsentraatioita.

Kontrolloitu asteittainen jaghdytys

Ei tarvita kallista laitteistoa,
nopea menetelma, nopea
kasvien elpyminen

Ei tarvita kallista laitteistoa,
ei myrkyllisia jaanestoaineits
yksinkertainen sulatusvaihe,
nopea kasvien elpyminen.

Vitrifikaatio

Kapselointi-dehydraatio

Vaatii kalliin laitteiston, seka
suuren varastointitilan, elvyty

"z

Lepotilaisten silmujen sailyttaminer

On helppo suorittaa, kaytto-
kelpoinen useille lauhkean
vyOhykkeen puulajeille.

vaatii varttamisen tai silmutta
misen. Toimii parhaiten lauh-
kean vyohykkeen kasveilla.

Solukkoviljelmille eli niin sanotuillen vitro -kasviaineistoille naista menetelmista

soveltuvat parhaiten vitrifikaatiomenetelmat ja giddaatiomenetelmat, kun taas kont-

rolloitu asteittainen jadhdytys soveltuu paremmiyomluonnossa esiintyville viljel-

mille eliin vivo -kasviaineistoille. Menetelmén valintaan vaikutsddytettavan kas-

viaineiston liséksi myos kaytettavat laitteistankiloston asiantuntemus, kasvilaji ja

milla tavoin kasviaineisto halutaan sailoa (Reed&®@0).
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4 TUTKIMUSAINEISTO JA -MENETELMAT

4.1. Pisara-vitrifikaatio-menetelméa

MTT:n Kasvintuotannon tutkimus -yksikossa Laukadsyasailytysta tehdd&an muun-
nellulla pisara-vitrifikaatio-menetelmalla ja meeketd on kaytdssa vadelmalla ja
mansikalla. (Nukari, Uosukainen, Rokka, Antoniusaiyy & Valkonen 2009, 122.)
Kryosailytysmenetelmia kokeillaan kaiken aikaa myiiglla kasveilla ja tutkimusta
on tehty esimerkiksi herukoill®runus-lajeilla ja perunoilla. (Nukari, Rantala & Uo-
sukainen 2008, 3.) Pensashanhikeille ei ole aikaisi@ tehty pisara-vitrifikaatio-
menetelman testausta eika kryosailytyskokeita giaetgppeen sailyttdminen on taysin
uusi sailytysmenetelma pensashanhikeille. Tulo&gat hyvin tarkeitd, koska niiden
perusteella saadaan selvemmaksi kokonaiskuvaadilytyksesta ja pystytaan ym-
martamaan paremmin mahdollisuuksia muiden lajit@pikaissailytykseen neste-
typpeen. Opinnaytetyon kokeissa kaytettiin muolkafiisara-vitrifikaatio-menetelmaa
(kuvio 4).

4.2. Tutkimuksen lahtokohdat

Koska pensashanhikkikokeita ei aikaisemmin oleigettu, taytyi aluksi eristaa eri-
kokoisia ja erityyppisid silmuja parhaiten sovelinwsilmutyypin maarittamiseksi.
Taman vuoksi yhdeksassa ensimmaisessa koesarfaiia eekéa hanka- etta kar-
kisilmuja. Kokoluokiksi paatettiin valita kolme kokiokkaa, joista selviamista tark-

kailtiin. Kokoluokat olivat 0,5—-1 millimetrid, 1-&illimetria ja 2—3 millimetria.
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SILMUJEN SOKERIKASITTELY
ERISTAMINER (pe-keima-ke)
EMOKASVISTA

{pefma) Larkidilui

4 viikkoa vanhoja g?g)m?nr Rl

Wi aktiivihiilimaljalla

fma) karkisilmuja 2-3 mm
0,25 molaarisella
Salkkaroosi
Murashige-Skoog
alustalla

{ti} karkisilmuja 2-3 mm
0,50 molaarisella
sakkaroosi
Murashige-Skoog
alustalla

ke karkisilmuia 2-3 mm
0. 75molaarisella
sakkaroosi
Murashige-Skoog
alustalla

VITRIFIKAATIOKASITTELY (ta)

LS- liugs (30 minuuttia) PVS2- Jiuos (30- 60 minuuttia)

@\mupapey' @ \

2 kpl + LM putkia ja 1 kpl -

LN puthki

Wl

el

pisara
PYS2-liuostaja

v

" 10 kpl silmuja

folicliuskalla

SULATUSYAIHE (to]) vain + LN putkille

+40) asteisessa

ajan

+ LM putket sulatetaan

wesihauteessa 3 minuutin

A A
+ LM putket
laitetaan

nestetyppeen min.
1 h, jonka jalkeen
ne jatkavat
sulatusvaiheeseen,
LM putket
hyppaavat
sulatusvaihesn yli

JAANESTOAINEIDEN PESU
JA LN PUTKEN
KOKEEN
LOPETUS {ta)

pipetoidaan 2 ml 1 molaarista
sakkaroosia + laitetaan
pimeaan folion alle 30

ol

minuutiksi

£
SIS Silmuja
|:| |:| D it pidetaan folion
alla 3 wrk

30 minuutin /ﬂupapen
paasta siirretaan imupaperin kautta fruktoosi
kaadetaan "= & kasvatusalustalle + laitetaan pi
pienelle alle
petrimaljalle

Silmuja pidetaan
harson alla 2 wrik

me&an falion

HAVAINNOINTI

hawainnoidaan
2 wiikon valein
Jja vaihdetaan
uusi malja 4

+ wilkon walein
Aylo ’
Siirretaan
versoneet
erloihin 4
wiikon
ikaisina

havainnoidaan erlat
A viikon kasvatuksen
jalkeen luokkdin 1-4

KUVIO 4. Pisara-vitrifikaatio-menetelman suoritusTW Laukaassa.
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Aluksi kaikilla lajikkeilla tehtiin vitrifikaatiok&ittely, niin etta PVS2-aikana oli 45
minuuttia. TAman jalkeen ruvettiin muuttamaan ailkéakeiltiin seka lyhyempia etta
pitempia aikoja. Lyhyin aika oli 30 minuuttia jaspi 60 minuuttia. Vitrifikaatiokasit-
telyssa ainut muuttuja oli PVS2-kasittelyaika. Lisittelyaika pidettiin vakiona, ja se
oli kaikissa kokeissa 30 minuuttia. Kun ruvettilmokkaamaan menetelmé&é, muuttu-
vat tekijat paateltiin aikaisemmista kokeista sghmeiden ja versovien silmujen mu-
kaan. PVS2-aikaa pyrittiin muuttamaan siihen suamtanissa silmut elpyvét ja ennen
kaikkea versovat parhaiten. Viimeisissa kokeissétpy selvittdmééan sokereiden ja
aktiivihiilen vaikutusta kokeisiin. Sokereiden vatkksesta on tieteellistéa nayttoa ja
niiden on todettu parantavan nestetypesta elpynai@mujen maaraa. Viimeisissa
kokeissa kaytettiin huonommin kasvuunlahtevaa ddjik selvittamaan sokerien ja
aktiivihiilen vaikutusta kokeen onnistumiseen. dbsi kaytetty hyvin kasvuunléahte-

vaa lajiketta, eroa ei olisi huomannut niin selvéstollenkaan.

4.3. Koesarjat

Koesarjoja oli kaiken kaikkiaan 20 kappaletta, ggjakaantuivat lajikkeittain seuraa-
vasti: 'Goldteppich’ nelja koesarjaa (G1-G4), 'Tel/ nelja koesarjaa (T1-T4), 'Eli-
zabeth’ kuusi koesarjaa (E1-E6) ja 'Dart’s Creaonis koesarjaa (D1-D6). Tar-
kemmat tiedot jatkossa koodein merkityista koesstgdlmenevat liitteesta 2. Kaikkia
koesarjoja ei pystytty suorittamaan taysin ideasiis koska silmujen ottamiseen ja
vitrifikaatiokasittelyjen suorittamiseen ei olluha saman verran aikaa kaytettavana.
Rajallinen aika johti siihen, ettd koesarjoihingloittiin ottamaan vaihtelevia maaria
silmuja. Heikoimmin kasvuun l&htevilla lajikkeiltahtiin enemman kokeita verrattu-
na paremmin lahteviin lajikkeisiin. Silmuille pytiih tekemaan aina seka nestetyp-
peen meneva koe +LN ettd kontrollikoe -LN. Ainestgoriippuen tehtiin +LN-
kasittelylle mahdollisuuksien mukaan myds rinnakkai nayte. Tama tarkoittaa, etta
jos aineistossa oli silmuja 30 kappaletta, telktaksi nestetyppeen menevaa koetta ja
yksi kontrolli. Jos silmuja oli vain 20 kappalett,tehty rinnakkaista naytetta vaan
silmut jaettiin yhteen nestetyppeen menevaan kaaem yhteen kontrolliin. Jos
silmuja oli vain 10 kappaletta, ei tehty kontroligatehtiin vain nestetyppeen meneva

putki.
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5 TYON TOTEUTUSVAIHEET

5.1. Alkuvalmistelut

Aluksi tehtiin aikataulutus valmiiksi. Aikataulutaken pyrittiin selvittamaan tarvitta-
vat mikrolisdykset, seka silmujen eristamiset, galeset ja sulatukset seka arvioitiin,
milloin saataisiin tuloksia kasvaneista pensashaaitia. Neljan viikon kuluttua kun-
kin lajikkeen mikrolisddmisesta kasvista otettilmsija, joko maanantaina tai perjan-
taina. Silmujen eristamisen jalkeen pakastuksstijatukset tehtiin tulevana torstaina.

5.2. Esikasvatus

Silmut otettiin aina 4-viikkoisista viljelmista, kka sen ikaisten viljelmien on todettu
olevan hyvassa kasvun vaiheessa kryokokeita aatélliinpa aina nelja viikkoa en-
nen silmujen ottamista tehtiin mikrolisays lajikkég, jota haluttiin pakastaa. Mikro-
lisdys tehtiin isoon lasipurkkiin, jossa oli muogmkansi. Pensashanhikki kasvaa sel-
laisessa paremmin kuin foliokantisessa lasipurkidskaiseen purkkiin laitettiin aina
seitseman kappaletta versoja. Purkkeja ei tarviligéi kovin monta, koska jo paris-
ta purkista saatiin riittavasti silmuja. Yhdestésasta kasvaneesta tuppaasta saatiin
keskimaarin kuusi karkisilmua, joten purkista saatéin ollen noin 42 kappaletta
karkisilmuja. Purkkeja taytyi kuitenkin olla ainigttévasti kontaminaatioiden varalle,
jotta voitiin olla varmoja, ettei kanta havia. Lksé purkkeja taytyi olla myos sen ver-
ran, etta voitiin tehda uusia lisaysjakoja. Esikdssalusta oli kolmella lajikkeella
(Tervola’,’Dart’'s Cream’ ja 'Elizabeth’) fruktoopiohjainen ja yhdella lajikkeella
('Goldteppich’) sakkaroosipohjainen. 'Goldteppidhjike ei kasva hyvin fruk-

toosipohjaisella esikasvatusalustalla, minka vueKki kaytettiin poikkeavaa alustaa.
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5.3. Silmujen eristdminen emokasvista

Eri kasvilajeilla hankasilmujen ja karkisilmujen\agtyminen ja versominen vaihte-
levat merkittavasti. Koska ennen kokeita ei tigdektimpi silmutyyppi selvidisi ja
versoisi paremmin, taytyi aluksi eristdd molempiaghda kokeita asian selvittami-
seksi. Silmut eristettiin emokasvista 4-viikkoisistljelmista. Yleisimmin kaytetyt
silmujen eristamispaivat olivat maanantai ja pegarkoska silmujen jatkokasittelyt
oli ndin helpompi suorittaa tyoviikon puitteissauiKpakastus- ja sulatuskasittelyt
tehtiin torstaina, tuli kokeen lopettamisen jalledisi folion poistamisen ajankohdiksi
maanantai ja harso poistettiin taas keskiviikkdfgytannollisyyden ja toistettavuu-
den vuoksi kokeita tehtiin siis kaiken aikaa selkdanantaina etta perjantaina eiké
ruvettu ottamaan silmuja enaa kolmantena paivaa@ahan olisi ollut yksi muuttuja
lisdd. Vadelmalle kehitetyssa menetelmassa siltetaan perjantaina aktiivihiilta
sisaltavalle 0,09 M sakkaroosi Murashige-Skoog-aassalustalle (Murashige &
Skoog 1962), kun taas mansikalle kehitetyssd mené$sé silmut otetaan maanan-
taina 0,25 M sakkaroosi Murashige-Skoog-alust@dkesa ei ole aktiivihiilta. Koska
pensashanhikille ei ole tehty kryokokeita aikaisemrkokeiltin molempia menetel-

mi& riippuen silmujen eristamispaivasta. Tyossaddqy alustat 16ytyvat liitteesta 3.

5.4. Sokerikasittely

Korkealle sokeri- tai sorbitolipitoisuudelle alashisen esikasvatusvaiheessa on jo
pitkaan tiedetty parantavan meristeemien selviysyankryosailytyksessa (Niino, Sa-
kai, Yakuwa & Nojiri 1992, 264). Nousevan sokerikentraation vaikutuksen on
todettu auttavan kasvien selviytymista nestetyppeisia. Vadelmalla on testattu
kryosailytysmenetelmaa erilaisilla sokerikonsertickakeilla ja saatu tulokseksi, etta
asteittainen sokerikonsentraation nostaminen graesamman mahdollisuuden sil-
muille selvitd nestetyppikasittelyista kuin jos eakasittely suoritetaan niin, etta sil-
mujen annetaan olla samalla sokerikonsentraatyblidjaksoisesti. Tutkimuksissa on
todettu, etta korkein 0,75 M sakkaroosi ei ole lkgigos sitd annetaan heti ja suo-
raan. Vadelmalle tutkitussa menetelmassa paragedjisilos saatiin kaytettaessa so-

kerikonsentraatioina 0,25 M, 0,5 M ja 0,75 M sakkeia nostamalla konsentraatiota
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asteittain kolmen paivan ajan. (Wang, Laamanenukhkiaen & Valkonen 2005,
283.)

Opinnaytetydssa suurimmat osat silmuista kasnetfitirmaalilla sokerikasittelylla,
jossa silmut olivat maanantaina 0,25 M sakkaroasiddhige-Skoog-alustalla, tiistai-
na 0,50 M sakkaroosi Murashige-Skoog-alustalleegkkiikkona 0,75 M sakkaroosi
Murashige-Skoog-alustalla. Poikkeuksena olivatransiiset kaksi epdonnistunutta
koesarjaa (E1 ja E2), joissa silmut olivat vainaiéigsella fruktoosialustalla, ja viimei-
set kokeet (D5 ja D6), joissa kokeiltiin, onko OM5sakkaroosisokerikonsentraatio
liian suuri ja vaikuttaako se tuloksiin heikent&vdsadméan vuoksi osa kahdesta vii-
meisesta koesarjasta oli keskiviikkona vain 0,568dWkaroosisokerialustalla, eiké
0,75 M alustalla.

5.5. Vitrifikaatiokasittely

Vitrifikaatiokasittelyn ainut muuttuja oli PVS2-akjoka vaihteli maanantaina suori-
tettujen kokeiden osalta 40—-60 minuutin valillarj&etaina suoritettujen kokeiden
PVS2-ajan vaihteluvali oli 35 minuutista 60 minunttMuuten menetelma pyrittiin
suorittamaan samalla tavoin muiden muuttujien asafitrifikaatiokasittely suoritet-
tiin aina torstaina, jolloin maanantaina eristaijinut olivat olleet eri maljoilla noin

kolme paivaa ja perjantaina eristetyt noin kuusvé (kuvio 5.A).

Aluksi pakastettavat silmut laitettiin latausliueles (LS-liuos) 30 minuutiksi (kuvio
5.B), jonka jalkeen silmut siirrettiin suodatinpape ja siitd PVS2-liuokseen ennalta
paatetyiksi ajoiksi (35—-60 minuutiksi). TAman jékesiimut nostettiin yksitellen alu-
miinifolioliuskoille, joihin muodostui pisara PV3iiioksesta. Liuskat siirrettiin kryo-
putkiin ja pakastettiin. Poikkeuksena on kontrdaljite (-LN-koe), johon pipetoitiin
valittomasti 1 M sakkaroosia 2 millilitraa, annigttvaikuttaa 30 minuuttia pimeassa
folion alla ja siirrettiin suodatinpaperin kauttaktoosikasvatusalustalle pimeaan.
Jokaiselle kasittelyeralle tehtiin l1ahes poikkeutesaestetyppeen menevat nayteput-
ket (+LN-putket) ja kontrollinayte (-LN-putki). Tyg$a kaytettyjen vitrifikaatioliuos-

ten koostumukset on esitetty liitteessa 3.
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Vi, 2

KUVIO 5. Maljakasittelyt. 5.A 'Elizabeth’-lajikkeda otetut silmut sokerimaljalla.
5.B Latausliuos kasittely 'Elizabeth’ kokeella 45 ES5 eli viidennella Elizabeth koe-
eralla ja 'Tervola’ kokeella 450 = T3 eli kolmanlzeTervola koe-eralla.

5.6. Pakastus ja sulatus

Yleisin kerralla pakastettavien silmujen maarés@likappaletta, jotka sitten jaettiin
kolmeen eri putkeen. Kaksi naista oli nestetyppeenevia ja yksi oli kontrolliputki.
Pakastus suoritettiin valittomasti, koska PVS2télsi jatkuu kunnes putki on neste-
typessa tai, kunnes siihen pipetoidaan sakkaraosiliin kuin kontrollikokeessa teh-
daan. Pakastus suoritettiin aina samalla tavoiitsigganpuutteen vuoksi kokeiltiin
myos kerran yhdessa koesarjassa 20 kappaleen pstikaghteen putkeen, jonka
vuoksi koesarjassa T2 kuitenkin poikettiin hiemaargusmenetelmasta ja otettiin
noin 20 kappaletta silmuja yhteen pakastettavasiepun tavallisesta 10 kappaleesta
poiketen. Tama menettelytapa ei kuitenkaan onnigtioivotulla tavalla ja samanlai-

sia kokeiluita ei tehty myéhemmin.

Jotta valtyttaisiin kasvin stressaamiselta ja Hestida vaikutuksilta, on todettu nopean
sulatuksen olevan parempi menetelma kuin hitasatiskden. Nopea sulatus suoritet-
tiin siirtdmalla nestetypessa oleva kryoputki +4@%en vesihauteeseen 3 minuutiksi.
Taman jalkeen vietiin putki nopeasti laminaarivikkaappiin, pyyhittiin se desinfi-
ointialkoholilla ja suoritettiin sulatus niin kukontrollikokeelle tehtiin vitrifikaatioka-

sittelyn yhteydessa.
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5.7. Kasvin eloonjaamisen ja kasvuunlahdon havairnti

Sulatettuja naytteita pidettiin pimeassa foliomalbin kolme paivaa. Eli torstaina
sulatetut naytteet otettiin pois folion alta madaara iltapaivalla kello 14.00 aikoihin
ja laitettiin viela kahdeksi paivaksi harson alle.

Harson pois ottamisen jalkeen pystyttiin tarkastelan naytteita silmamaaraisesti,
mutta tarkemmat havainnoinnit taytyi aluksi suaatmikroskoopilla, koska silmut
olivat niin pienia ja viherrysta ei valttamatta aawut paljain silmin (kuvio 6.A).
Ensimmaiset havainnot kannatti tehda vasta kahuoleonvpaasta sulatuksesta, koska
ensimmaisella viikolla havainnoinnista ei ole hésé hyotya, silla silmut ovat viela
niin pienia. Naytteitd kannatti havainnoida tastétien ainakin kahden viikon valein.
Neljan viikon valein silmut siirrettiin uudelle fktoosimaljalle ja ensimmaiset ver-
soontuneiden silmujen siirrot erlenmeyerkolveihystyttiin myos suorittamaan nel-
jan viikon jalkeen sulatuksesta (kuvio 6.B). Néikassessa vaiheessa siirroissa taytyy
kuitenkin olla varovainen, ettei siirra lilan piénrersoja erlenmeyerkolveihin. Liian
pienena siirretty silmu ei jaksa kasvaa kolvisskujelee. Kannattaa siirtaa vasta tar-
peeksi isot ja hyvannakoiset versot eteenpain.nd@eadman havaitsee aika selvasti.
Hyvannakdinen versova silmu on yleensa isompiasiin useita pitkia verson haarau-

tumia ja hyva vari.

6.A ] | 6.B
"Goldteppich’ ; "Goldteppich’
kuvattu kuvattu
23.4.2009 ! 11.5.2009

1 viikko ] 4 viikkoa
sulatuksesta sulatuksesta

KUVIO 6. Maljojen havainnointi. 6.A. Aivan ensimns&lla viikolla viherrys oli niin
pientd, etta kasvua ja viherrysta pystyi tarkastelen ainoastaan mikroskoopin alla.
6.B. Neljan viikon jalkeen sulatuksesta osa verstavsilmuista voitiin siirtaa erlen-
meyerkolviin.
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Erlenmeyerkolvissa olevat versot havainnoitiin &elyiikon paasta siirrosta ja luoki-
teltiin luokkiin 1.—4. Luokka 1. on iso, hyvanvéaem verso, joka on jaettavissa use-
ammiksi uusiksi versoiksi. Luokka 2. on selkeasnpmpi kuin luokan 1. verso, mut-
ta silti hyvannékdinen ja siité saisi jakamallajédkokasvattamalla jo viljelman aikai-
seksi. Luokkaan 2. voi joutua my6s hyvankokoinenttenmuuten laadultaan hei-
kompi verso. Esimerkiksi vesittyneisyys voi ollaysgtta verso on luokkaa 2. luokan
1. sijaan. Luokka 3. on selkeasti heikko, ei hydkidinen verso, joka on yleensa pie-

ni ja voi olla paljon ruskettunut, tosi vesittyrtgi muuten huono. Luokan 3. silmu ei

mene jatkokasvatukseen. Luokkaan 4. luetellaarkkkiolleet silmut. (Ks. kuvio
7.A-D.)

KUVIO 7. Erlenmeyerkolvien havainnointi. 7.A LuoklaElizabeth’-lajikkeen sil-
mu, 7.B Luokat 1-2. 'Tervola’-lajikkeen iso silmu tuokkaa 1. ja pienet luokkaa 2.,
7.C Luokka 3. Todella pieni silmu, jota ei otettkggon. 7.D Luokka 4. kuolleita sil-
muja.

Sulatuksen jalkeen havainnointiin ja tulosten saaem kului aikaa vahintaan 8 viik-
koa, mutta suurin osa tuloksista vaati jopa 16ka&ennen kuin saatiin lopullinen

tulos selville.
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6 TULOKSET

6.1. Yhteenveto kokeiden onnistumisesta

Ensimmaisend menetelmdd muokkaavana osatuloksatia salville, etta karkisil-

mut lahtevat paremmin kasvuun kuin hankasilmut. & &avaittiin, kun selviytymi-
seen alkoi tulla suurta eroa kaytettavasta silmistit riippuen ja pystyttiin selkeasti
havaitsemaan, etta karkisilmut selviytyvat paremkuim hankasilmut. Nestemaisessa
typessa kayneiden karkisilmujen selviytyminen ajikkeittain 'Elizabeth’: 0—100 %,
'Goldteppich’: 70—-100 %, 'Dart’'s Cream’: 30—100 &'Tervola’: 30—-100 %. Han-
kasilmujen selviytyminen oli lajikkeittain 'Elizalbi@: 0-50 %, 'Goldteppich’: 35-85
%, 'Dart’'s Cream’: 0-45 % ja 'Tervola’: 25—-30 %.

Kun saatiin huonoja tuloksia hankasilmujen selvyigesta ja pienempien kokoluok-
kien 0,5-1 mm ja 1-2 mm selviytymisesta, paatelbipettaa kokeet niiden osalta
kokonaan. Tahan paatokseen paadyttiin lisaksi,dtkska karkisilmut selvisivat ja
l&htivat versomaan paremmin kuin hankasilmut. Pmenéin kokoluokan silmuja ol
my6s huomattavasti vaikeampi kasitell&a kuin isompema johti siihen, etta saatiin
menetelmaa hiukan valmiimmaksi ja paatettiin oftismastaan karkisilmuja koko-
luokkaa 2—-3 millimetria. Padasiassa eristetyt dilativat hieman yli 2 millimetria

pitkia.

Kasittelyjen tuloksista pystyi myos jo alussa exotaan kaksi kryokestavyydeltaan
vahvempaa ja kaksi heikompaa lajiketta. VahvenggikKeita olivat 'Goldteppich’ ja
"Tervola’, kun taas heikompia olivat 'Elizabeth’’Jaart's Cream’. Menetelmaa taytyi
muokata heikoimpien lajikkeiden mukaan. Paras nedmét on sellainen, jolla pystyt-
taisiin tarvittaessa kasittelemaan kaikkia nelgjékétta ja selviytyminen olisi taattua.
Mutta selviytyminen ei yksin riitéd. Kasvin taytyyyiis selviytymisen liséksi lahted
versomaan ja uuteen kasvuun, jotta siita olisi roflistius saada uusi viljelma. Niinpa
lopullisena tuloksena pidettiinkin sita kuinka hyvajikkeet lahtivat versomaan ja
kuinka monesta saatiin uusi viljelma. Viljelma saatersoista, jotka olivat luokkaa 1.

tai 2. erlenmeyer-kasvatuksen jalkeen.
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Versominen ylsi tavoitteeksi asetetulle 30 % tasalhoastaan yhdella lajikkeella.
Lisaksi versominen oli heikompaa maanantaina ayifitesilmuilla, verrattuna per-
jantaina eristettyihin silmuihin. Huono versomirjarheikko uusien viljelmien saami-
nen kaynnistivat uudet lisdkokeet, joissa tutkitaiktiivihiilen ja 0,75 M sokerin vai-
kutusta. Nama lisdkokeet suoritettiin ajanpuuttesoksi ainoastaan 'Dart’s Cream’
-lajikkeella. Lisakokeiden tulokset esitetaan mydhan PVS2-aikaan keskittyvassa

tulososiossa.

6.2. Kokeiden yleiskuva lajikkeittain

Kaikkien lajikkeiden selviytyneet, versoontuneevg@sovien silmujen kasvuunléht6
esitetddn samalla vitrifikaatiokasittelylla, eli B¥-ajan ollessa 45 minuuttia ja samaa
kokoluokkaa 2—-3 millimetria olevilla karkisilmuilldaanantain ja perjantain kokeita
ei kuitenkaan eroteltu viela tdssa vaiheessa. Bidel kasitellaan nestemaisessa ty-
pessa kayneet kokeet (+LN) ja niiden kontrollikakeEeN), jotka eivét ole kayneet
nestemaisessa typessa, mutta ovat muuten kaypesatdan prosessin. +LN-
kokeista saadut tulokset kertovat kuinka hyvin sillmvat kestaneet pakastus- ja sula-
tuskasittelyt ja -LN-kokeista saadut tulokset keatitaas, kuinka hyvin silmut ovat

kestaneet vitrifikaatiokasittelyn.

Tuloksista haluttiin saada selville selviytymin@nversominen, seka kuinka hyvin
versovista silmuista saataisiin viljelma. Selviyipen saatiin selville, kun tarkasteltiin
naytteita sulatuksen jalkeen ja havaittiin vihetdlyy/ersominen saatiin selville myo6-
hemmin, kun havaittiin kasvua silmuissa. Lopukssewista kokeista taytyi myos
arvioida olisiko niista saatu mikroviljelma eli mdmstivatko ne oikeanlaista hyvaa
kasvua. Hyva ja oikeanlainen kasvu tarkoittaa, kdgvu ei ole kallusmaista eika siina
esiinny vesittyneisyytta. Kalluskasvu on kasvietiiaisesti jakautuvaa erilaistuma-
tonta solukkoa ja se havaitaan epanormaalina kasyleensa juuressa johon muodos-
tuu paakkuja. Kalluskasvu lisaa mahdollisuuksiangeaunnokseen, jonka vuoksi se
ei ole toivottua (Niino ym. 1992. 265).



32

Kryosailytyksen lopullisena tavoitteena pidettittd saataisiin kolme hyvaa viljelmaa
yhdesta erésta, jolloin voidaan valita parhaintaijatkoon ja olisi varaa kontaminaa-
tioillekin. Tama tarkoittaa, ettd kymmenesta siltausolme kappaletta lahtee verso-

maan. Se vastaisi 30 prosentin versomista.

'Goldteppich’-lajike

Kaikista pensashanhikkilajikkeista paras selviytyem ja versominen saavutettiin
'Goldteppich’-lajikkeella. Tulokseksi saatiin, egdmujen selviytyminen oli neste-
maisessa typessa kayneisséa + LN-kokeissa 70-98mitias Vastaavissa -LN-
kokeissa silmujen selviytyminen oli 100 prosenttibBN-kokeiden silmut versoivat
50-90 prosenttisesti ja -LN-kokeiden silmut taasBID prosenttisesti. Melkein kaik-
ki versoneet silmut lahtivat myos hyvin kasvuumijata olisi saatu uusi viljelma. G1-
koesarjan neljannessa kasittelyssa on tapahtutaum j&koska kasvuunlahté on laske-
nut yli puolella. Kasvuunlahdon putoaminen johteliteimattomasta tyossa tapahtu-
neesta virheesta, jonka vuoksi koe jouduttiin @orstan tuloksista myohemmaéssa

vaiheessa, koska se vaaristi kuvaajia (kuvio 8).

100 100 100 100
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90 90
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~
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64
60 60
60 - - -

40 1 - - -

20 - - - -

Selviytyminen, versominen ja kasvuunlaht6 (%)

0+ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ —
+LNKOE -LNKOE +LN1KOE +LN2 KOE -LNKOE +LNKOE -LNKOE
G1 (pe) G1 (pe) G2(ma) G2(ma) G2 (ma) G3 (pe) G3 (pe)
Kokeiden tiedot

O Selviytyneet prosentteina m Versoontuneet prosentteina O Kaswuunlahto prosentteing

KUVIO 8. 'Goldteppich’ kéarkisilmut pituus 2—-3 mm RVS2-aika 45 minuuttia.
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"Tervola’-lajike

Toiseksi parhaat tulokset saatiin 'Tervola’ lajikla, vaikkakin 45 minuutin PVS2-
aika kokeita silla ei suoritettukaan kuin kolme pajetta. Kaikki kolme koetta olivat
hyvin onnistuneita ja niiden tulokset olivat todellyvin rinnakkaisia keskenaan. Sel-
viytyminen oli 70—-100 prosenttia. Versominen ol-30 prosenttia ja versovista sil-

muista kaikista saatiin uusi viljelma (kuvio 9).

100
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80
80

70

60

40

30 30

20

20

Selviytyminen, versominen ja kasvuunlahto (%)

+LN1 KOE T1 (pe) +LN2 KOE T1 (pe) -LNKOET1 (pe)
Kokeiden tiedot

O Sehiytyneet prosentteina W Versoontuneet prosentteina O Kaswunlahtd prosentteina

KUVIO 9. 'Tervola’ kéarkisilmut pituus 2—3 mm ja P\2&aika 45 minuuttia.

'Elizabeth’-lajike

Kahdesta heikoimmasta lajikkeesta 'Elisabeth’-lkeg&lla tulokset olivat toiseksi hei-
koimmat. Nestemaisessa typessa kayneiden kokeal@gtgminen oli ilman portait-
taisesti nousevaa sokerikasittelya (kokeet E1 janiefh 10—40 prosenttia ja portait-
taisella nousevalla sokerikasittelylla (muut kokeetin 65-80 prosenttia. Kontrolli-

kokeet selviytyivat 70-90 prosenttisesti. Osallstemaisessa typessa kayneista ko-
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keista versominen oli todella heikkoa, vaikkakilgiin kokeilla paastiin jopa 40

prosenttiseen versomiseen. Suurella osalla kokegstamisen tulos oli O prosenttia.

Kontrollikokeet jotka olivat saaneet sokerikasitelversoivat ainoastaan 10 prosent-

tisesti. Kontrollikokeet jotka eivat saaneet sok&sittelyd, versoivat 40—90 prosentti-

sesti. Niista kokeista jotka lahtivat versomaaatigamelko hyvin myds viljelma ai-

kaiseksi, vaikkakin 10 prosentin havitta tapalbakerikasittelyn saaneet kokeet lah-

tivadt huonommin versomaan, vaikka selviytyivatkih% paremmin nestetyppikasit-

telysta (kuvio 10).
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KUVIO 10. 'Elizabeth’ karkisilmut pituus 2—3 mm RVS2-aika 45 minuuttia. Fruk-
toosikasvatusalustalla kayneet kokeet ovat -sdiakeita, kun taas +sokeri-kokeissa
on kaytetty sakkaroosikasvatusalustoja niin kuimraaleisssa kryosailytyskokeissa

kuuluukin olla.



'Dart’'s Cream’ -lajike

'Dart’'s Cream’ osoittautui heikoimmaksi lajikkeeksliinpé silla tehtiin menetelmén
testauksen viimeiseen vaiheeseen suuret lisdkgkékt pyrittiin selventdmaan soke-
reiden ja aktiivihiilen vaikutusta kokeisiin. Noradaissa kokeissa tulokset olivat seu-
raavat. Selviytyminen vaihteli +LN kokeiden os&8@&-90 prosentin valilla. Vastaavat
kontrollikokeet vaihtelivat 70-100 prosentin vailVersominen oli hyvin heikkoa ja
vain kolme koetta osoitti versomista. Naista kakdesestemaisessa typessa kaynees-

ta kokeesta toinen versoi noin 10-prosenttisestijgen 25-prosenttisesti. Kontrolli-

kokeista vain yksi versoi 20-prosenttisesti (kulig.
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KUVIO 11. 'Dart’'s Cream’ karkisilmut pituus 2—3 mja PVS2-aika 45 minuuttia.
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'Dart’'s Cream’ -lajikkeen lisakokeet

Lisakokeissa kokeiltiin useita erilaisia menetelandaatioita, mutta paatavoitteena

oli, ettd pyrittiin selvittamaan syitd huonolle semiselle ja kasvuunlahdolle. Kokeis-
sa tutkittiin aktiivihiilen ja sokereiden merkitygstkoska ne ovat tarkeina osina kokei-
den onnistumiselle. Lis&kokeita suoritettiin sek#jgntaina etta maanantaina. Perjan-
tain lisdkokeet olivat normaalin k&sittelyn kaltgisnuilta osin, paitsi sokerikonsent-
raation ja PVS2-kasittelyn osalta. Lisaksi osatidista ei tehty muuta kuin siirrettiin
ne erilaisille maljoille ja seurattiin niiden kaswlahtda. Naita kokeita sanottiin 0-
kokeiksi.

Lisékokeiden rinnalla suoritettiin myods 30 kappé&esilmuista normaali koeasetel-
ma, jossa silmut kayvat kaikilla kolmella sokerijalia ja PVS2-aika oli 45 minuuttia
ja 30 kappaleelle kasittely oli muuten normaaliti@dPVS2-aika oli 60 minuuttia. 60
kappaletta perjantaina eristettyja silmuja otettiktiivihiilimaljalle niin kuin normaa-
lit kokeetkin, mutta ne eivat saaneet korkeinteesioRaljakasittelya. 30 kappaletta
naista kokeista taas jaettiin 45 minuutin ja toB@kappaletta 60 minuutin PVS2-
kasittelyajalle. Lisaksi 40 kappaletta silmuistetjan 0-kokeisiin neljalle eri maljalle.
Fruktoosimaljalle 10 kpl, aktiivihiilimaljalle 10X, 0,50 M sakkaroosimaljalle 10 kpl
ja 0,75 M sakkaroosimaljalle 10 kpl.

Normaalilla koeasetelmalla paastiin 40-60 prossedtn versovien silmujen kasvuun-
lahtéon. Normaalilla koeasetelmalla, jossa PVS2aisli nostettu, paastiin 20-60
prosenttiseen kasvuunl&htdon. Kokeilla, joissasilaivat saaneet korkeinta sokeria
ja PVS2-aikana oli 45 minuuttia, kasvuunlahtd @80 % ja kokeilla, joissa PVS2-
aikana oli 60 minuuttia kasvuunlahto oli jopa 70-%8Kontrollikokeista korkeim-
malla sokerikonsentraatiolla silmut lahtivat kaseam 20—40 prosenttisesti ja kokeilla
jotka eivat saaneet korkeinta sokeria 70—90 prdisesti (kuvio 12).
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KUVIO 12. Perjantaina eristettyjen silmujen lisdkadken tulokset.

Kaikki 0-kokeet lahtivat versomaan melko hyvin jaiga eroavaisuutta ei pystytty
havaitsemaan. Versominen oli vélilla 70-100 %. Sas&simaljoilla silmut eivat jak-
saneet kasvaa yhta hyvin kuin fruktoosi- ja akiiimaljoilla, mutta sakkaroosi on
valttamatonta silmuille nestetyppeen laittamiseoksit. Korkeimmalla sakka-
roosikonsentraatiolla 0,75 M silmut kasvoivat jasavat heikoiten. Toteutetut O-

kokeet eivat nay kuviossa 12.

Maanantaina eristetyille silmuille kokeiltiin tApserilaista menetelma&, missa silmut
menevat asteittain nouseville sokerikonsentraatiifia niin kuin normaalissa me-
netelméasséa, mutta maljoihin on lisatty aktiivitdilMaanantain kokeilla kaytettiin
vain normaalia 45 minuutin PVS2-kasittelyaikaa, takiorkein sokerikonsentraatio

vaihteli niin kuin perjantain lisakokeissakin.
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Maanantaina eristettyja silmuja oli 90 kappaledtag¢ jakaantuivat kolmeen osaan.
Yhdesta osasta tehtiin kokeilut korkeimmalla 0,75&kkaroosikonsentraatiolla, toi-
sesta osasta vastaavat kokeilut 0,50 M sakkaroosgdraatiolla ja kolmannesta

osasta tehtiin 0-kokeet.

Maanantain lisdkokeiden tuloksista ei havaittu nigrkaa parannusta normaaliin me-
netelméaan, vaikkakin selviytyminen parantui molettamestetyppeen menevilla
sarjoilla. Maanantain kokeilla paras kasvuunlalégitisn’Dart’s Cream’-lajikkeelle
menetelmalld, jossa silmut kavivat 0,25 M ja 0,5@&kkaroosimaljoilla ja kasva-
tusalustaan oli lisattyna aktiivihiilta. Silmujeensominen oli nestemaisessé typessa

kayneista kokeista parhaimmillaan 50 prosenttiai(kd3).
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KUVIO 13. Maanantaina eristettyjen silmujen lisdkaen tulokset

Maanantain lisdkokeiden yhteydessa tehdyista Oiktakeaadut tulokset olivat per-
jantaikokeiden kanssa samanlaiset. Kasvuunlaht68eli00 % ja heikoin 78 % ver-

sominen saatiin korkeimmalla sokerilla. Tehdyt éet eivat nay kuviossa 13.
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6.3. PVS2-ajan maarittaminen oikeaksi

TyoOn tarkeimpénéa paamaarana oli luoda menetelrtaaytaisiin kayttaa kaikille
pensashanhikeille ja ettd menetelmaa ei tarvitsisittaa pakastettaessa eri lajikkeita
pitkaaikaissailytykseen. Menetelmassa yksi tarkestitekijoista on PVS2-aika.
Aika ei saa olla lilan lyhyt, mika aiheuttaisi settd silmut eivat saa siita riittavaa hyo-
tya ja suojaa nestemaiseen typpeen laitettaesdta Bika ei mydskaan saa olla liian
pitka, koska PVS2-liuos on myrkyllista kasveilles joe altistetaan sille lilan pitkaksi
aikaa. Oikean ajan maarittamiseksi on tehtava kakaiseurattava kuinka silmut sel-

viavat kokeista ja ennen kaikkea alkavat versoaidsn suorituksen jalkeen.

Ajan maarittaminen ei ole itsestaan selva ja hebgpa, koska siihen vaikuttaa moni
tekija, kuten ensinnakin se mina paivana silmubtttu. Perjantaina otetut silmut
saattavat kasvaa maljalla ja néin ollen ne vaaigivS2-ajan muuttumisen saadak-
seen optimaalisesti oikean kasittelyn. Silmun koknittain vaikuttaa suuresti PVS2-
aikaan. Pienet silmut eivat tarvitse yhtéa pitkdéaikuin kaksi kertaa suuremmat sil-
mut. PVS2-aikaan vaikuttaa myds, miké pensashaithjikie on kyseessa. Niinpa ei
voidakaan tyytya aikaan missa tulos olisi paras yadella lajikkeella vaan on pys-
tyttava tekemaan kompromissi, jossa jokaista l&pkpystyttaisiin tietylla varmuudel-

la sailyttdmaan niin, etta siita olisi mahdolliseada viljelma.

PVS2-ajan maarittAmiseksi aikakokeiluja olisi epkanyt tehda hieman enemmén ja
tuloksen varmistamiseksi olisi myds tarpeen suwmaittokeille toistoja, mutta neljalla
lajikkeella saadut tulokset antavat jo suuntaa siitté voidaan odottaa. Koska kryo-
sailytysmenetelmassa on monta kriittista vaihettiegsiteltava materiaali on elavaa,
tulosta taytyy katsoa silla silmalla, etta jokairka® ei valttamatta anna aivan tasmal-
lista tulosta vaan tulos eldd hieman ja sen suwtt@iaan paatella kokeista saatujen

tulosten perusteella.
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6.4. Yhteenveto PVS2-ajan optimoinnista

Menetelmé&n PVS2-aikaa taytyy miettia erikseen, nggismukaan kumpana paivana
tehdaéan silmujen ottaminen. Jos halutaan yhtendimeretelmé pensashanhikeille, on
tyydyttava kompromissiin parempien lajikkeiden tsaHeikoiten lahtevét lajikkeet

maaraavat PVS2-ajan.

Yhtenaiseen menetelmaan valitaan mieluummin silmajestamispaivaksi perjantai-
paiva. Tahan paadyttiin sen perusteella, etta piifa kokeet onnistuivat maanantain
kokeita paremmin ja etenkin, koska maanantain&etyista silmuista 'Tervola’-

lajikkeella saatu tulos jai erittéin heikoksi. Jaduttaisiin kayttdd maanantaita silmu-

jen ottamispaivana, taytyisi menetelmaa viela hiekehittaa.

Tulokset eivét ole yhtenaisia, koska kaikilla l&gi{la samoja aikoja ei ole tutkittu.
Yhtendisessa menetelmassa PVS2-kasittelyaikanatkigtin kuitenkin 60 minuut-
tia. Kun tehd&an kokeita, todelliseen vaikutusaikiagee hieman lisaa aikaa, koska
PVS2-liuoksen annetaan ensin vaikuttaa kasittetygilsitten tehdaan siirto, jonka
aikana liuos kuitenkin vaikuttaa yha edelleen.daliasta olisi jos annettaisiin liuoksen
vaikuttaa 60 minuuttia, jonka jalkeen tehtaisiinret. Vaikutusaikaan tulee siis viela
lisdaikaa sen verran kuin siirtojen suorittamisemmee aikaa. Koska PVS2-liuos on

pitemmalla vaikutusajalla haitallista kasveillkaa ei kannata turhaan pitkittaa.

Kaikilla lajikkeilla perjantain kasittelyissa PVS3#an pidentaminen paransi lopputu-
losta. Tama todettiin lopulta myds kun suoritettidart's Cream’ -lajikkeen lisdko-
keet, joissa pyrittiin selvittamaan aktiivihiilea gokerien merkitysta. Kaikista lajik-
keista poikkeavin oli kuitenkin 'Goldteppich’-lagk jonka tulokset nayttivat silta, etta
ne alkaisivat heiketa kasittelyn pidetessa. Tanafiaikaan ensimmaisessa 'Goldtep-
pich’-lajikkeella suoritetusta kokeesta saatu hutuhas. Tulos hylattiin koska se vaa-
risti kuvaajaa. Kolme muuta suoritettua koetta gldenaiset ja kertovat siis siita, etta
ne ovat onnistuneet ja hylatty koe oli jollakin ¢&vepaonnistunut. 'Goldteppich’-
lajikkeella saatiin huomattavasti parempia yli 8&é&svuunlahtemisia kuin muilla
lajikkeilla. 'Tervola’, 'Elizabeth’ ja 'Dart’s Crean’ lajikkeilla saatiin korkeimmillaan

60 % kasvuunlahtemisid. Liséksi tulokset olivatjgetain kasittelyjen osalta yhtenai-
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set ja niissa ei keskimaaraisesti havaittu sulathtelua (kuvio 14). Maanantaina eris-
tettyjen silmujen tulokset vaihtelivat laajastisa kertoo, etté aktiivihiilella on siis
merkitystéa kasvuunlahtéon. Maanantain tuloksettelléet yhtenaiset ja tarpeeksi

hyvat, jotta niiden perusteella olisi saatu memetehikaiseksi (kuvio 15).
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KUVIO 14. Perjantaina eristettyjen silmujen kasvidmo lajikkeittain eri PVS2-
ajoilla +LN-kokeista.
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KUVIO 15. Maanantaina eristettyjen silmujen kasvahto lajikkeittain eri PVS2-
ajoilla +LN-kokeista.



PVS2-aika 'Goldteppich’-lajikkeella

Lajikkeelle tehtiin PVS2-aikakokeita maanantainpggjantaina. Perjantain ajat olivat
35, 40 ja 45 minuuttia ja naista parhain tulogddliminuutin kasittelyajalla (kuvio 16).
Maanantain ajat olivat 45, 50 ja 60 minuuttia. Maatain kokeilla paras PVS2-aika
oli 45 tai 50 minuuttia. 45 minuutilla -LN-kokeidéopullinen kasvuunlahto oli 100
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%, mutta paras tulos (noin 90 %) +LN-kokeilla saatiin 50 minuutin PVS2-

kasittelyajalla (kuvio 17).
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KUVIO 16. 'Goldteppich’-lajikkeen perjantaisten
jen selviytyminen ja kasvuunlahto.
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KUVIO 17. 'Goldteppich’-lajikkeen maanantaisten PX/Easittelyjen tulokset. Silmu-

jen selviytyminen ja kasvuunlahto.
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PVS2-aika 'Tervola’-lajikkeella

Lajikkeen tulokset vaihtelivat maanantain ja petgamkokeiden valilla merkittavasti.
Perjantain PVS2-ajat olivat 35, 45, 50 ja 60 mitiauParas versominen aikaansaatiin
60 minuutilla (kuvio 18). Maanantain PVS2-ajat alivi0, 50 ja 60 minuuttia. Paras
tulos maanantain kokeilla saatiin lyhyimmalla 40hmitin kasittelylla, mutta myos 60
minuutin kasittely johti melkein samaan tulokselgaanantain kokeiden tuloksista ei

voida paatella paljoa, koska kaikki kokeet ovatkagl nollatuloksia (kuvio 19).
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KUVIO 18. 'Tervola’-lajikkeen perjantaisten PVS2ditielyjen tulokset. Silmujen
selviytyminen ja kasvuunlahto.
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KUVIO 19. 'Tervola’-lajikkeen maanantaisten PVS2sktelyjen tulokset. Silmujen
selviytyminen ja kasvuunlahto.



PVS2-aika 'Elizabeth’-lajikkeella

Lajikkeella maanantain ja perjantain kokeiden {&ldli vain hieman vaihtelua ja ta-
ma oli poikkeavaa verrattuna muihin lajikkeisiinalthantain kokeet eivat onnistuneet
yhta hyvin kuin perjantain kokeet. Perjantain kalegi ajat olivat 45, 50 ja 60 minuut-
tia ja paras tulos saatiin korkeimmalla ajalla (ku0). Maanantain kokeilla PVS2-
aikoina kaytettiin 45, 50 ja 60 minuuttia. Pardsswsaatiin pisimmalla 60 minuutin

PVS2-kasittelyajalla (kuvio 21).
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KUVIO 20. 'Elizabeth’-lajikkeen perjantaisten PV&3asittelyjen tulokset. Silmujen

selviytyminen ja kasvuunlahto.
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KUVIO 21. 'Elizabeth’-lajikkeen maanantaisten PVE&sittelyjen tulokset. Silmujen

selviytyminen ja kasvuunlahto.
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PVS2-aika 'Dart’s Cream’ -lajikkeella

Lajikkeen perjantain kokeissa kaytettiin aikoing 86, 45 ja 60 minuuttia. 'Dart’s
Cream’-lajikkeella tuloksissa oli eniten heittelgttya ja tuloksista oli aluksi vaikea
saada selvaa. Viimeisten lisdkokeiden ansiostérs&attenkin selville, etta pisim-
malla 60 minuutin ajalla selviytyminen oli parempkain muilla ajoilla (kuvio 22).
Maanantain PVS2-aikoja olivat 45, 50 ja 60 minautilaanantain kokeiden paras

versominen oli 50 minuutin kohdalla (kuvio 23).
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KUVIO 22. 'Dart’s Cream’ -lajikkeen perjantaisteivB2-kasittelyjen tulokset. Sil-
mujen selviytyminen ja kasvuunlahto.
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KUVIO 23. 'Dart’'s Cream’ -lajikkeen maanantaiste$2-kasittelyjen tulokset. Sil-
mujen selviytyminen ja kasvuunlahto.
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6.5. Sokerien vaikutus

Sokerit vaikuttavat merkittavasti kryokokeisiin.Keoeita tarvitaan, jotta silmut sel-
vidisivat pakastuksesta. Tama selvisi jo ensimrsidisElizabeth’-lajikkeella tehdyista
kokeista. Ensimmaiset kaksi koetta (E1 ja E2) tielahingossa vaarin, jonka vuoksi
niiden selviytyminen on heikkoa. Namé& kokeet olitzatallisella fruktoosikasva-
tusalustalla, joten ne olivat -sokeri-kokeita. Rndsialusta poikkeaa sakkaroosipitoi-
suudeltaan korkeammista sakkaroosisokerialustaistkin siind maarin, etta siina
silmuista ei poistu vetta. Jos silmuihin jaa pal@tta se on haitallista pakastusvai-
heessa, kun muodostuva jaa hajottaa silmuja. Témaresaa heikomman selviytymi-
sen ja versomisen. Kryokasittelyja edeltavat séiésittelyt tehdaan kayttamalla soke-
rina sakkaroosia. Niinpa seuraavat kokeet ovatesgtarormaalin korkean sakkaroosi-
sokerikasittelyn, joten ne olivat kaikki +sokerikasta. Naissa kokeissa selviytyminen
pakastuskasittelyista oli jo selkeasti parempaatalréoitiin todeta, ettd sokerit paran-
tavat selviytymista nestetyppikasittelyissa.

Viimeisissa kokeissa selvitettiin onko korkea sakenaara kuitenkaan hyvaksi vai
heikentadko se tulosta. Kaikki kasvit eivat valt#dt@ tarvitse niin paljon sokeria kuin
mita korkeimmassa sokerialustassa on. Tata pgraggiventamaan suorittamalla
'Dart’'s Cream’ -lajikkeella lisékokeita. Kokeissalgitettiin korkeimman 0,75 M sak-
karoosin ja sitéa alemman 0,50 M sakkaroosin vaikgitusilmuihin. Tulos oli selkeéa
ja se havaittiin jo 0-kokeissa eli kokeissa, jotk@aavat vain silmujen kasvamista
erilaisilla alustoilla. Alustoina kaytettiin normaafruktoosikasvatusalustaa, aktiivi-
hiilialustaa ja 0,50 M ja 0,75 M sakkaroosialustéjeuktoosi- ja aktiivihiilialustalla
silmut versoivat 100-prosenttisesti ja kasvuunldtgixkeni huomattavasti kaytettaes-
sa 0,5 M ja 0,75 M sakkaroosialustoja. Heikoin sudaatiin korkeimmalla 0,75 M
sakkaroosialustalla (kuvio 24).
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KUVIO 24. Sokerikasittelyjen vaikutus. 1-3 Kolmestaanantaina tehdysta O-
kokeesta, jossa silmut saivat samanaikaisestvdiitita, ei huomaa sokerin haitta-
vaikutusta. 1. oli fruktoosialustalla kasvanut silr2. oli 0,5 M sakkaroosialustalla
kasvanut silmu. 3. oli 0,75 M sakkaroosialustabaanut silmu. 4-7 Perjantaina teh-
dyistéa 0-kokeista, jossa silmut saivat aktiivildiri aikaan kuin sokereita vaikutuksen
pystyy huomaamaan. Haittavaikutus havaitaan erlgarkelveissa 5 ja 6, joissa so-
kerimaljoille siirretyt silmut eivat ole kasvanegtté tuuheiksi ja hyvannakaisiksi tup-
paiksi. 4. oli fruktoosimaljalla kasvanut silmu.di 0,5 M sakkaroosialustalla kasva-
nut silmu. 6. oli 0,75 M sakkaroosialustalla kaavagilmu. 7. oli aktiivihiilimaljalla
kasvanut silmu.

Nestetypessa kayneista kokeista 0,75 M sokeridlasteet silmut olivat selkeasti
huonomman nékoéisia kuin vastaavat 0,50 M soket@alasolleet silmut. Kaikista
suoritetuista sokerikasittelykokeista voidaan piétetta korkein sokeri on enemman
haitaksi kuin hyodyksi pensashanhikeille ja ettagksi korkein 0,50 M sokerialusta

on parempi vaihtoehto pensashanhikkien kryosaisggk.

6.6. Aktiivihilen merkitys

Aktiivihiilen on todettu parantavan silmujen kesfiita erilaisia myrkkyvaikutuksia
vastaan. Siita pitéisi siis olla vain hyotya kokeisMaanantain ja perjantain kokeita ei
voi verrata toisiinsa koska perjantaina otetut stliotetaan aktiivihiilimaljalle ja ne
ovat tassa maljalla kolme paivaa kauemmin kuin mig&gnantaina otetut silmut. Tuo-

na aikana varsinkin karkisilmut kasvavat pituutta.

Aktiivihiilen merkitysta selvitettiin viimeisissadkeissa 'Dart’'s Cream’ -lajikkeella.
Osa kokeista tehtiin maanantaina ja osa perjantAieanmista kokeista oli saatu sel-
ville, ettd maanantaina eristettyjen silmujen sehinen ja versominen olivat heikom-

pia kuin perjantaina eristettyjen. Koska maanarkakeiden onnistuminen oli niin
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heikkoa, pyrittiin selvittdmaan olisiko maanantkokeille hyddyksi jos silmut saisi-
vat aktiivihiilta lisattyna sokerialustoihin. Tulsilsta selvisi, etta aktiivihiilesta oli
selkeasti hyotya pensashanhikeille, mutta aktiihilisddminen sokerialustoihin ei
auttanut silmuja selviytyméaan kuitenkaan merkit&ba&maarin. Parempi tulos saatiin,
kun annettiin silmujen olla aluksi kolme paivaaiaktiilimaljalla, jonka jalkeen suo-
ritettiin sokerikasittelyt.

7 JOHTOPAATOKSET

7.1. Tutkimustulosten tarkastelua

Karkisilmut selvisivat kryokasittelyistd noin 50 paremmin kuin hankasilmut. Silmu-
jen kokoluokista 2—3 mm pitkat karkisilmut lahtivéikkein parhaiten uuteen kas-
vuun. 'Goldteppich’-lajikkeella melkein jokainen &@nnistui eika selviytyminen

ollut missaan vaiheessa kriittista. Taman todisgaetta kaikilla PVS2-kasittelyajoilla

saatiin yli 20 %:n selviytyminen. Muut lajikkeetwét selviytyneet yhta hyvin.

'Goldteppich’-lajikkeella voi olla joitain eroja nilin pensashanhikkeihin tai sitten se
on voinut saada esikasvatusalustasta merkittav@gdnynuihin pensashanhikkeihin
verrattaessa. 'Goldteppich’-lajikkeella kaytettiakkaroosipohjaista esikasvatusalus-
taa, kun taas muilla pensashanhikeilla kaytettimktbosipohjaista alustaa. Maanan-
taina eristetyt silmut eivat lahteneet kasvuun ytywan kuin perjantaina eristetyt sil-
mut. Lisdksi maanantaina eristetyille silmuillesaatu tarpeeksi yhtenevia tuloksia,
jotta olisi voitu kehittdd silmujen maanantaisirsg&imiseen perustuva menetelma

pensashanhikeille.

Perjantaina eristetyt silmut lahtivat kasvuun Kéalajikkeilla samansuuntaisesti ja
PVS2-ajan pidentyessa saatiin parempia tuloksigamfaina eristetyille silmuille

kaytettiin PVS2-kasittelyaikana 60:t& minuuttid|gom kolmella lajikkeella saavutet-
tiin keskimaaraisesti 40 % selviytyminen. 'Goldtegp-lajikkeella ei testattu 60 mi-

nuutin PVS2-kasittelyaikaa perjantaina eristetysilenuille, mutta jo 45 minuutin
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PVS2-kasittelyajalla lajikkeen selviytyminen oli 80 %. Lisdkokeista saatiin selvil-
le, ettd alentamalla korkeinta kaytettavaa sokieiguutta ja kayttamalla vain 0,50 M
sakkaroosia saavutettiin 'Dart’s Cream’ -lajikk@el0 minuutin PVS2-kasittelyajalla

jopa 70-78 %:n kasvuunlahto.

7.2. Tutkimustulosten luotettavuus ja patevyys

Rinnakkaiset naytteet varmentavat saatua tulosagdaan hieman selville tulosten
vaihteluvalia. Jotta pystyttaisiin sanomaan jotagnetelman tarkkuudesta, taytyisi
rinnakkaisia naytteita olla useampia. Taman opitet§ign tavoitteena ei ollut maarit-
tdd menetelman tarkkuutta, silla se olisi vaatpalfon enemman kokeita ja aikaa.
Menetelman tarkkuuden maaritys ei lisaksi ole @aithtonta, jos pystytaan tietylla
varmuudella ja todennakoisyydella esittamaan ménétgolla pensashanhikkeja
voitaisiin sailyttaa.

Toistettavuutta pystytdan arvioimaan kokeilla, gotn suoritettu taysin samalla me-
netelméalla ja taysin samalla tavalla. Ainut muuwtap, etta koe on suoritettu eri pai-
vana. Toistettavuudesta ei ole tehty paljon koké&ibgka tydssa pyrittiin ensisijaisesti
etsimaan oikeaa toiminta-aluetta. Ei ole hyddyligtistaa koetta, josta on saanut huo-
not tulokset, silla se ei auta oikean menetelmgtéfiisessa. Toistettavuutta kannat-
taa tutkia vasta, kun on varma ettd menetelma tgansaadaan haluttuja tuloksia ko-
keiden kasvuunlahdoista.

Tyo6ssa oli useita mahdollisia virhelahteita, joigtai oli se, etta oli runsaasti muuttu-
jia. Muuttujia olivat esimerkiksi PVS2-aika, silnau koko ja -tyyppi, silmujen eris-
tamispaiva, sokerikasittelyt ja aktiivihiilikasitye. Suuri maara muuttujia saa aikaan
sen, etta tuloksia on vaikea vertailla. Muuttujiansaus voi johtaa pieniin virheisiin

ja ndma pienet virheet vaikuttavat hieman esimesrkdlvaajiin.

Menetelman muuttaminen oli valttamatonta, koskaetemalla ei aluksi saatu halut-
tuja tuloksia. Menetelmaa piti muuttaa koko ajakéiden edetessa. Tama johti sii-

hen, ettd kaikilla lajikkeilla ei ollut aina yhtasi muuttujia. Kokeita ei myéskaan
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suoritettu yhta monta joka lajikkeella ja joilldagikkeilla vastaavia kokeita ei suori-
tettu lainkaan. Kun alettiin saada haluttuja tulakeuuttujia pyrittiin vahentamaan ja
nain tuloksen tasmallisyytta parantamaan. Esimsrisikmujen koko ja tyyppi olivat
aluksi muuttujia, mutta ne saatiin kuitenkin meti@peasti vakiinnutettua 2—3 mm

pitkiksi karkisilmuiksi.

Silmujen eristamispaivat vaihtelivat. Yhdella kogslda eristamispéaiva oli torstai,
muilla koesarjoilla joko perjantai tai maanantalnsijen ottaminen on yksi tarkeim-
mista vaiheista, ja se on syyta suorittaa oikdindatapahtua hyvin suuri virhe. Jos
havaittiin huonoja silmuja, ne poistettiin ennegdiasittelyja. Nain huonot silmut
eivat paasseet vaikuttamaan lopulliseen tuloksg#é. jos olisi otettu kokeisiin jo
valmiiksi huonoja silmuja, ne tuskin olisivat kest#t kryokasittelyja, tehtiin kasittely
kuinka hyvin tahansa. Huonoja silmuja esiintyi tbalg&h&n ja suurimmassa osassa
koesarjoista niita ei ollut lainkaan.

Silmut ovat elavaa kasvusolukkoa ja on mahdotojateléa, etté jos otetaan kymme-
nié tai jopa satoja silmuja, niin kaikki silmut gikat samanlaisia. Yhdesta pensashan-
hikin tuppaasta saatiin keskimaarin kuusi kappalgtmuja. Jotta saadaan 60 kappa-
letta silmuja, tarvitaan siis 10 kappaletta tuppaientad vaihtelua silmujen vélille
tulee varmasti, koska kaikki tuppaat ja ndin oheyds eristetyt silmut eivat voi olla

taysin samankaltaisia.

Yksi suurimmista muuttujista oli, annettiinko silithe aktiivihiilta vai ei. Kaikille
perjantain kokeille ja joillekin maanantain kokeiknnettiin aktiivihiiltd. Suurin osa
maanantain kokeista ei saanut aktiivihiilta. Sokewaikutus oli myds todella suuri.
Suurimmalla osalla kokeista sokerikasittelyt tehamalla menetelmalla. Poikkeuk-

sena olivat kuitenkin ensimmaiset ja viimeiset latke

Silmut voivat vaurioitua helposti eristamis- jagimisvaiheissa. Silmujen siirrot py-
rittiin tekemaan samoihin aikoihin, jotta kasitt@lgt pysyisivat samanpituisina. Mal-
jalta erlenmeyerkolviin siirtdmisessa on voinutdlaiua pienta virhetta. Liian aikai-
sessa vaiheessa siirretty verso ei selvia hengiaad, se ruskettuu ja kuolee. Téallaista
virhettd on voinut tapahtua muutamissa kokeissenlt ensimmaisissa ja muutamis-

sa muissa kokeissa havaittiin suurta versojen rnémeita, ja versovista silmuista ei
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saatu hyvia versoja eiké viljelmaa. On voinut tapahmyos havainnointivirhe, jossa
silmu havainnoitiin liilan aikaisin versovaksi. Tiytkuitenkin muistaa, etta kryokasit-
tely on kasville melkoinen stressitekija ja kaikkirsovatkaan silmut eivat vain jaksa
kasvaa viljelmiksi asti. Tasta johtuen versoviekgavuunlahdoén valilla on pienta
havikkid. Paaasiassa yli 70 prosenttia versovita hyvin uuteen kasvuun ja niista
saatiin viljelma aikaiseksi (liite 2.).

Vitrifikaatiokasittely on monivaiheinen, ja siina @aljon vaiheita joiden ajoitus on
tarkkaa. Kasittelyajat saattoivat hieman veny&eesarjojen vélilla. Ajoitusten pie-
noinen eriaikaisuus johtui todennakaoisesti siitég kasiteltavan aineiston koko ja
tyyppi vaihtelivat. Kasittelyaikojen venymiseen kaiiti paljon se, kuinka monta kryo-
putkea kasiteltiin kerralla. Myos kasiteltaviemsilfjen koko vaikutti kasittelyaikoihin,
silla pienia silmuja oli vaikeampi siirrella ja ai& kului luultavasti kauemmin. PVS2-
kasittelyaika vaikuttaa lisdksi suuresti silmujetvg/itymiseen. Kerralla kasiteltavat
silmumaaréat pyrittiin pitamaan pienind, jotta PVi&&ittelyaika ei venyisi turhan pit-
kaksi.

Saatua aineistoa oli yhdella viikolla runsaastiijapa kokeiltiin 20 silmun pakastusta
yhteen kryoputkeen. Kaksinkertaisen maaran pakastkigtenkaan antanut toivotta-
vaa tulosta. Koe tehtiin maanantaina eristetyillaille "Tervola’-lajikkeella. Talla
kyseisella lajikkeella maanantaina tehdyt kokeedtedbnnistuneet normaalilla maaral-
lakaan. Niinpa ei voida olla varmoja, johtuiko 2&ppaleen pakastuksen huono tulos
vain silmujen maarasta vai maanantaina suoritekaitaesta. Mita luultavimmin kui-

tenkin siita, etta silmut oli eristetty maanantaina

Ensimmaisista kokeista saatuihin tuloksiin on samit tulla kiireesté ja alun harjaan-
tumattomuudesta sellaista virhetta, jota vime#isskeissa tuskin on. Tama virhe on
niin sanottua tekijavirhetta. Muutamissa kokeissangds eri henkild havainnoimassa

tai kdsittelemassa silmuja. Tastakin voi aiheuteata virhetta.

Kokeisiin on saattanut tulla hieman systemaattisteetta lajikkeiden kasittelypaiva-
maarien vuoksi, mink& vuoksi samana paivana k#biieh kokeiden tulokset olisivat
saattaneet mennd samansuuntaisesti. 'Dart’'s Cr@af@bldteppich’ kasiteltiin kes-

kenaan samoina paivamaarina ja 'Tervola’ ja’Elizhbaas keskenddn samoina pai-
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vamaarinad. Nayttaisi kuitenkin, etta tallaista lel mpahtunut ja kaksi vahvempaa laji-
ketta ovat 'Tervola’ ja 'Goldteppich’ ja kaksi heilnpaa taas 'Dart’'s Cream’ ja 'Eli-
zabeth'.

7.3. Menetelmasuositus

Naiden kokeiden perusteella on laadittu pensaskaifiei seuraavanlainen menetel-
masuositus. Menetelmassa eristetaan 4-viikkoigistdro -solukkolisaysviljelmista
perjantaina aktiivihiilimaljalle 2—3 mm pitkia k&dilmuja ja esikasvatetaan niita
kolme paivaa, sitten ne siirretaan yhdeksi paivakdb M Murashige-Skoog-alustalle
ja kahdeksi paivaksi 0,50 M Murashige-Skoog-allsstddorkeinta sokeripitoisuutta ei
kayteta, vaan taman jalkeen suoritetaan vitrifikedisittelyt kayttden LS-
kasittelyaikana 30:ta minuuttia ja PVS2-kasittetgaia 60:t& minuuttia. 'Goldtep-
pich’-lajikkeelle 60 minuuttia saattaa olla turhaitka aika ja jo 45 minuutin kasitte-
lylla saadaan hyva tulos aikaiseksi. 'Goldteppiletikkeella saatiin maanantain tu-
loksista 60 minuutin PVS2-kasittelyajalla aikaan%asvuunlahtd, niinpa voidaan
siis olettaa, etta perjantainakin 60 minuutillaki@jsailyy hengisséa. Aikaa ei kannata
ruveta kuitenkaan hirveasti pitkittdmaan yli 60 mutin, koska pitempié aikoja ei ole

tutkittu ja versominen voi ruveta heikkenemaan hyvopeasti 60 minuutin jalkeen.

7.4. Jatkotutkimukset

Muokattua menetelmaa, jolla saatiin 'Dart’s Crealajikkeella parhaimmat tulokset,
ei ole testattu muille pensashanhikeille. Jottaetelma voitaisiin ottaa kayttoon, tay-
tyy se tutkia viela tarkemmin useammalla lajikkaellatkotutkimuksissa taytyy suo-
rittaa riittavasti rinnakkais-, toisto- ja lajikekeita. Rinnakkaiskokeilla voitaisiin tut-
kia menetelman tarkkuutta, toistokokeilla taas nn&n toistettavuutta ja lajikeko-

keilla lajikkeen vaikutusta menetelmalla saatatuiloksiin.
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Menetelmasta on kuitenkin saatu jo vakiinnutettaop muuntelevia tekijoita ja nai-
ta ei kannata jatkossa tutkia. Lisaksi on saatulkeblktiivihiilen merkitys ja kor-
keimman sokerin haittavaikutus silmuille. Ainoajpataina eristettyjen silmujen me-
netelmassa mahdollisesti muuttuva tekija on PVS2tiedyaika, joka ei valttamatta
ole optimissaan kaikilla lajikkeilla samalla ajallkorkea 60 minuutin aika nayttaisi

kuitenkin toimivan kasittelyna ainakin kolmellaildgeella.

Menetelmalle voitaisiin myds etsia PVS2-aikaa, jakaa olla haitallista silmuille.
Tama ei kuitenkaan ole valttAméatonta, se auttaisi retamaan, liikkutaanko lahella

riskialuetta, jossa silmut alkavat myrkyttya.

Liséksi esikasvatusalusta oli 'Goldteppich’-lajildtia sakkaroosipohjainen, kun muil-
la lajikkeilla alusta oli fruktoosipohjainen. 'Gdkppich’-lajike selvisi kryokasittelysta
ja lahti versomaan selvasti paremmin verrattunehmyensashanhikkeihin. Voitai-
siin siis tutkia, vaikuttaako sakkaroosipohjainéusta vastaavasti myos toisilla lajik-
keilla vai ovatko 'Goldteppich’-lajikkeen hyva seftyminen ja versominen esimer-

kiksi vain hyvia lajikeominaisuuksia.

Jos haluttaisiin eristéaa silmuja myds maanantamemetelmaa pitaisi viela kehittaa,
silla maanantaina eristetyt silmut eivat selvinnggf hyvin kuin perjantaina eristetyt.
Maanantaina eristetyille silmuille kannattaa argkivihiilté, koska se selkeasti pa-
rantaa versomista, mutta korkein sokerikasittelyaisiin sita vastoin jattaa pois ko-

keista.
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Liite 2. Koesarjat

KOESARJAT
Kokeen selitys Eristetyt Silmujen | Kaikista versovista saatiin
& (koe numero) silmutyypit maara villelma prosentteina
KS 2-3 mm 29 kpl
KS 1-2 mm 12 kpl
1. 'Elizabeth'-koe (E1) HS 1-2 mm 27 kpl 100 %
KS 2-3 mm 34 kpl
KS 1-2 mm 21 kpl
HS 1-2 mm 26 kpl
2. 'Elizabeth'-koe (E2) HS 0,5-1 mm 16 kpl 81 %
KS 2-3 mm 24 kpl
1.Goldteppich'-koe (G1) HS 1-2 mm 36 kpl 75 %
KS 2-3 mm 33 kpl
HS 1-2 mm 18 kpl
1. 'Dart's Cream'-koe (D1) HS 0,5-1 mm 8 kpl 100 %
KS 2-3 mm 31 kpl
HS 1-2 mm 30 kpl
2.'Goldteppich'-koe (G2) HS 0,5-1 mm 17 kpl 97 %
KS 2-3 mm 31 kpl
HS 1-2 mm 21 kpl
2. 'Dart's Cream'-koe (D2) HS 0,5-1 mm 9 kpl 100 %
KS 2-3 mm 60 kpl
3. 'Elizabeth'-koe (E3) HS 1-2 mm 60 kpl 73 %
KS 2-3 mm 30 kpl
4. 'Elizabeth'-koe (E4) HS 1-2 mm 29 kpl 100 %
KS 2-3 mm 60 kpl
1. 'Tervola'-koe (T1) HS 1-2 mm 60 kpl 100 %
2. 'Tervola'-koe (T2) KS 2-3 mm 70 kpl 100 %
3.'Goldteppich'-koe (G3) KS 2-3 mm 60 kpl 98 %
3. 'Dart's Cream'-koe (D3) KS 2-3 mm 60 kp 100 %
4.'Goldteppich'-koe (G4) KS 2-3 mm 60 kpl 100 %
4. 'Dart's Cream'-koe (D4) KS 2-3 mm 60 kp 94 %
3. 'Tervola'-koe (T3) KS 2-3 mm 60 kpl 96 %
5. 'Elizabeth'-koe (E5) KS 2-3 mm 60 kpl 69 %
4. 'Tervola'-koe (T4) KS 2-3 mm 44 kpl 100 %
6. 'Elizabeth'-koe (E6) KS 2-3 mm 44 kpl 78 %
5. 'Dart's Cream'-koe (D5) KS 2-3 mm 90 kp 98 %
6. 'Dart's Cream'-koe (D6) KS 2-3 mm 160 kpl 93 %
Yhteensa 1490 kpl 93 %

Liite 2. Koesarjat toteutusjarjestyksessa sekaik@is), etta hankasilmujen (HS) kappalemaarat ko-
keittain. Kokeista saatu lopputulos esitetaan wasta viljelmista saatujen viljelmien prosenttioseru
na.
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Liite 3. Kaytetyt liuokset ja alustat

LS-liuos:
(ensimmainen vitrifikaatioliuos)

Sisaltaa:
2 M glyserolia (184 g/l)
0,4 M sakkaroosia (137 g/l)
Murashige Skoog jauhetta (4,3 g/l) (Sigma AldriSkeinheim, Tuote-
numero M5524)

Liuoksen pH on 5,8.

PVS2-liuos:
(toinen vitrifikaatioliuos)

Sisaltaa:
30 % glyserolia (300 g/l)
15 % etyleeniglykolia (150 g/l)
15 % dimetyylisulfoksidia (DMSO) (150 g/l)
Murashige Skoog jauhetta (4,3 g/l) (Sigma AldriSkeinheim, Tuote-
numero M5524)
0,4 M sakkaroosia (137 g/l)

Liuoksen pH on 5,8.

1 M sakkaroosi liuos:
(purkuliuos, sulatettavien naytteiden pesuun)

Sisaltaa:
1 M sakkaroosia (342 g/l)
Murashige Skoog jauhetta (4,3 g/l) (Sigma AldriSkeinheim, Tuote-
numero M5524)

Liuoksen pH on 5,8.

Murashige-Skoog-alustojen valmistukset pohjautuwuainna 1962 keksittyyn kasva-
tusalustaan, jonka keksivat Murashige, T & SkoodgAlkuperainen artikkeli on ni-
meltaan "A revised medium for rapid growth and bgsays with tobacco tissue cultu-
res” ja sen on julkaissut Physiologia Plantarum4l/3—497.
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0,09 M sakkaroosi Murashige-Skoog-alusta jossa aktihiilta:
(aktiivihiilialusta)

Sisaltaa:
Murashige Skoog jauhetta (4,3 g/l) (Sigma AldriSkeinheim, Tuote-
numero M5524)
vitamiineja (10 mi/I)
(Vitamiinit saadaan perusliuoksesta, jossa on fikbappoa (0,0500
g/l), Tiamiinia (0,1000 g/l), pyridoksiinia (0,0590) ja glysiinia
(0,2000 g/l).)
BAP (0,5 mg/l) (kasvuhormoonia)
IBA (0,05 mg/l) (kasvuhormoonia)
aktiivihiilta (2,5 g/l)
sakkaroosia (30 g/l)
gelriittia (2,6 g/l)

Alustan pH on 5,6-5,8.

0,25 M, 0,5 M ja 0,75 M sakkaroosi Murashige-Skoogtustat:
(sokerikasittelyalustat)

Sisaltavat:
Murashige Skoog jauhetta (4,3 g/l) (Sigma Aldrigkeinheim, Tuote-
numero M5524)
vitamiineja (10 mi/I)
(Vitamiinit saadaan perusliuoksesta, jossa on fikbappoa (0,0500
g/l), Tiamiinia (0,1000 g/l), pyridoksiinia (0,0590) ja glysiinia
(0,2000 g/l).)
myoinositolia (0,10 g/l)
gelriittia (2,6 g/l)
Sakkaroosia alustoissa on eri maarat. 0,25 M-algataakkaroosia on
85,50 g/I, 0,50 M-alustassa sakkaroosia on 171/]da 9,75 M-
alustassa sakkaroosia on 256,50 g/l.

Alustojen pH on 5,6-5,8.

0,25 M, 0,5 M ja 0,75 M sakkaroosi Murashige-Skooglustat joissa aktiivihiilta:
(maanantaina eristettyjen silmujen viimeisten kdkaialustat)

Koostuvat kuten normaalit sokerik&sittelyalustat,
mutta kaikkiin on lisatty aktiivihiilta (2,5 g/l).
Alustojen pH on 5,6-5,8.

Fruktoosialusta:
(kaikkien pensashanhikkien vitrifikaatiokasittelytkeinen elvytysalusta ja 'Eliza-
beth’, 'Dart’s Cream’ ja 'Tervola’-lajikkeiden esalsvatusalusta)

Sisaltaa suoloja, jotka lisdtdan neljasta perukiasta. Liséksi alusta siséltaa vita-
miineja, kasvuhormooneja, sokeria, mesoinosita@iagaria.
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Ensimmainen perusliuos sisaltaa:
NH4NO3 (16,5 g/l)
KNO; (5 g/l)
KH,PO; (5 g/l)
Ca(NG)2* 4 H,O (20 g/l)

Perusliuosta otetaan 50 ml, kun valmistetaan 4 éitlustaa.

Toinen perusliuos sisaltaa:
FeSQ* 7 H,O ja NaEDTA (0,7800 g/l)

Perusliuosta otetaan 50 ml, kun valmistetaan 4 éitustaa.

Kolmas perusliuos sisaltaa: hivenaineita esim.
H3BOs (0,6200 g/l)
NaMoO,* 2 H,0O (0,0250 g/l)
CoCL * 6 H,O (0,0025 g/l)
KJ (0,0830 g/l)

Perusliuosta otetaan 10 ml, kun valmistetaan 4 éitustaa.

Neljas perusliuos sisaltaa:
MgSQ, * 7 H,O (20,0000 g/l)
CuSQ * 5 H,O (0,0025 g/l)
ZnSQ, * 7 H,O (0,8600 g/l)
MnSQO, * 4 H,O (2,2300 g/l)

Perusliuosta otetaan 10 ml, kun valmistetaan 4 éitustaa.

Vitamiinit saadaan perusliuoksesta, jossa on ritkbappoa (0,0500 g/l), Tiamiinia
(0,1000 g/l), pyridoksiinia (0,0500¢/1) ja glysi&{0,2000 g/l). Vitamiiniperusliuosta
otetaan 10 ml, kun valmistetaan 1 litra alustaa.

Kasvuhormoonit BAP (100 mg/l) ja IBA (100 mg/l) titetaan 1 N NaOH liuoksiin.
BAP liuosta otetaan 5 ml ja IBA liuosta 2,5 ml kuasimistetaan 1 litra alustaa.

Litraan alustaa lisataan lisaksi:
fruktoosia (20 g/l)
mesoinositolia (0,1 g/l) (Sigma Aldrich, Steinheifuotenumero 201-
781-2)
agarjauhetta (4,5 g/l) (OneMed Oy, Vantaa, Tuotesnat162076)
agarjauhetta (4,5 g/l) (Carl Roth GmbH & Co, Kartse, Tuotenumero
4508.2)
Bacto-peptone (0,27 g/l) (Becton Dickinson and Canmyp Sparks USA,
Tuotenumero 21152)

Alustan pH on 5,0.
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Sakkaroosialusta:
('Goldteppich’-lajikkeen esikasvatusalusta)

Sisaltaa suoloja, jotka lisataan neljasta peruktiasta. Liséksi alusta siséltaa vita-
miineja, kasvuhormoonia, sokeria, mesoinositoliagaria.

Ensimmainen perusliuos sisaltaa:
NH4NO;3 (33,0 g/l)
KNO3 (5 g/l)
KH.PO, (5 g/l)
Ca(NG).* 4 H,O (20 g/l)

Perusliuosta otetaan 50 ml, kun valmistetaan 4 éitustaa.

Toinen perusliuos sisaltaa:
FeSQ* 7 H,O ja NaEDTA (0,7800 g/l)

Perusliuosta otetaan 50 ml, kun valmistetaan 4 éitustaa.

Kolmas perusliuos sisaltaa: hivenaineita esim.
H3BOs (0,6200 g/l)
NaMoQO,* 2 H,O (0,0250 g/l)
CoCL * 6 H,O (0,0025 g/l)
KJ (0,0830 g/l)

Perusliuosta otetaan 10 ml, kun valmistetaan 4 éitustaa.

Neljas perusliuos sisaltaa:
MgSOy * 7 H,O (20,0000 g/l)
CuSQ * 5 H,O (0,0025 g/l)
ZnSQy * 7 H,0 (0,8600 g/l)
MnSQO, * 4 H,O (2,2300 g/l)

Perusliuosta otetaan 10 ml, kun valmistetaan 4 éitustaa.

Vitamiinit saadaan perusliuoksesta, jossa on rikbappoa (0,0500 g/l), Tiamiinia
(0,1000 g/l), pyridoksiinia (0,0500g/1) ja glysi&n{0,2000 g/l). Vitamiiniperusliuosta
otetaan 10 ml, kun valmistetaan 1 litra alustaa.

Kasvuhormoonia zeatiinia (10 mg/l) liuotetaan 1 BKONH liuokseen. Liuosta otetaan
15 ml, kun valmistetaan 1 litra alustaa.

Litraan alustaa lisataan lisaksi:
sakkaroosia (20 g/l)
mesoinositolia (0,1 g/l), (Sigma Aldrich, Steinheifuotenumero 201-
781-2)
agarjauhetta (3,75 g/l), (OneMed Oy, Vantaa, Tuntezrol1462076)
agarjauhetta (3,75 g/l), (Carl Roth GmbH & Co, Isanhe, Tuotenu-
mero 4508.2)
Bacto-peptone (0,27 g/l). (Becton Dickinson and @any, Sparks
USA, Tuotenumero 21152)

Alustan pH on 5,0.
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Perjantaina eristettyjen silmujen selviytyminetkggvuunlahtd prosentteina

Selviytyminen (+LN kokeet) Kasvuunlahté (+LN kokeet)
perjantai perjantai
Pensashanhikkilajikd n 40mjin 45 mjn 50ni 60min| 35minl 40mip 45 mih 50 m{n 60 njin
‘Goldteppich' 100 90 X X 80 89 90 X X
‘Tervola' X 70-100 67-90 90 9 X 20-3( 22-5{ 20-60
'Elizabeth’ X 70-80 | 91-100 100 X X 0-30 27-30] 30-56
'‘Dart's Cream' 90 27-90 x | 70-100 10 0 0-60 X 20-60
mine_‘n (—L_N kokeet) Kasvuunlah_t('j (—L_N kokeet)
perjantai perjantai
Pensashanhikkilajike n 40min 45 mjn 50npi 60 min| 35 minf 40 mip 45 mi 50 min 60 npin
'Goldteppich' 100 100 X X
‘Tervola' X 80 100 100 56
'Elizabeth’ X 90 100 80 X
'‘Dart's Cream' 89 90 X 90 20
Maanantaina eristettyjen silmujen selviytyminekaavuunlahtd prosentteina
Selviytyminen (+LN kokeet) Kasvuunlahto (+LN kokeet)
maanantai maanantai
Pensashanhikkilajikd 35 min 40 min 45 mip 50 nlin n@fA | 35 min| 40 min| 45mi 50 mi 60 m|n
'Goldteppich’ X 70-82 | 90-91 67-90 X X 60-64] 60-91 33-60
‘Tervola' 28-53 X 73 45 X 0-11 X 0 9
'Elizabeth’ X 67-78 45 64 X X 0-11 18 36
‘Dart's Cream' X 64-67 | 70-100 | 50-60 X X 0-9 | 0-60 0-10
Selviytyminen (—LN_ kokeet) Kasvuunlahto (—LN_ kokeet)
maanantai maanantai
Pensashanhikkilajike 35 min 40mih  45mjn  50nfin  n@A | 35 min|] 40 min | 45 min] 50 min
‘Goldteppich' X 100 89 90 X X
‘Tervola' 30 X 73 91 X 0
'Elizabeth’ X 80 100 73 X X
'‘Dart's Cream' X 70 100 100 X X
Vérien selite Varit
paras selviytyminen +LN
paras selviytyminen -LN
paras kasvuunlahtd +LN

paras kasvuunlahto -LN
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Liite 5. Kasvuunlahdot lajikkeittain

KS 2-3 mm kasvuunlahtéjen vertailuja PVS2 | vastaavien kokeiden
aikojen ja silmujen ottamis paivamaarien mukagrLN) kokeet Huom!
silmujen
lajike ja | otto- PVS2- | (+LN) kokeiden | (-LN) kokeiden
koesarja | paiva aika kasvuunlahto kasvuunlahto
kokeen tulos
G1 pe 45 min  2/12 17 % 8/10 80 % | hylattiin
G2 ma 45 min  13/21 62 % 9/9 100 %
G3 pe 35 min  8/10 80 % 10/10 100 %
G3 pe 40 min 8/9 89 % 8/9 89 %
G3 pe 45 min  9/10 90 % 6/10 60 %
G4 ma 50 min  16/21 76 % 7/9 78 %
G4 ma 60 min  9/19 47 % 9/10 90 %
T1 pe 35min 1/11 9 % 5/9 56 %
T1 pe 45 min|  5/20 25 % 3/10 30 %
T2 ma 40 min| 2/56 4% 0/10 0%
T3 pe 50 min| 7/19 37 % 7/9 78 %
T3 pe 60 min  8/20 40 % 7/10 70 %
T4 ma 50 min| 0/11 0% 0/11 0%
T4 ma 60 min| 1/11 9 % 1/11 9 %
E1l to 45 min| 2/18 11 % 9/10 90 % | -sokeri
E2 ma 45 min 3/21 14 % 4/10 40 % | -sokeri
E3 pe 45 min  4/30 13 % 0/10 0%
E4 ma 45 min  1/18 6 % 1/10 10 %
E5 pe 50 min  6/21 29 % 3/10 30 %
E5 pe 60 min  9/19 47 % 2/10 20 %
E6 ma 50 min  2/11 18 % 4/11 36 %
E6 ma 60 min  4/11 36 % 4/11 36 %
D1 pe 45 min| 3/23 13 % 2/10 20 %
D2 ma 45 min|  1/20 5% 0/10 0%
D3 pe 35 min 1/10 10 % 2/10 20 %
D3 pe 40 min|  0/10 0% 1/9 11 %
D3 pe 45 min|  0/10 0% 0/10 0%
D4 ma 50 min| 6/20 30 % 4/9 44 %
D4 ma 60 min| 2/20 10 % 3/10 30 %
0,5 M korkein
sokeri + aktiivihiiltd ma
D5 ma 45 min|  6/17 35 % 5/9 56 % | kokeessa
0,75 M korkein sokeri +
D5 ma 45 min|  3/19 16 % 4/10 40 % | aktiivihiilta ma kokeessa
D6 pe 45 min  10/20 50 % 2/10 20 %
D6 pe 60 min  8/20 40 % 4/10 40 %
D6 pe 45 min 13/20 65 % 9/10 90 % | 0,5 M korkein sokeri
D6 pe 60 min| 14/19 74 % 7/10 70% | 0,5 M korkein sokeri
D6 pe 45 min  10/20 50 % 2/10 20 %
D6 pe 60 min  8/20 40 % 4/10 40 %

Liite 5. Kaytetyt lajikkeet pensashanhikkilajikKeilolivat G="Goldteppich’, T="Tervola’, E="Eli-
zabeth’ ja D="Dart’s Cream’. Lajikekoodien jalkeiseumerot osoittavat kyseiselld lajikkeella sudrite
tavien koesarjojen lukumaaran.



