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1 JOHDANTO

Kuusi (Picea abies) on Suomen metsétaloudessa erittdin tarked puulaji. Sita kaytetaan
paljon paperi- ja selluteollisuuden raaka-aineena. Kuusi soveltuu rakennusmateriaaliksi
ja sitd kaytetddn myos viherrakentamisessa. Etenkin muuttuvassa ilmastossa on térkeaa,
etta myos metsien suojelu turvataan. Tdrked tekija tdssd& on metsatuotannon

tehostaminen optimoiduilla jalostusohjelmilla.

Moderni biotekniikka tuo uusia mahdollisuuksia kuusen viljelyketjuun. Kasvattamalla
alkiontuottokykyistd (somaattinen embryogeneesi, SE) solukkoa on mahdollista saada
aikaan lukuisia kopioita halutuista puuyksiloistd. Nain saadaan sailottyd arvokasta
geeniperimaa ja turvataan myos lisdystaimien tuotanto. Solukkoviljely on kuitenkin
aikaa vievdd ja pitkalla aikavélilla solukoissa voi tapahtua muutoksia, eli
somaklonaalista vaihtelua (Bairu ym. 2011). Solukkoviljelyyn voidaankin lisatéa
kryopreservaatio, jossa eldvaa materiaalia sdilotaan nestetyppeen. Nestetypessd naytteet
ovat darimmaéisen alhaisessa lampdétilassa (-196°C), jolloin niiden biologisen
aktiivisuuden tulisi olla tdysin pysdhdyksissa. Solukkoa on kuitenkin suojeltava

jaatymiseltd, jotta se olisi vield sulattamisen jalkeen elinkelpoista.

Taman tutkielman kaytdnnon osuus suoritettiin  Metsantutkimuslaitoksen (Metla)
Punkaharjun toimipisteessa lukuun ottamatta mikrosatelliittianalyysid, joka suoritettiin

Vantaan toimipisteessé.

Taman maisterintutkielman tarkoituksena oli tutkia ja kehittad Metsantutkimuslaitoksen
kuusen kryopreservaatiomenetelmaa. Aikaisemmin kaytetty kryopreservaatiomenetelmé
ei ollut tuonut tarpeeksi hyvid eloonjddmisprosentteja. Taman jélkeen kuusella oli
siirrytty mannylle optimoituun kryopreservaatiomenetelmddn, jonka toimivuudesta
kuusella ei ollut tietoa. Lisdksi haluttiin testata uusia menetelmid, jotka voisivat
parantaa Kkryopreservaatiotulosta. Tarkoituksena oli myo6s tarkistaa, ettei kayttéon
valittavaan kryopreservaatiomenetelmaén liittyisi somaklonaalista muuntelua. Lisaksi

tutkittiin kryopreservaation vaikutusta kuusen telomeereihin.



2 TAUSTA

2.1 Kuusen merkitys Suomen metsataloudessa

Kuusen kokonaisala Suomen metsista oli vuonna 2012 30 % (Ylitalo ja lhalainen 2013).
Hakkuupoistuma oli vuonna 2012 yli 20 miljoona kuutiometria (MetINFO 2014).
Kuusen taimia istutettiin vuonna 2012 59 000 hehtaaria (Ylitalo ja Ihalainen 2013).
Istutetulla kuusella on iso taimitarhaosuus (Haapanen ja Mikola 2008). Taimitarhat
kayttdvat jalostettua siementd siemenviljelyksiltd vaihtelevasti siemensatovuosien
mukaan. Kuusen hyvind siemenvuosina myods taimitarhat voivat kayttdd enemman

jalostettua siementd lisaystaimien kasvatukseen.

Suomen metsénjalostuksen voidaan katsoa alkaneen 1940-luvun lopulla, kun laadultaan
parhaimpia pluspuita alettiin kartoittaa (Haapanen ja Mikola 2008). Kuusen
ensimmaiset siemenviljelykset perustettiin 1960-luvulla. Kuusen jalostuksessa yksi
suurimmista tavoitteista on kasvattaa runkojen kokoa. Myds runkojen laatuun
kiinnitetddn huomiota valikoimalla mahdollisimman suoria runkoja. Lisaksi oksatiheys
on laadullinen ominaisuus, johon jalostuksessa pyritdan vaikuttamaan. Ulkoisten
jalostustavoitteiden lisaksi myds ymparistoon liittyvét jalostushyddyt tulevat entistékin
tarkedmmiksi. Myds metsépuidenjalostuksessa on varauduttava muuttuvaan ilmastoon,
jolloin puiden tulisi olla paremmin ympadristoéon mukautuvia. Istutetuista taimista osa
kuolee ensimmaisten elinvuosien aikana (Saksa ja Nerg 2008). Hallatuhot ja myyrien
aiheuttamat vahingot  aikaansaavat paljon taimituhoja.  Lisédksi myds kuusen
tuholaishyonteiset voivat aiheuttaa tuhoja taimivaiheessa. Hallankestavyyteen on
mahdollista kiinnittdd huomiota myos kuusen jalostusohjelmissa (Haapanen ja Mikola
2008).

Jalostuksen hyddyt on saatu tuotua kaytantdon siemenviljelyksiltd, joista jalostettua
siementd myydaan taimitarhoille, jotka tuottavat ja myyvét taimia istutettavaksi.
Siemenviljelyksilla parhaiksi valituista puista vartetaan uusia yksil6itd tuottamaan
siementd. Siementuotantoa viljelyksilla on heikentanyt kuusen huonot kukintavuodet,
jolloin siemenid ei ole saatavilla tarpeeksi. Lisdksi siementuotantoon ovat vaikuttaneet

hyvinédkin satovuosina siemen- ja k&pytuhot. Ulkopuolinen siitepdly vaikeuttaa kuusen



jalostushyoddyn tayden potentiaalin saavuttamista. Pakkanen ym. (2000) totesivat, ett4
siemenviljelyksilla ulkopuolisen siitepdlyn osuus on suuri, jopa 70 %. Kuusen ollessa

yleinen laji Suomen metsissé on kontaminaatioita lahes mahdotonta vélttaa.

Metsénjalostukseen liittyva jalkeldistestaus on pitkén aikavalin projekti (Haapanen ja
Mikola 2008). Moderneilla tekniikoilla pyritddn tuomaan uusia ratkaisuja kuusen
jalostukseen (Aronen 2011, Heiska ym. 2012). Somaattinen embryogeneesi tuo
mahdollisuuden tuottaa suuren méaéran klooneja toivotusta genotyypistd. Uusien
yksildiden tuottaminen on my6s nopeampaa kuin siemenviljelyksilld, koska ei tarvitse

odottaa puiden vanhenemista siemenid tuottavaksi.

Kuusen jalostukseen ja tuotantoon liittyy myods koristepuidentuotanto (Nikkanen ym.
2012). Suomesta on loydetty useita kuusen erikoismuotoja, jotka sopivat hyvin
viherrakentamiseen. Viherrakentaminen on Suomessa kasvava ala, jonka kasvu on
lisannyt tarvetta myds Suomen oloja kestéville havupuiden erikoismuodoille.

Solukkoviljelylla pystyttéisiin tuottamaan nopeammin myds kuusen erikoismuotoja.

2.2 Kuusen somaattinen embryogeneesi

Somaattinen embryogeneesi (SE) on yksi kasvullisen lisdyksen muoto (Aronen 2011).
Siind saadaan siemenestd tuotettua yhden alkion sijaan monta alkiota, jotka ovat
kopioita toisistaan. Kuusella somaattinen embryogeneesi luo uusia mahdollisuuksia
jalostukseen. Kuusen ja muiden puiden jalostussyklit ovat erittdin pitkid, jopa
kymmenid vuosia. Testattavia yksiloitd on kasvatettava pitk&an, jotta niistd saadaan
haluttuja tuloksia. Vanhaksi kasvaneet puut voivat kuitenkin olla sopimattomia
kasvulliseen lisdykseen ja niitd voi kayttdd enda vain uuden risteytyksen tekoon.
Somaattisella embryogeneesilld saadaan kuitenkin sdilottyd halutun puun genotyyppi
jalostuskokeiden ajaksi, silla yhdistimalla SE kryopreservaatioon saadaan materiaalia

sailottya erittéin pitkia aikoja.



Kuva 1. Somaattinen embryogeneesi von Arnold ym. (2005) mukaillen.

Somaattinen embryogeneesi koostuu monesta vaiheesta (kuva 1) (von Arnold ym.
2005). Ensimmadinen vaihe on hyvien genotyyppien valinta, joka tehd&an perustuen
puuyksildiden testaamiseen jalkeldis- tai kloonikokeissa. Naiden yksildiden kesken
tehddan polytyksia ja tuloksena syntyneista kdvyistd otetaan talteen laboratorio-oloissa
epékypsia siemenaiheita. Siemenaiheet pintasteriloidaan ja niiden siséalla olevat alkiot
laitetaan solukkoviljelyalustalle, jossa niista alkaa kasvaa proembryogeenista solukkoa.
Oikealla auksiini- ja sytokiniinipitoisuuksilla saadaan solukko jakautumaan ja
tuottamaan uutta solumassaa. Tatd solumassaa voidaan solukkoviljellda tai séiloé
kryopreservaatiolla. Solukon sisaltdmat esialkiot saadaan erikoistumaan ja kypsyméaan
alkioiksi, kun solukko siirretdédn kasvualustalle, joka sisaltdd kasvihormoneista vain
abskissihappoa (ABA). Alkioiden muodostuttua niitd idatetddn hormonittomalla
solukkoviljelyalustalla ja juurten muodostuttua ne voidaan siirtdd kasvamaan multaan.
Kaikki syntyneet alkiot ovat kopioita toisistaan ja ndin saadaan lisdttya yhta

genotyyppia erittain nopeasti.
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Kuva 2. Kuusen SE-solukkoa.

SE-solukon viljely ei ole ongelmatonta. Solukon viljely on aloitettu siemenalkioista,
jotka voivat olla peréisin tunnetuista, hyviksi arvioiduista vanhemmista. Uusien taimien
ominaisuudet ovat kuitenkin tuntemattomat. Jalkeldisissa on paljon vaihtelua ja siksi
niitd on testattava kenttdolosuhteissa, jotta niiden geneettinen potentiaali tunnetaan.
Tama vaatii kuusella monia vuosia. Pitkéaikainen viljely myds vanhentaa solukkoa, ja
se heikentda vahitellen solukon kykya tuottaa alkioita (Lambardi ym. 2008).
Kenttatestauksen aikana solukko voi menettdd alkiontuottokykynsd, jolloin on
mahdotonta palauttaa saman genotyypin omaavaa alkiontuottokykyistd solukkoa.
Talléin on mahdotonta saada massamonistettua hyvia genotyyppeja. SE-solukon
yllapitdminen solukkoviljelylla vaatii my6ds suuren tyomaaran ja on siten kallista.
Ratkaisu ndihin ongelmiin 10ytyy kryopreservaatiosta. Solukko saadaan sdilottyé
nestetyppeen, jossa sen biologinen aktiivisuus on pysahdyksissa. Sailéminen ei vaadi
merkittdvid toimenpiteitd pitkalla aikavélilla, ja solukkoa voidaan sdiléa vuosia

muuntumattomana.
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2.3 Kryopreservaation teoria

Kryopreservaatio on tekniikka, jossa eldvdd materiaalia s&ilotdan useimmiten
nestetyppeen, jonka lampotila on -196 °C. Néaytteiden solutason biologinen aktiivisuus

on talléin taysin pysahdyksissa.

Kryopreservaatio on hyodyllinen lajeille, joiden siemenet eivat kestd pitkié
séilytysaikoja (Engelmann 2004). Useiden puiden siemenet eivédt kestd kuivumista,
jolloin niitd ei voida sailyttad perinteisissa siemenpankeissa (Pritchard ja Nadarajan
2008). Talléin on mahdollista turvata ndiden puiden periméd Kkryopreservaatiolla.
Kryopreservaatioon soveltuva materiaali on hyvin monipuolista (Reed 2008). Erilaisia
tekniikoita on kehitetty erilaisille solukkoviljelmille, erilaistuneille kasvinosille,

siemenille ja siitepdlylle.

Kryopreservaatiota kaytetddn myos kasvullisesti lisdttdvien kasvien geeniperiman
turvaamiseen (Engelmann 2004). Esimerkiksi perunan geeniperimdn turvaamiseen
sovelletaan myods kryopreservaatiota, koska sen tuottamat siemenet ovat hyvin
heterotsygoottisia, jolloin niiden geneettinen arvo séilytystd varten on pieni
(Kaczmarczyk ym. 2011). Perunalla kryopreservaatiota on my6s kaytetty puhtaan
lisdysmateriaalin tuottamiseen, jolloin d&&rimmadinen kylmyys tappaa pakastettavista

naytteistd taudinaiheuttajat.

Kryopreservaatiota kéytetddn myods paljon sperman sédildmiseen niin eldimilla kuin

ihmisillékin (Benson ym. 2012). My®os eldinalkioita on mahdollista kryopreservoida.

2.4 Kryopreservaation vaikutukset solutasolla

Asdrimmaisen matalissa lampoétiloissa solut eivat selviaisi elossa ilman suojatoimia.
Solut ja etenkin kasvisolut ovat suurelta osin vettd, mika aiheuttaa ongelman
kryopreservaatiossa (Benson 2008). Vesimolekyylien fysikaaliset ominaisuudet johtavat
siihen, etté jaatynyt vesi muodostaa kristallirakenteita, jolloin se vie enemman tilaa kuin
sama madrad nestemadista vettd. Soluissa ja soluvdleissd veden jadtyminen ja siten

laajentuminen aiheuttaa solun rikkoutumisen ja kuoleman. Kasvit kuitenkin selviévéat



13

my0s luonnossa darimmaisissa lampotiloissa.  Niille onkin  kehittynyt oma
mekanisminsa selviytyé jaatymiseltd. Naiden mekanismien tutkiminen on auttanut myos

kryopreservaation kehittamista.

Kryopreservaatiossa on térkeda erottaa solun siséinen ja ulkoinen jaatyminen. Etenkin
solunsiséinen jadtyminen on hyvin haitallista soluille ja johtaa usein solun kuolemaan
(Benson 2008). Jaan kristallirakenne kykenee rikkomaan soluseindn. Myds veden
kulkeutuminen ulos solusta ja siitd johtuva solun kutistuminen voi johtaa solun
kuolemaan. Lisaksi jadn muodostuminen poistaa solusta vapaata vettd, jolloin solu
konsentroituu. Solun liukoisten aineiden konsentroituessa ne voivat aiheuttaa solulle
vahinkoa (Muldrew ym. 2004). Toisaalta solun konsentroituminen vahentda solun

vesimolekyyleja, jotka jadtyessdan muodostaisivat jaakristalleja (Benson 2008).

Luonnossa kasvit selvidvat kovistakin pakkasasteista. Kylmaan tottuneita ja lepotilassa
olevia kasvin osia, kuten silmuja, voidaankin kryopreservoida myos ilman suojatoimia
(Reed 2008). Luonnolliseen  kylmankestdvyyteen vaikuttaa moni  asia.
Kylmankestavissd puiden soluissa on todettu olevan suuria maéarid sokereita (Hirsch
1987). Sittemmin kylmankestavyytta on tutkittu lisaa ja soluihin on todettu keraantyvan
sokerien liséksi muita molekyyleja, kuten antioksidantteja, proliinia ja betaiinia (Benson
2008). Myos solun hormonipitoisuudet vaihtelevat ja soluseindn rakenne muuttuu, kun

kasvi saavuttaa kylmankestavyyden.

Kryopreservaatiossa  kédytettdvat  suoja-aineet ovat aineita, joiden lisdys
kryopreservaatiomenetelmaan lisdd huomattavasti selvidmistd jaatymisestd (Muldrew
ym. 2004). Suoja-aineet voidaan jakaa kahteen kategoriaan; solut l&pdiseviin ja
lapaisemattomiin. Solut l&pdisevat suoja-aineet ovat pienid ja epéionisia. Ne liukenevat
hyvin veteen alhaisissakin lampdétiloissa, eivatka ne ole toksisia solulle. Niiden suojaava
vaikutus perustuu siihen, ettd korkeissa suoja-ainepitoisuuksissa jaatd muodostuu
vahemman. Lisédksi l&péisevat suoja-aineet toimivat liuotteena suoloille, jolloin suolojen
konsentroituminen ei vahingoita solua. L&pdisevia suoja-aineita ovat esimerkiksi
DMSO ja glyseroli (Lambardi ym. 2008). Lapéaisevéat suoja-aineet ovat tarkeitd etenkin
hitaassa jadhdyttdmisessa. L&paisettomét suoja-aineet suojaavat taas paremmin nopeassa
lammon laskussa. Ne ovat usein pitkéketjuisia polymeereja, joilla on suuri osmoottinen

vaikutus. Niiden toiminta perustuu siihen, ettd ne kuivaavat soluja ennen jaatymista
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(Muldrew ym. 2004). L&pdisemattomid suoja-aineita  ovat  esimerkiksi
polyetyleeniglykoli (PEG) ja sakkaroosi (Lambardi ym. 2008).

2.5 Kryopreservaatiotekniikat

Kaikkea kryopreservoitavaa materiaalia ei ole valttamétontad suojata erikoiskeinoin
(Engelmann  2004). Siemenet, joiden kosteusprosentti on alhainen, voidaan
kryopreservoida sellaisenaan. Lisdksi luonnollisen kylménkestavyyden omaavat
kasvinosat, kuten lepotilassa olevat silmut, voidaan kryopreservoida ilman muita
kasittelyja. Usein kuitenkin  kryopreservaatioprosessissa tarvitaan jonkinlaisia
suojatoimia, jotta materiaali  séilyisi eldvdand my6s sulatuksen jalkeen.
Kryopreservaatiotekniikat voidaan jakaa klassisiin eli hitaan jadhdytyksen tekniikoihin

ja vitrifikaatioon perustuviin.

Klassisena kryopreservaatiomenetelména voidaan pitad tekniikkaa, jossa lampétilaa
lasketaan ensin kontrolloidusti haluttuun lampdtilaan, jonka jélkeen nidyte sailotéan
nestetyppeen (Engelmann 2004). Menetelméd sopii etenkin solukkoviljelmien ja
solususpensioiden  kryopreservoimiseen. Menetelméan tarkoituksena on  estda
solunsiséisen jadn muodostuminen. Tama perustuu solun osmoottiseen saatelyyn ja
veden poistoon soluista (Reed ja Uchendu 2008). J&& muodostuu solun sisuksen sijaan
suoja-aineliuoksessa solujen ulkopuolisessa tilassa. Sytoplasma pysyy jaatyméattoména
konsentraatioeron vuoksi. Myos kasvien vahvat soluseinat suojaavat solunsisaiseltd
jaatymiselta. Jaatymisen jatkuessa solunsisdainen vesi jatkaa kulkua solun ulkopuolelle
tasatakseen konsentraatioeroja, jotka syntyvét jaatymisen takia. Tdma johtaa edelleen
sytoplasman konsentroitumiseen, joka taas vahentdd jaatymisen riskid. Kun haluttu
lampotila on saavutettu, materiaali upotetaan nestetyppeen. Talldin soluissa jéljella
olevan veden tulisi vitrifikoitua, eli muuttua kiintedksi ilman kristallirakenteita (Reed ja
Uchendu 2008).

Eri lajien hitaan ja&hdytyksen Kkryopreservaatioprotokollat ovat eroavia, mutta
perusperiaatteet ovat samat. Menetelmét koostuvat ndytteiden esikasvatuksesta, suoja-
aineiden lisdamisestd, lampdtilan  laskemisesta  kontrolloidusti,  nestetyppeen

sailomisestd, nopeasta sulatuksesta ja uudesta kasvuunlahdosta (Engelmann 2004).
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Vitrifikaatio tuli perinteisien kryopreservaatiomenetelmien rinnalle 1990-luvulla (Sakali
ym. 1990). Vitrifikaatio sopii hyvin monimutkaisemman materiaalin, kuten alkioiden ja
versojen kryopreservoimiseen (Engelmann 2004).  Menetelm& perustuu veden
nestemaisen muodon muuttumiseen amorfiseksi aineeksi (Sakai ym. 2008). Nopealla
lampdtilan  laskemisella ja suoja-aineiden avulla vesi ei ehdi muodostaa solua
vahingoittavia kristallirakenteita, vaan muuttuu lasimaiseksi. Lasi on kaytdnndssa
erittdin viskoosia nestettd, jonka fyysiset ominaisuudet ovat kuin Kiintedlla aineella
(Buitink ja Leprince 2004). Vitrifikaatiossa k&ytetddn usein yhtend suoja-aineena
glyserolia, joka on hyvin viskoosi aine (Sakai 2004). Lisaksi menetelméén voi kuulua
solujen Kkuivattaminen ennen Kkryopreservaatiota erilaisilla menetelmilla (Engelmann
2004).

2.6 Kuusen kryopreservaatio

Kuusen kryopreservaatio tapahtuu usein klassisin menetelmin, jolloin lampétilaa
lasketaan hitaasti (Charest ja Klimaszewska 1995). Suoja-aineena kéytetddn usein
DMSO:ta (Norgaard ym. 1993, Find ym. 1998). Kaytetty DMSO-pitoisuus on usein 5-
10 %:n luokkaa. Esikasittelynd on kaytetty usein kasvatusta sorbitolia sisaltavalla
maljalla (Norgaard ym. 1993) tai liemiviljelyssé (Find ym. 1998). Hazubska-Przybyl
ym. (2013) kayttivat esikasittelyna myos solukon steriilia ilmakuivatusta ja
esikasvatusmaljoilla nousevaa sokeripitoisuutta. Nousevalla sokeripitoisuudella
vahennetdén solujen vesikonsentraatiota osmoosin avulla. Esijadhdytykseen on kaytetty
usein ohjelmoituja pakastimia, jotka kéyttdvat nestetypped jaahdytyksessa (Norgaard
ym. 1993, Charest ja Klimaszewska 1995).

Metséntutkimuslaitoksen — aiempi  kuusen  kryopreservaatiomenetelmda  perustui
solususpension kasvattamiseen sorbitolia siséltdvéssé liuoksessa. Suoja-aineena toimi
DMSO. Télld& menetelméllda vain alle 35 % linjoista l&hti kasvamaan uudelleen

sulatuksen jalkeen.
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2.7 Abskissihapon merkitys kryopreservaatiossa

Abskissihappo (ABA) on kasvihormoni, jolla on suuri merkitys myo6s kasvien
stressireaktioissa (Rai ym. 2011). Sen on todettu lisddvan myos kasvien sietokykya
kylmalle (Bravo ym. 1998). ABA séatelee solussa vesitasapainoa ja suoja-aineiden
tuotosta vastaavien geenien ekspressiota. ABA:n lisdyksen esikasvatusmenetelmiin
onkin todettu parantavan kryopreservaatiotuloksia muutamilla lajeilla (Gentiana scabra,
Begonia x erythrophylla, Picea abies) (Suzuki ym. 2006, Burritt 2008, Hazubska-
Przybyl ym. 2013).

2.8 Somaklonaalinen variaatio

Somaklonaalinen variaatio on muuntelua, joka on peréisin solukkoviljelystd (Larkin ja
Scowcroft 1981). Soluissa tapahtuu télldin mutaatioita useammin kuin luonnossa
kasvavalla kasvilla tapahtuisi. Mutaatioilla voi olla vaikutusta solun toimintaan, mutta
ne voivat myos jaada vaikutuksiltaan olemattomaksi (Bairu ym. 2011). Muutoksia voi
tapahtua myds kromosomiston lukumaérassa tai jarjestaytymisessd. Myos epigeneettisia
muutoksia voi seurata somaklonaalisesta muuntelusta. IImion tarkkaa syyté ei tiedeta.
Somaklonaalista variaatiota voidaan kayttaa hyddyksi kasvinjalostuksessa, kun halutaan
I0yt4é uusia genotyyppeja (Jain 2001). Viljeltdessa soluja tarkoituksena on useimmiten
kasvattaa niistd uusia, samanlaisia yksiloitd. T&lloin somaklonaalinen variaatio on
erityisen haitallista. Kryopreservointi vahentaa tarvetta solukkoviljelylle, jolloin myds
somaklonaalisen muuntelun mahdollisuus pienenee. Kuitenkin on varmistettava, ettei

kryopreservaatio itse tekniikkana aiheuta muuntelua solukossa.

Somaklonaalista muuntelua voidaan tutkia monelta eri kantilta (Bairu ym. 2011).
Yksinkertainen tapa on tutkia kasvin morfologiaa. Muutoksia voi ndkya epanormaalina
muotona tai varityksend. My6s koon suuret muutokset voivat olla peréisin
somaklonaalisesta muuntelusta. Morfologian perusteella tutkiminen on helppoa, jos
muutokset ovat ulkoisesti huomattavia. Usein kuitenkin muutos ei ndy ulkoisesti.
Muutoksia voi myos etsia fysiologisilla ja biokemiallisilla menetelmilld. Mutatoituneet

kasvit voivat reagoida ulkopuolisiin tekijoihin, kuten kasvihormoneihin tai valoon eri
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tavalla. Sytologisilla naytteilld saadaan tutkittua mahdollisia kromosomien lukumééran,
koon tai jarjestdytymisen muutoksia. My06s proteiineja ja entsyymejé tarkastelemalla
voidaan tutkia somaklonaalisia muutoksia. DNA-sekvenssin muutoksiin paastaan kiinni
mya0s biotekniikan avulla. Restriktioentsyymeihin perustuvat RFLP:t olivat ensimmaisia
tapoja tutkia somaklonaalista variaatiota. Myds RAPD- ja ALFP-merkkej&, jotka
perustuvat PCR-tekniikkaan, on kéytetty tutkimuksessa. RAPD-profiileja on kaytetty
myo6s kuusen SE-solukon somaklonaalisen muuntelun tutkimiseen (Fourré ym. 1997).
Uusimpia tapoja on kéyttad mikrosatelliitteja somaklonaalisen muuntelun tutkimiseen
(Bairu ym. 2011). Mikrosatelliitit vaativat tuntemusta tutkittavan kasvin genomista,
jotta tarvittavat DNA-alukkeet voidaan rakentaa. Mikrosatelliittianalyysit ovat nykyaan
yksi tehokkaimmista tavoista tutkia somaklonaalista muuntelua ja niitd on kaytetty

myaos puiden somaklonaalisen muuntelun tutkimiseen (Marum ym. 2009).

Kryopreservaatiossa o0sa kaytettdvistd suoja-aineista voi olla isoina pitoisuuksina
myrkyllisid kasveille. Aronen ym. (1999) tutkivat dimetyylisulfoksidin (DMSO)
vaikutusta kreikanpihdan (Abies cephalonica) embryogeenisen solukon kasvuun.
Tutkimuksessa todettiin, ettd 10 % DMSO-liuoksella kasitellyissa solukkomateriaalissa
oli nahtavissd muutoksia RAPD-profiileissa. Kuitenkin kun samalla tavalla kasiteltya
solukkoa kryopreservoitiin ja sulatettiin, ei huomattu muutoksia RAPD-profiileissa. On
mahdollista, ettd kryopreservaatio itsessdén poistaa soluja, jotka mutatoituvat DMSO:n
vaikutuksesta. Kryopreservaatiosta selvidvéat usein vain alkioiden pé&asolut ja paljon
vettd sisdltavat suspensorisolut kuolevat (Klimaszewska ym. 1992). N&in véhenee
mahdollisuus somaklonaaliselle variaatiolle. Somaklonaalisen muuntelun liséksi
solukoissa voi tapahtua muutoksia DNA-tasolla luonnon taustasateilyn vuoksi (Charest
ja Klimaszewska 1995). Todenn&kdisyys merkittdvalle vahingolle on kuitenkin hyvin

pieni ja vaatisi useita, jopa tuhansia vuosia.

2.9 Telomeerit

Telomeerit ovat kromosomien péissa olevia nukleotiditoistoja, joiden merkitys on
suojata kromosomeja ja niiden DNA:ta erityisesti solunjakautumisten aikana (McKnight
ym. 2002). Kasveilla telomeerit koostuvat useimmiten kahdeksan nukleotidin

(TTTAGGQG) toistoista. Tavanomainen DNA-polymeraasientsyymi ei pysty tuottamaan
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telomeereja, vaan niitd syntetisoi erityinen telomeraasi-entsyymi. llman telomeraasi-
aktiivisuutta telomeerit lyhenisivét jokaisen solunjakautumisen yhteydesséd. Telomeerien
pituus on lajikohtaista. Telomeerien lyhenemisen on havaittu liittyvan elididen
ikaantymiseen. Telomeerien lyhentyessa kriittiseen pituuteen solut menettavat kykynsa
jakautua ja lopulta kuolevat. Pitkaikéaisilla mannyilla (Pinus sylvestris) on todettu, ettd
telomeerien pituudet voivat vaihdella yksilon sisélla (Aronen ja Ryyndnen 2012).
Koivun (Betula pendula Roth) telomeerien on todettu lyhenevan solukkoviljelyssa

(Aronen ja Ryynanen 2013).

Kryopreservaation vaikutusta telomeereihin on toistaiseksi tutkittu vasta vahan. Honda
ym. (2001) totesivat, ettd kryopreservaatio lyhensi silman epiteelisolujen telomeereja.
Perez-Cerezales ym. (2011) totesivat saman ilmidn taimenen spermalla. Toisaalta
Carton-Garcia ym. (2013) totesivat ettei kryopreservaatio vaikuttanut lyhentavésti
keltaotsa-ahvenen (Sparus aurata) sperman telomeereihin. Kryopreservaation
vaikutuksesta puiden telomeereihin ei ole tdhan péivdadn mennessa julkaistu

tutkimustuloksia.

3TAVOITTEET

Taman tutkimuksen tavoitteena oli testata erilaisia kuusen kryopreservaatiomenetelmia.
Tarkoituksena oli 10ytdd menetelmd, joka soveltuu parhaiten Metsantutkimuslaitoksen
kryopreservaatiotutkimukseen ja kuusen solukkoviljelmien sdilyttdmiseen. Liséksi
tutkittiin, onko abskissihapon (ABA) lisdéamiselld esikasvatusalustaan positiivista
vaikutusta ~ kryopreservaation  onnistumiseen.  Kolmanneksi  tutkittiin  onko
kryopreservaatiolla ~ vaikutusta ~ kuusen perimdadn  tarkastelemalla  sek&

mikrosatelliittimarkkereita ettd viljelmien telomeereja.
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4 MATERIAALI JA MENETELMAT

4.1 Kokeessa kaytetty materiaali

Kokeeseen valittiin 27 kuusen alkiontuottokykyistd solukkoviljelylinjaa, jotka tulivat
yhdekséastd eri perheestd (taulukko 1). Linjojen kasvatus oli aloitettu vuonna 2012
tehdyistd kontrolloiduista risteytyksista perdisin olevista siemenalkioista. Risteytykset
tehtiin litin ja Tammelan siemenviljelyksillad (60°55'N, 26°13'E, 80 m, 60°41'N,
24°02'E, 130 m). Kolmen linjan solukkoviljely oli aloitettu kypsista siemenista ja
naiden alkiontuottokykya ei oltu testattu ennen kokeiden aloittamista. Muut linjat
valittiin kokeeseen niiden aikaisempien hyvien alkiontuotto-ominaisuuksien perusteella.
Solukot kasvoivat LM-kasvualustalla (Litvay ym. 1985), jonka mikro- ja
makroravinnemadrat oli puolitettu. Liséksi alustalle oli lisatty sakkaroosia (0.03 M) ja
10 uM 2,4-D seka 4 uM BA. Solukkoa yllapitosiirrettiin uudelle maljalle noin kahden
viikon vélein, jolloin solukosta siirrettiin vaaleaa ja lapikuultavaa uutta solukkoa

tuoreelle maljalle. Solukkomaljat séilytettiin pimedssa kasvatushuoneessa (+20 °C).
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Taulukko 1. Kokeeseen valitut 27 linjaa yhdekséstd perheestd ja niiden risteytyspaikkakunnat.
Linjat 9145, 9130 ja 9110 aloitettu kypsista siemenista

Linjanumero Perhe Risteytyspaikkakunta

3006 E2515xK805 litti
3011 E2515xK805 litti
3017 E2515xK805 litti
3128 E2853xE231 litti
3129 E2853xE231 litti
4216 E2853xE231 litti
3208 E2853XE330 litti
4310 E2853XE330 litti
5442 E2853xE330 litti
4915 E318xE231 Tammela
4932 E318xE231 Tammela
4934 E318xE231 Tammela
6147 E318xK805 Tammela
6333 E318xK805 Tammela
6375 E318xK805 Tammela
3301 E329xE2089 litti
9145 E329xE2089 litti
3309 E329xE2089 litti
4510 E329xK805 litti
9130 E329xK805 litti
5602 E329xK805 litti
9110 K264xE231 Tammela
4611 K264xE231 Tammela
4659 K264xE231 Tammela
3604 K264xE330 Tammela
5852 K264xE330 Tammela

5859 K264xE330 Tammela
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4.2 Kryopreservaatiokasittelyt

Kryopreservaation testaus koostui neljasta eri kasittelystd, jotka kaikki edustivat
klassista, hitaaseen jadhdytykseen perustuvaa kryopreservaatiota (taulukko 2). Kokeessa
testattiin kahta eri esikésittelymenetelmaa ja kahta eri hitaan jadhdytyksen menetelméaa.
Esikasittelymenetelmét olivat maljamenetelma ja liemiviljely. Jaadhdytysmenetelmét
olivat Planer- ja Mr. Frosty-pakastus. Jokaista solukkolinjaa testattiin jokaisella

menetelmall4 ja jokaisesta ndytteestd tehtiin kolme toistoa.

Taulukko 2. Kokeessa kéytetyt nelja menetelmaé ja niista kaytetyt lyhenteet.

Késittelyt Lyhenne
1 Maljamenetelma + Planer- pakastus MP
2 Maljamenetelmé& + Mr. Frosty MF
3 Liemimenetelma + Planer- pakastus LP
4 Liemimenetelmé& + Mr. Frosty LF

Maljamenetelmdsséd uutta, valkeaa solukkoa siirrettiin  kaksi paivad ennen
kryopreservaatiota kasvamaan LM-kasvualustalle, jonka sakkaroosipitoisuus oli 0.1 M,
joka on korkeampi kuin normaalin kasvualustan sakkaroosipitoisuus (0.03 M). Solukko
kasvoi téalld maljalla 24 tuntia, jonka jalkeen se siirrettiin jalleen kasvamaan
vuorokaudeksi uudelle LM-kasvualustalle, jonka sakkaroosipitoisuus oli 0.2 M. Néiden
kahden péivan esikasvatuksen jalkeen solukko siirrettiin kryopreservaatioputkeen, jonne
lisattiin 400 pl LM-perusliuosta ilman hormoneja ja jossa oli 0.4 M sakkaroosia. Taman
jalkeen putkeen pipetoitiin PGD-suojaliuosta (10 % PEG 6000, 10 % glukoosi, 10 %
DMSO vesiliuoksessa) suoja-aineeksi. Liuosta pipetoitiin 4 x 100 pl puolen tunnin ajan.

Putkia pidettiin suoja-aineen lisayksen ajan jdilla.

Liemiviljely aloitettiin  yhtd vuorokautta ennen pakastusta. Noin 0.8 g
alkiontuottokykyisté solukkoa siirrettiin kasvamaan steriiliin erlenmeyer-pulloon, jonne
lisattiin 7 ml cryo 1 -liuosta (taulukko 3). Erlenmeyer-pullot siirrettiin kasvamaan 24
tunniksi tasoravistelijaan (100 rpm). Vuorokauden jalkeen pulloihin lisattiin 3 ml



22

cryol:cryo2:DMSO(10 %) -liuosta. Taman jalkeen noin 1.2 ml solukkosuspensiota

pipetoitiin kryopreservaatioputkiin, joita pidettiin jailla.

Taulukko 3. Liemiviljelyn cryo-liuoksien ohje. Liuosten perusosa perustuu LM-kasvualustan

ohjeeseen.

Liuoksen raaka-aineet Cryo1l Cryo 2
10x LM perusliuos (ml/l) (Litvay ym. 1985) 100 200
Kaseiini (g/l) 1.00 2.00
Sakkaroosi (g/l) 20 20
Sorbitoli (g/l) 72.88 145.76
2,4-D (ml/l) 2.00 -
BA (ml/l) 2.00 -
pH 5.7 5.7
Glutamiini (ml/l) 20 20

Hitaan ja&hdytyksen menetelmien vertailuun kaytettiin ohjelmoitavaa Planer-
nestetyppipakastinlaitetta (Planer, Kryo 10 series III) ja Mr. Frosty- pakastusastiaa
(Thermo scientific) (kuvat 3 ja 4). Planer-pakastuslaite tarvitsee pakastukseen
nestetypped. Hidas jaahdytys kestdd Planer-laitteella noin neljd tuntia, jonka aikana
lampotila laskee -40 °C:een (10 °C/h). Pakastuksen aikana laite seuraa lampoétilaa
kontrollindytteesta ja pakastuksen jalkeen laite tulostaa seurantainfon pakastumisen
onnistumisesta. Mr. Frosty -pakastusastia taas ei kayta jaahdytykseen nestetyppeé ja on
pienikokoinen. Naytteet asetettiin Mr. Frostysséd astiaan, joka taytettiin isopropanolilla
ja siirrettiin kahdeksi tunniksi -80 °C pakkaseen. Valmistajan lupaama ja&dhdytysnopeus
on 1 °C/min. Naytteiden lampdtilaa ei seurattu jadhdytyksen aikana.



Kuva 3. Planer-pakastin

Kuva 4. Mr. Frosty- pakastusastia
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Hitaan jaahdytyksen jélkeen kaikki ndytteet siirrettiin nestetyppitankkiin. Naytteet
olivat nestetypessa 4-16 paivad. Naytteet sulatettiin siirtdmall& ne suoraan nestetypesta
kahdeksi minuutiksi etanolihauteeseen, jonka lampdtila oli 38 °C. Tamén jalkeen
naytteet seisoivat huoneenldmmassa viisi minuuttia. Naytteet siirrettiin kasvualustalle
imupaperin (Whatmann nro 2) kautta. N&ytteitd huuhdeltiin imussa btichner-suppilossa.
Maljamenetelmalla kasitellyt naytteet huuhdeltiin hormonittomalla LM-liemell&, jonka
sakkaroosipitoisuus oli 0.4 M ja liemimenetelmalla kasitellyt naytteet Cryo 1- liemella.
Maljamenetelman néytteet siirrettiin sulatuksen jalkeen kasvamaan LM-kasvualustalle,
jonka sakkaroosipitoisuus oli 0.2 M. Vuorokauden jalkeen imupaperi siirrettiin uudelle
LM-kasvualustalle, jonka sakkaroosipitoisuus 0.1 M. Naytteet siirrettiin jalleen
vuorokauden jalkeen uudelle LM-kasvualustalle, jonka sokeripitoisuus oli normaali eli
0.03 M. Liemimenetelmalla kasitellyt naytteet siirrettiin heti sulatuksen jalkeen LM-
kasvualustalle (0.03 M sakkaroosia), jolla ne kasvoivat 24 tuntia, jonka jalkeen ne
siirrettiin jalleen uudelle LM-kasvualustalle.

Kaikki ndytteet punnittiin sulatuksen jéalkeisena péivana maljojen vaihdon yhteydessé.
Néaytteet kasvoivat maljoilla pime&ssd kasvatushuoneessa (+20 °C) kaksi viikkoa.
Taman jalkeen niistd arvioitiin olivatko ne lahteneet kasvuun ja siirrettiin kasvamaan
uudelle maljalle. Neljan viikon kasvun jélkeen naytteet punnittiin uudelleen. Kasvua

arvioitiin kéyttdmalla kasvunopeuteen kaavaa:

tuorepaino toisella punnituksella

kasvunopeus = , , P -
tuorepaino ensimmaisella punnituksella

4.3 Maturaatiotesti

Maturaatio, eli  esialkioiden kypsytys, tehtiin  jokaiselle linjalle  ennen
kryopreservaatiota. Lisaksi maturaatiotesti tehtiin niille linjoille, jotka lahtivat kasvuun
kryopreservaatiokasittelyn jalkeen. Maturaatiossa noin 0.2 g solukkoa otettiin LM-
kasvualustalta, jossa se oli saanut kasvaa seitsemén vuorokautta. Solukko suspensoitiin
LM-kasvualustaperusteiseen liuokseen ja siirrettiin imupaperille (Whatmann nro 2)

Buchner-imun kautta. Imupaperi siirrettiin LM-maturaatioalustalle, joka sisélsi 60 yuM
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ABA:a. Alkioiden annettiin kehittyd pimedsséd kasvatushuoneessa (+20 °C) kaksi
kuukautta. Kahden kuukauden jalkeen elinkykyisten alkioiden maara laskettiin.

4.4 ABA-koe

Yhdeksalle linjalle (3006, 3128, 4310, 4934, 6375, 3301, 9130, 4611 ja 5852) tehtiin
my0s koe, jossa esikasvatusalustalle lisattiin 10 pM ABA-hormonia. Néytteista tehtiin
kolme toistoa. Lisaksi kaikista ndytteista tehtiin kontrollit, joiden esikasvatusmaljalle ei
lisatty ABA:a. Kontrolleista tehtiin myds kolme toistoa. Néaytteiden kryopreservaatio
tehtiin samalla tavalla kuin esikésittely maljamenetelmélla. Kaikki naytteet pakastettiin
Planer-pakastimella ja sulatettiin viiden péivan kuluttua samalla tavalla kuin edelld
kuvatut. My0ds kasvua arvioitiin samoin ja maturaatiotesti tehtiin viiden viikon péasta

sulatuksesta.

4.5 FDA-véarjays

FDA-varjaysté (fluoreseiinidiasetaatti) kaytettiin solukon elinvoimaisuuden tutkimiseen.
FDA tuottaa eldvissd soluissa fluoresenssia (Widholm 1972). FDA-vérjdys tehtiin
linjoille 5602, 9110, 4611, 4659, 3604, 5852 ja 5859. Naytteet otettiin juuri sulatetuista

naytteistd, niin ettd jokaisesta menetelmasta oli yksi nayte FDA-varjaykseen.

FDA-liuoksesta tehtiin asetooniin 0,5 % laimennos, jota laimennettiin jalleen veteen
1:25. Testattavaa solukkoa asetettiin mikroskooppilasille steriilin veden paalle ja taman
jalkeen FDA-laimennosta liséttiin solukon paalle noin kaksi tippaa. Varin annettiin
kehittyd noin 15 minuuttia. Tamén jalkeen naytteitda tarkasteltiin mikroskoopilla
kayttden UV-valoa.
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4.6 DNA-eristys

DNA:n eristykseen kaytettiin kahta metodia perustuen ndytekokoon. DNA:ta eristettiin
naytteistd, joita ei ollut pakastettu, jolloin solumateriaalia oli riittdvasti isompaan
eristykseen. Kryopreservoiduista néytteistd eristettiin  DNA:ta ns. 500 mg:n
menetelmalld, jos ndytettd oli tarpeeksi. Jos solukko ei ollut kasvanut tarpeeksi,

kaytettiin eristykseen ns. 150 mg:n menetelmaa.

500 mg:n menetelmd perustuu Lodhi ym:n (1994) kehittdméén tekniikkaan, johon on
tehty  seuraavia muutoksia:  eristyksessd  punnittiin - noin  200-500 mg
alkiontuottokykyistd solukkoa. Solukko jauhettiin kayttdmalla avuksi nestetypped ja
mortellia. Nayte lisattiin 10 ml lammitettyyn eristyspuskuriin (2 x CTAB, 1 % PVP ja
0.2 % merkaptoetanoli). Néaytteitd pidettiin 60 °C vesihauteella 1-2 tuntia. Tamén
jalkeen naytteet uutettiin samalla tilavuudella kloroformi- ja isoamyylialkoholiseoksella
(24:1). Naytteita sentrifugoitiin 20000 rpm 15 min. Ylafaasi otettiin talteen ja se lisattiin
eristyspuskuriin ja annettiin seistd puoli tuntia vesihauteella (60 °C). Tamén jélkeen
tehtiin uutto uudestaan samalla ohjeella. Uuden uuton jalkeen DNA saostettiin
kaksinkertaisella tilavuudella kylmaa etanolia. Saostunut DNA sentrifugoitiin pohjaan
+4 °C 10000 rpm ja 15 min. Tdman jalkeen sakka kaadettiin 2 ml Eppendorf-putkeen,
jonne lisattiin etanolia (70 %). Putkia sentrifugoitiin 10000 rpm 2 min. Tdémén jalkeen
sakat kuivattiin vakuumisentrifugissa. Sakat jatettiin liukenemaan 2xCTAB-puskuriin
(2xCTAB) yon yli +37 °C lampdkaappiin. Seuraavana paivand Eppendorf-putkia
pidettiin puoli tuntia +60 °C lampohauteessa. Tédmén jalkeen néytteet uutettiin
kloroformi:isoamyylialkoholiin ja sentrifugoitiin 12 000 rpm 10 min. Yl&faasi lisattiin
2XCTAB-puskuriin (2xCTAB) ja sen annettiin seista vesihauteessa (+60 °C) puoli
tuntia. Uutto toistettiin kerran, jonka jalkeen yléfaasista saostettiin DNA uudessa
putkessa kayttden kylmaa etanolia. Eppendorf-putket sentrifugoitiin 5 min 12000 rpm
+4 °C. DNA-sakka pestiin vield etanolilla (70 %) ja kuivattiin vakuumisentrifugissa.
DNA liuotettiin TE-puskuriin, joka sisalsi RNaasia (1 pl/ml TE).

Pienemmalla solukkomaaralla toimiva menetelmé on kuvattu aiemmin Doylen (1991)
puolesta ja menetelmad on muokattu seuraavasti: eristettdvad solukkoa punnitaan noin
50-150 mg. Nayte jauhettiin kuten 500 mg eristyksessa. Jauhettuihin naytteisiin lisattiin
700 pl CTAB-puskuria (2XCTAB, 1 % PVP ja 0.2 % merkaptoetanoli) Uuttamiseen
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kaytettiin kloroformi:isoamyylialkoholia (25:1). Uuttaminen suoritettiin kolme kertaa,
joiden vélisséd naytetta sentrifugoitiin 5 min 10000 rpm. DNA saostettiin kylmalla
isopropanolilla ja DNA sentrifugoitiin pohjaan 15 min 12000 rpm. Pelletti pestiin
etanolilla (70 %) ja kuivattiin vakuumisentrifugissa. DNA liuotettiin yon yli TE-
puskuriin (pH 8.0), johon oli lisétty proteiinikinaasi-K:ta (50 pg/ml TE) ja RNAasia (10
pg/ml TE). Seuraavana paivdnd DNA saostettiin 1 M NacCl, jonka jélkeen naytteisiin
lisattiin 125 ul kylmé&a isopropanolia. Néytteiden annettiin seisoa puoli tuntia, jonka
jalkeen DNA sentrifugoitiin pohjaan 15 min 12000 rpm. Pelletit pestiin ja kuivattiin
kuten edelld on kuvattu. Lopuksi DNA liuotettiin TE-puskuriin.

Kaikkien naytteiden DNA-pitoisuus mitattiin GeneQuant 2 RNA/DNA Calculator-

laitteella (Pharmacia Biotech).

4.7 Mikrosatelliitit

Kaikista linjoista tehtiin mikrosatelliitti-analyysi. Analyysi tehtiin pakastamattomista
naytteistd, joita verrattiin ndytteisiin, jotka oli pakastettu kayttamalla maljakasvatusta

esikasvatuksessa ja Planer-pakastinta jaahdytyksessa.

Mikrosatelliittianalyysi tehtiin Korkama ym:n (2006) kuvaamalla tavalla. Eristetty DNA
monistettiin ~ PCR-laitteella (PTC-100, MJ Research™, Canada). Kaytetyt
mikrosatelliitit olivat SpAGD1 (SD1) ja SpAGG3 (SG3). PCR:II& monistetut DNA:t
ajettiin geelille kayttden Li-cor-sekvensoijaa (Li-cor, DNA Sequencer Long reader
4200, USA). Geeli valettiin valmistajan ohjeen mukaan 25 cm lasien valiin 0,25 mm
paksuisena. Tulokset analysoitiin SAGA-ohjelmistolla (v. 2.1, Li-Cor, USA).

Kontrollina kaytettiin naytettd, jonka tiedettiin siséltdvén etsityt mikrosatelliitit.

4.8 Telomeerit

Telomeerit analysoitiin viidelté eri linjalta: 4934, 6375, 5852, 4611 ja 3128. Jokaisesta
linjasta otettiin kolme né&ytettd; ennen pakastusta, maljalla esikasvatus ja planer-
pakastus sekd yksi kolmesta muusta kryopreservaatiomenetelmésta. Linjalla 5852

kolmas néyte oli liemiviljely esikasittelyna ja Planer-pakastus jadhdytyksessd, muilla
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linjoilla kolmas menetelma oli maljaesiké&sittely ja Mr. Frosty-jaddhdytys. DNA-nayte
kerattiin Kkryopreservoiduista ndaytteistd toisella punnituskerralla, eli neljd viikkoa

sulatuksen jalkeen.

Telomeereja analysoitiin ~ kayttamalla Kilian ym. (1995) kuvaamaa Southern-blot-
menetelmad. Menetelmdan tehtyja muutoksia kuvasivat Aronen ja Ryynénen (2012).
DNA:ta kaytettiin analyysiin 5 pug. DNA digestoitiin yon yli kéyttdamalla Mbol-
entsyymid. Seuraavana pdivana naytteet ajatettiin 0.8 % agaroosigeeliin (5 h ja 70V).
Geeli depurinoitiiin, denaturoitiin ja neutralisoitiin. Taman jalkeen geelista siirrettiin
DNA markéblottauksella yon yli nylonkalvolle (Roche). DNA kiinnitettiin kalvolle UV-
crosslinkerilla (Bio-link BLX).

Kalvoa esihybridisoitiin ja hybridisoitiin telomeerisekvenssille spesifisen DIG-leimatun
koettimen kanssa DIG Eysy-hyb- liuoksella (Roche). Koetin oli valmistettu Arosen ja
Ryynésen (2012) kuvaamalla tavalla. Yon yli jatkuneen hybridisoinnin jalkeen kalvo
pestiin kahdesti low stringency-puskurilla 2xSSC (3 M NaCl, 0.3 M natriumsitraatti),
johon liséttiin 0.1 % SDS (nautriumlauryylisulfaatti) ja tdmén jalkeen pesu toistettiin
viel4 kahdesti high stringency- puskurilla (0.5xSSC, 0.1 % SDS, 66 °C). Kalvolta
detektoitiin DIG-leimatut koettimet valmistajan ohjeen mukaan (Roche Molecular
Biochemicals, DIG application manual for filter hybridisation, 2000). Kalvolla
valotettiin rontgenfilmid, jolta tulos skannattiin ja telomeerit mitattiin kayttaen
Alphalmager Imaging system -laitetta (Alpha Innotech Co.).

4.9 Tilastollinen analyysi

Maturaatiotuloksien  normaalijakautuneisuutta testattiin ~ Shapiro-Wilkin testilla.
Alkiontuotanto ei ollut normaalijakautunut, joten kryopreservaatiomenetelmén
vaikutusta maturaatiotuloksiin testattiin Mann-Whitneyn U-testilld. Kaikki tilastolliset
analyysit suoritettiin SPSS statistics 22- ohjelmalla (IBM).
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5 TULOKSET

5.6 FDA-varjays

Kaikki paitsi yksi naytteistd, jotka oli ké&sitelty maljamenetelmalld ja Planer-
pakastimella antoivat positiivisen tuloksen. Vain linja 5859 antoi negatiivisen tuloksen.
Taman linjan kolmesta toistosta yksi ei ldhtenyt mydhemmin kasvuun, joten on
mahdollista ettd kahden kasvuun l&hteneen toiston FDA-ndyte oli sattumalta kuollutta

solukkoa. Linja 4659 antoi my6s positiivisen tuloksen, vaikka linja ei myéhemmin

l&htenyt kasvamaan.

Kuva 5. Linjan 5602 FDA-vdrjdys MP-késittelylle. Kirkkaat kohdat ovat elévid soluja, jotka

fluoresoivat.
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Muista kasittelyistd linja 5602 antoi positiivisen tuloksen, kun késittely oli
maljamenetelmad ja Frosty- pakastus. Lisaksi linjoilla 5852 ja 5859 oli LP-menetelmall&

pakastetuilla naytteilld muutamia eldvid soluja. Muuten néaytteet eivat antaneet

positiivisia tuloksia, eli solut olivat kuolleita.

Kuva 6. Linja 5602 LP-menettely. Kuvassa ndkyy solukkoa, mutta ei samanlaista kirkasta

fluoresenssia kuin kuvassa 5.

5.2 Kryopreservaatio

Paras tulos saatiin menetelmélld, jossa esikasvatus tapahtui maljoilla ja pakastus Planer-
laitteella (kuva 7). Téssd menetelmdssa yhteensd 24 linjaa ladhti kasvamaan ainakin
yhdestd toistosta sulatuksen jélkeen, eli kasvuunlahtdprosentti oli 89 %. Toiseksi
parhain menetelm& oli liemiviljely yhdistettynd Mr. Frosty pakastukseen, jolloin
kasvuunl&htoprosentti oli vain 22 %. Kahdella huonoimmaksi osoittautuneista
menetelmistd kasvuunlahtoprosentti oli molemmissa 15 %. Verrattaessa kuinka moni
kaikista naytteista l&hti kasvamaan sulatuksen jalkeen noudattavat tulokset samaa

kaavaa kuin edelld (kuva 7). MP-menetelméssd saatiin 73 % kaikista ndytteista
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kasvamaan. Muiden menetelmien kasvuunléhtoprosentti oli kaikissa alle 20 %. Myos
linjojen valilla oli ndhtdvissa eroja (taulukko 4). Linjat 4310, 9145, 3309 ja 9130
menestyvat kaikissa késittelyissd. Kahden linjan, 4915 ja 4659, naytteistd ei yksikaan

ldhtenyt kasvamaan milladn menetelmalla.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

H Linjat
m Naytteet

Kasvuunlahtdprosentti

=
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Kuva 7. Kasvuunldhtoprosentti jokaisen kasittelyn kohdalla. Linjojen kasvuunldhtdprosentti
kuvaa kuinka monesta linjasta edes yksi toistoista l&hti kasvamaan sulatuksen jélkeen.
Néytteiden kasvuunl&htOprosentti taas kuvastaa sitd kuinka moni kaikista kasittelyn néytteista

lahti kasvamaan sulatuksen jalkeen.
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Kuva 8. Linjan 3604 kolme kasvatusmaljaa kryopreservaatiosta sulattamisen jalkeen.

Vasemmanpuolimmain malja on pakastettu kdyttden maljakasvatusta esikattelynd ja Planer-
jaahdytystd. Ylimpéana oleva malja on pakastettu kdyttden maljaesikasvatusta ja Mr. Frosty -
jaahdytystd. Oikeanpuolimmainen on pakastettu liemiviljelylla ja Mr. Frosty-jaahdytyksella.
Vain vasemmanpuolimmaisella maljalla nakyy uutta kasvua. Muilla maljoilla on nahtavisséa

kuollutta solukkoa, joka ei lahtenyt kryopreservoinnin jalkeen kasvamaan.
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Taulukko 4. Eri linjojen kasvuunl&htd eri menetelmien kohdalla. Numero kertoo kuinka moni

kolmesta toistosta

MP=maljamenetelma

LP=liemimenetelma ja Planer-pakastus, LF=liemimenetelma ja Frosty-pakastus.

lanti

ja

Planer-pakastus,

MF=maljamenetelma

Késittely
Linja Perhe MP MF LP LF
3006  E2515xK805 3 0 0 0
3011 E2515xK805 3 0 0 0
3017  E2515xK805 3 0 0 0
3128  E2853xE231 1 0 0 0
3129  E2853xE231 3 0 0 0
4216  E2853xE231 2 0 0 0
3208  E2853xE330 1 0 0 0
4310  E2853xE330 3 0 1 3
5442  E2853xE330 3 1 0 0
4915 E318xE231 0 0 0 0
4932 E318xE231 3 0 0 0
4934 E318xE231 3 0 0 0
6147 E318xK805 1 0 0 0
6333 E318xK805 3 0 0 1
6375 E318xK805 1 0 0 0
3301  E329xE2089 1 0 0 0
9145  E329xE2089 3 0 2 3
3309  E329xE2089 3 3 2 3
4510 E329xK805 0 0 0 1
9130 E329xK805 2 3 2 3
5602 E329xK805 3 1 0 0
9110 K264xE231 3 0 0 0
4611 K264xE231 3 0 0 0
4659 K264xE231 0 0 0 0
3604 K264xE330 3 0 0 0
5852 K264xE330 3 0 0 0
5859 K264xE330 2 0 0 0
8 7

Y hteensa

a
©

H
o

kasvamaan kahden viikon jélkeen sulatuksesta.

ja

Kasittelyt:

Frosty-pakastus,
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5.3 Kasvunopeus

E2515xK805 E2853xE231
35,00 35,00
30,00 30,00
25,00 25,00
a 4
‘éi 20,00 “8’ 20,00
S = 3006 S ®3128
Z 15,00 = 3011 Z 15,00 = 3129
N N4
3017 4216
10,00 10,00
5,00 5,00
ol il_-‘_-;JL
0,00 0,00
MP MF LP LF MP MF LP LF
Mentelma Menetelma
E2853xE330 E318xE231
35,00 35,00
30,00 30,00
25,00 25,00
a 4
§ 20,00 § 20,00
S m 3208 S ® 4915
Z 15,00 ®4310 2 15,00 m 4932
¥ N4
5442 4934
10,00 10,00
5,00 5,00
0,00 o o 0,00
MP MF LP LF MP MF LP LF
Menetelma Menetelma
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E318xK805 E329xE2089
35,00 35,00
30,00 30,00
25,00 25,00
2 4
“é 20,00 § 20,00
< m6147 = = 3301
Z 15,00 = 6333 2 15,00 = 9145
¥ ¥
" 6375 = 3309
10,00 10,00
5,00 5,00
0,00 ﬂi_-ijl_il 0.00
MP MF LP LF MP MF LP LF
Menetelma Menetelma
E329xK805 K264xE231
35,00 35,00
30,00 30,00
25,00 25,00
Ei 20,00 g 20,00
= ®4510 = ®9110
Z 15,00 = 9130 2 15,00 = 4611
¥ ¥
#5602 = 4659
10,00 10,00
5,00 5,00
0,00 0,00

MP MF LP LF
Menetelma

MP MF LP LF
Menetelma
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K264xE330
35,00
30,00
25,00
5
"8’_20,00
§ m 3604
2 15,00 m 5852
Y
5859
10,00
5,00
I I I
0,00
MP MF LP LF
Menetelméa

Kuva 9. Linjojen kasvunopeudet eri késittelyissa perheittain. Lisaksi esitettynd keskivirhe.
Kasvunopeus on saatu jakamalla toisen punnituskerran tulos ensimmaisen punnituskerran

tuloksella.

Linjojen kasvunopeuksissa oli paljon eroja (kuva 9). MP-kasittelyssa on useimmiten
suurimmat kasvunopeudet. Perheen vaikutus ndkyy kahdessa linjassa (E2853xE231 ja
E318xK805), joiden kaikki linjat kasvoivat huonosti jokaisessa kasittelyssa.

5.4 Maturaatiotesti

Maturaatioon saatiin riittdvasti materiaalia MP-menetelméalla pakastetuista naytteista.
Vain muutamasta muusta ndytteestd saatiin muilla menetelmilld tarpeeksi materiaalia,
joten néitd ei kéytetty maturaatiotestissd. Maturaatiotulokset vaihtelivat hieman
pakastamattomien ja parhaan menetelméan valill4 (taulukko 5). Erot eivét kuitenkaan

olleet merkitsevié (p<0,05).
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Taulukko 5. Linjojen maturaatiotulokset ennen pakastusta (EP) otetuista ndytteistd ja
maljaesikésitellyistd ja Planer-pakastetuista naytteistd (MP). Luvut ovat muodostuneita alkioita
per gramma maturoitua solukkoa kolmen toiston keskiarvona. Lisaksi on esitettynd keskivirhe.

EP MP
Linja Keskiarvo + Keskivirhe Keskiarvo + Keskivirhe
3006 205,7 * 103,0 185,7 * 53,5
3011 36,3 £ 19,2 38,7 17,1
3017 87,8 + 46,1 78,3 * 14,7
3128 78,3 £ 52,9 99,0 + 29,2
3129 112,7 + 30,5 100,0 * 18,7
4216 34,0 £ 26,4 850 = 27,2
3208 99,5 + 15,3 - % -
4310 3270 68,2 206,7 * 41,7
5442 92,3 + 89,4 229,7 * 19,7
4915 0,0 + 0,0 - * -
4932 62,3 + 14,1 97,3 * 38,4
4934 3,7 % 3,7 26,7 £ 15,9
6147 98,0 31,2 - % -
6333 39,0 + 36,0 - * -
6375 12,0 12,0 - % -
3301 60,0 + 33,3 - * -
9145 1810 + 72,8 157,7 49,7
3309 686,3 * 103,4 3130 £ 18,0
4510 0,0 + 0,0 - -
9130 61,3 + 45,0 1947 £ 71,5
5602 62,3 + 30,1 110 + 3,5
9110 0,0 * 0,0 8,0 = 2,0
4611 39,3 36,9 0,0 = 0,0
4659 0,0 * 0,0 - * -
3604 12,7 + 9,8 0,0 = 0,0
5852 0,0 * 0,0 0,0 = 0,0
5859 201,3 * 39,1 335 * 6,9
Yhteensa 96,0 + 26,7 98,1 + 20,1

0 Maturaatiossa ei muodostunut alkioita

- Ei tarpeeksi solukkomateriaalia maturaatiota varten
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5.5 ABA-koe

ABA:n lisdys esikasvatusalustalle ei lisénnyt kasvuunlahtéa (taulukko 6). Yhdeksasta
linjasta kuusi l&hti kasvamaan vahintddn yhdestd toistosta, kun ABA:a oli lisétty
kasvualustalle, jolloin kasvuunlahtoprosentti oli 67 % (kuva 10). Kontrollilinjoista
kahdeksan lahti kasvamaan. Talléin kasvuunlahtoprosentiksi tuli linjojen osalta 89 %,
joka oli sama kuin kryopreservaatiokokeessa samalla menetelmalld saatu tulos. Kun
otetaan ~ huomioon naytteiden kokonaislukumaara  oli ~ ABA-kasittelyn

kasvuunlahtoprosentti 56 % ja kontrollin 78 %.
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Kuva 10. ABA-késittelyn ja kontrollingyteiden kasvuunl&htOprosentit. Vasemmanpuoleinen
pylvds edustaa linjoja, joista edes yksi néyte lahti kasvamaan. Oikeanpuolimmainen taas
naytteitd, jotka l&htivat kasvamaan kun linjojen kaikki kolme toistoa otettiin huomioon.
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Taulukko 6. ABA-kokeessa kasvuun lahteneet maljat linjoittain.

Kasvamaan
lahteneitd maljoja
Linja ABA Kontrolli

4934 2 2
5852 2 3
4310 2 3
3006 0 2
3128 0 2
6375 3 3
4611 3 3
9130 3 3
3301 0 0
Yhteensa 15 21

Viidesta linjasta saatiin solukkoa maturaatiotestiin (taulukko 7). ABA-késitellyista
linjoista saatiin maturoitua jokaisesta nédytteesta alkioita. Kontrolliké&sitellyista kuitenkin
vain kolme linjaa tuotti alkioita. ABA siis ndyttaa lisadvan maturaatioiden onnistumista,
mutta toisaalta muodostuneiden alkioiden mé&ard oli  vahdisempi  kuin
kontrollikasitellyilla. Kontrollindytteiden keskimé&aréinen alkiontuotto oli kolmelta
naytteeltd suurempi kuin ABA-késittelyn vastaava luku viidelta linjalta. Linjat 4611 ja
5852 eivat tuottaneet alkioita ABA-kokeen  kontrollinaytteistd, eivétka
kryopreservaatiokokeen vastaavassa maturaatiotestissd. ABA-késittelyssd ndma linjat

tuottivat kuitenkin muutamia alkioita.
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Taulukko 7. Alkiontuotto kuvattuna yhtd grammaa solukkoa kohden ABA:lla kasitellyissd

néytteissa ja kontrollindytteissa.

ABA Kontrolli
Linja Keskiarvo + keskivirhe Keskiarvo * keskivirhe
6375 128 * 4,9 275 * 1,7
9130 98,5 + 8,3 1155 =+ 36,5
4310 1518 * 8,9 1658 + 155
4611 18,3 + 10,9 0,0 0,0
5852 19 =+ 19 00 * 0,0
Keskiarvo 56,7 * 26,2 61,8 + 30,0

Naytteiden kasvunopeuksista huomaa, ettd samat linjat ovat lahteneet kasvamaan muita
paremmin molemmissa kaésittelyissd (taulukko 8). Kontrollikasittelyssa keskiarvo
kaikkien linjojen kasvunopeudesta on suurempi. Koska kontrolliké&sittelyssa kasvuun
lahteneiden maljojen maaré oli suurempi, selittyy suurempi kasvunopeuksien keskiarvo
talld.  Suurimman  kasvunopeuden  saanut linja 4310 kasvoi = myos

kryopreservaatiokokeen vastaavassa MP-menetelméssa hyvin.

Taulukko 8. ABA-kokeen néytteiden kasvunopeuksien keskiarvot ja keskivirheet.

Kasvunopeus
Linja ABA £ Kkeskivirhe Kontrolli + keskivirhe
4934 1,15 + 0,64 0,59 + 0,10
5852 7,31 £ 597 9,78 £ 2,18
4310 10,79 + 5,53 47,88 + 29,90
3006 043 + 0,14 1,97 £ 0,69
3128 1,25 + 0,09 1,70 + 0,88
6375 12,20 £ 9,74 4,25 £ 2,45
4611 8,76 + 3,11 16,75 + 5,98
9130 10,72 £ 3,21 6,27 = 1,59
3301 0,46 + 0,23 0,50 + 0,19
Keskiarvo 590 = 1,12 9,97 = 5,06



41

5.6 Telomeerit

Né&ytteiden telomeerien koot vaihtelivat valilla 18,6-14,2 kb (taulukko 9).
Epdonnistunutta kryopreservaatiomenetelmaa edustaneet naytteet eivét antaneet tulosta,
koska naytteiden DNA oli luultavasti niin hajonnutta ettei se nékynyt geelikuvassa
(kuva 11). Kolmen linjan telomeerien koossa ei ndkynyt merkittdvad vaihtelua
verrattaessa kryopreservoimatonta ja kryopreservoitua naytetté (taulukko 9). Linja 5852
antoi tulokseksi suuremman telomeerialueen kryopreservoidussa naytteessa. Vain linja

4611 naytti merkkeja lyhentyneesta telomeerialueesta.

Taulukko 9. Telomeerien koot (kb) pakastamattomissa néytteissa (EP) ja maljalla

esikasvatetuista ja Planer-pakastetuista ndytteista (MP).

Késittely
Linja EP MP
4934 17,3 17,2
6375 17,4 17,4
5852 16,9 18,6
4611 16,3 15,5
3128 14,2 14,2

Keskiarvo 16,4 16,6
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Kuva 11. Naytteiden telomeerit, joiden koko vaihtelee 18,6 ja 14,2 kb:n valill&. Ep&onnistuneita
kryomenetelmid (MF tai LP) edustavien ndytteiden DNA on hajonnutta ja se nakyy aivan kuvan
alareunassa. Kuvassa EP=ennen pakastusta, MP=maljaesikasvatus ja Planer-pakastus,
MF=maljaesikasvatus ja Frosty-pakastus, LP=liemiesikasvatus ja Planer-pakastus.



43

5.7 Mikrosatelliitit

Mikrosatelliittianalyysissd ei  huomattu eroavaisuuksia kryopreservoitujen ja
kasitteleméattomien naytteiden valilla (taulukko 10).

Taulukko 10. Linjojen mikrosatelliittianalyysin tulokset kahden lokuksen (SD1 ja SG3)
kohdalta. EP=ennen pakastusta, MP=maljaesikasvatus ja Planer-jadhdytys.

SD1 SG3
Linja Perhe EP MP EP MP
3006 E2515xK805 *
3011 E2515xK805 - 131/131 136/145 136/145
3017 E2515xK805 126/126 126/126 131/136 131/136
3128 E2853xE231 131/134 131/134 136/136 136/136
3129 E2853xE231 131/134 131/134 129/137 129/137
4216 E2853xE231 131/134 131/134 130/135 -
3208 E2853XE330 131/134 131/134 134/135 134/135
4310 E2853XE330 144/144  144/144 135/138 135/138
5442 E2853xE330 131/134 131/134 135/137 135/137
4915 E318xE231 134/144  134/144 135/137 135/137
4932 E318xE231 134/146 134/146 137/137 137/137
4934 E318xE231 *
6147 E318xK805 146/146 146/146 131/137 131/137
6333 E318xK805 - - 131/137 131/137
6375 E318xK805 134/134 134/134 137/145 137/145
3301 E329xE2089 142/148 142/148 125/125 125/125
9145 E329xE2089 142/148 142/148 120/133 120/133
3309 E329xE2089 148/165 148/165 120/133 120/133
4510 E329xK805 165/165 165/165 133/144 133/144
9130 E329xK805 165/165 165/165 131/133  131/133
5602 E329xK805 165/165 - 125/145 125/145
9110 K264xE231 133/133 133/133 136/143 136/143
4611 K264xE231 - - 135/135 135/135
4659 K264xE231 - - 135/135 135/135
3604 K264xE330 295/295 294/296 133/143 133/143
5852 K264xE330 146/146  146/146 133/143 133/143
5859 K264xE330 *

- Mikrosatelliittianalyysi ei
onnistunut

* Naytteiden DNA-eristys epdonnistunut
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6 TULOSTEN TARKASTELU

6.1 Kryopreservaation onnistuminen

Kokeessa kaytetyista menetelmistd 16ytyi selvasti paras menetelma kuusen
kryopreservaatioon. MP-késitellyista (maljaesikasvatus ja Planer-pakastus) naytteista 89
% linjoista lahti kasvamaan kaksi viikkoa sulatuksen jéalkeen, kun kolmen muun
menetelman vastaava luku jai kaikissa alle 22 %. Kun otetaan huomioon kaikki kolme
toistoa linjasta MP-menetelman kasvuunléhtéprosentti oli 73 %. Onkin oleellista, etta
kryopreservaatiossa pakastetaan useampia naytteitd, jotta kasvuunldhddn onnistuminen
on varmempaa. Myo6s FDA-varjays nayttad, ettd naytteet selvisivat MP-menetelméssa

elossa, kun muilla menetelmilla pakastettujen naytteiden solut olivat kuolleita.

Neljan viikon jalkeen sulatuksesta 70 % MP-linjoista oli kasvanut kaksinkerroin
solumassaa verrattuna ensimmaiseen punnitukseen. Muita tutkimustuloksia kuusen
kryopreservaation onnistumisesta on julkaistu varsin véhan. Norgaard ym. (1993)
raportoivat 61 % linjoista oli selvinnyt jokaisesta Kkryopreservaatiokerrasta.
Krekanpihdalla (Abies cephalonica) tehdyilla kokeilla kasvuunlahto oli 71 % (Aronen
ym. 1999). Krajnakova ym. (2011) raportoivat samaten kreikanpihdalla jopa 100 %
kasvuunlahdostd. Haggman ym. (1998) saivat méannyn (Pinus sylvestris)
kryopreservaatiosta tulokseksi 78 % kasvuunlahddn. Naissé kolmessa edellda mainitussa
kokeessa kryopreservaatioprotokolla oli yhtenevd tdssa kokeessa kaytettyyn MP-

menetelmaan.

Kuusella on raportoitu kryopreservaation jalkeisesta lag-vaiheesta, jolloin kasvu ei ole
ldhtenyt kunnolla vauhtiin (Norgaard ym. 1993). Norgaardin ym. (1993) kokeessa kasvu
oli hidasta kaksi ensimmadistd viikkoa ja lahti kunnolla nousuun vasta neljdn viikon
jalkeen sulatuksesta. Haggman ym. (1998) raportoivat samanlaisesta ilmidsta myos
ménnylld. Tassd kokeessa linjojen kasvun seuranta loppui neljan viikon jéalkeen
naytteiden sulattamisesta. On mahdollista, ettd jotkut linjat olisivat lahteneet kunnolla
kasvamaan vield muutaman lisaviikon jalkeen. Metsénjalostussyklia ajatellen on
tarpeen, ettd kasvuunlahtoprosentti on mahdollisimman suuri. MP-menetelma toimi

selvasti hyvin, mutta siitd on muokattava varmempi. On toki my6s otettava huomioon,
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etta linjojen genotyypilld on vaikutusta kryopreservaation onnistumiseen (Norgaard ym.
1993).

Kokeen kolme muuta menetelmad antoivat selvasti huonomman tuloksen. Kuitenkin
samankaltaisia menetelmi& on kaytetty muualla onnistuneesti. Pinus caribealla on tehty
kryopreservaatiota onnistuneesti liemiviljelylla (Laine ym. 1992). Valkokuusella (Picea
glauca) liemiviljelylld saatiin 94 % selviamisprosentti (Kartha ym. 1988). Myds Metlan
aikaisempi kryopreservaatiomenetelma perustui liemiviljelyyn, mutta tulokset olivat

silloin huonot.

Nalgenen Mr. Frostyn tapaista pakastusastiaa on myos kaytetty hyvilla tuloksilla useissa
eri kokeissa (Ford ym. 2000, Fenning ja Park 2002). Fenning ja Parkin (2002)
kuvaamassa menetelméssé oli myos kaytossé liemiviljely esikésittelynd ja néin saatiin
70 % selvidmism&ard. Mr. Frostyn pieni koko ja helppo toimintatapa olisi
kustannustehokkaampi  vaihtoehto ~ Planer-pakastimelle.  Nestetypen  kéyttd
jadhdytyksessd nostaa kryopreservaation hintaa ja siten koko toimintaketjun
kustannuksia. Etenkin mahdollisissa kaupallisissa sovelluksissa tdma muodostuisi

ongelmaksi, jos lopputuotteen hintaa ei saada alennettua.

Kokeessa oli myos nahtavilla selvasti genotyypin vaikutus selviytymiseen. Kaksi linjaa,
3309 ja 9013, lahtivat kasvuun kaikissa neljassa kasittelyssa. Linjat 4310 ja 9145 taas
kasvoivat hyvin kolmessa kaésittelyssd. Muutama linja ei kasvanut yhdessakaan
kasittelyssa ja osa saattoi lahted kasvuun vain yhdesta kolmesta toistosta. Muun muassa
(Norgaard ym. 1993) ovat todenneet genotyypin vaikuttavan Kkryopreservaatiosta

selviytymiseen.

6.2 Maturaatiotulokset

Maturaatiotulokset parhaassa MP-menetelmassé olivat vaihtelevia. Kokeen 27:std
linjasta yhdeksastd ei saatu tarpeeksi solukkoa maturaatioon. Kolme maturoiduista
linjoista ei tuottanut yhtdan alkioita. Vain 11 linjaa tuotti yli 50 alkiota per yksi
grammaa maturoitavaa solukkoa. T&méa on erittdin huolestuttavaa, koska maturaation

onnistuminen ja varmuus on tarked tekijd metsanjalostuksen syklissé, jotta geneettista
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materiaalia  saadaan  sdilottyd  koko  jalostussyklin  tarvitsemaksi  ajaksi.
Kryopreservaation onnistumisen lisdksi on oltava varmuus siitd, etta pakastetusta
solukosta saadaan tuotettua sailytyksen jélkeen uusia taimia. Ongelma on mydos se, ettd
kokeeseen valittiin linjat hyvien alkiontuotto-ominaisuuksien perusteella. Silti myods
pakastamattomien ndytteiden maturaatiotulokset olivat osittain huonot. Viisi linjaa
pakastamattomista néytteista ei tuottanut yhtak&an alkiota, ja vain viisitoista linjaa tuotti
yli 50 alkiota/g solukkoa. Maturaatiotuloksien keskivirheet olivat osalla linjoista hyvin
suuret. Maturaatiotestissa jokaisesta naytteestéd tehtiin kolme toistoa, joiden keskiarvot
alkiontuotosta antoivat maturaatiotuloksen. Suuri keskivirhe kertoo kuinka vaihtelevia
kolmen toiston tulokset saattoivat olla. Pahimmillaan kolmesta toistosta yksi tuotti vain
muutamia alkioita per gramma kun toinen taas tuotti useita satoja alkioita grammaa
kohden. RIiittdvien toistojen maara on Kriittinen maturaatiokokeissa, jotta linjojen

todellista alkiontuottokykyé voidaan arvioida.

Vaihtelevia maturaatiotuloksia on todettu myds esimerkiksi kreikanpihdalla
(Krajnakova ym. 2011) ja mannylld (Latutrie ja Aronen 2013). Yksi syy kokeen
huonoihin maturaatiotuloksiin voi olla kdytetyn solukon vanha ikd. Vaikka linjojen
alkiontuottokyky oli testattu, niin testauksen ja tdman kokeen vélissé oli aikaa kulunut
jo yli vuosi. Solukko menettdd ajan myo6ta vahitellen alkiontuottokykyaan. Siksi onkin
tarkedd saada metsanjalostuksen kenttatestattavaa materiaalia mahdollisimman nopeasti

kryopreservoitavaksi, jotta sen alkiontuottokyky pysyy hyvana.

Merkittavad on myaos se, ettei hyva kasvunopeus taannut hyvaa maturaatiotulosta. Linjat
4611, 3604 ja 5852 eivét tuottaneet maturaatiossa yhtakdan alkiota, mutta niiden
kasvunopeus oli hyva. Linjan 4611 kasvunopeus oli jopa suurin kaikista linjoista. Hyvé
kasvunopeus ei takaa hyvdd maturaatiotulosta, mutta toisaalta todella huono
kasvunopeus (kasvunopeus alle kaksi) johtaa siihen ettei maturaatioon saada tarpeeksi

solukkoa.

6.3 ABA:n vaikutus kryopreservaatioon

ABA:n lisdys suoja-aineisiin kryopreservaatiossa ei tuonut parempia tuloksia

kasvuunlahdossa. Naytteet eivat l&hteneet kasvuun paremmin, eikd niilld ollut
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suurempia kasvunopeuksia. Hazubska-Przybyl ym. (2013) kokeessa ABA:n lisdys lisési
naytteiden selviamista kryopreservaatiosta. Samaisessa kokeessa esikésittelymenetelméa
oli kuitenkin hyvin erilainen verrattuna tdman kokeen menetelmaéan. Esikasittely
ABA:aa sisaltavalla maljalla kesti yhteensd viikon, kun téssa kokeessa solukko oli
ABA:a sisaltavalla maljalla kaksi paivad. Lisdksi kokeeseen liittyi vielda solukon
ilmakuivatus viikon esikasvatuksen jalkeen ennen pakastamista. On mahdollista, ettd
pitkdaikaisempi vaikutusaika ABA:lle seka ilmakuivatuksen kayttdé on voinut lisatd

Kryopreservaation onnistumista.

ABA:n lisayksen vaikutus nékyi kuitenkin selvemmin maturaatiotuloksissa. Kaikki
maturoidut ABA-kokeen linjat lahtivdat tuottamaan alkioita. Alkioita muodostui
kuitenkin vahemman kuin kontrollinaytteillda. ABA-késittelylla saatiin jopa tuotettua
alkioita linjalla 5852, joka ei ollut tuottanut alkioita edes pakastamattomasta ndytteesta.
ABA:n lisdys kaikkiin kryopreservaatioalustoihin ei ole perusteltua, mutta sita voitaisiin
hyodyntéé joissakin tapauksissa. Erittdin geneettisesti arvokkaiksi arvioitujen linjojen
kryopreservoinnin onnistumisen takuuksi olisi mahdollista tehdd myods ABA:lla
esikésiteltyja naytteitd. Tama voisi olla erédéanlainen varmuuskopio todella térkeista
naytteistd, joiden alkiontuottokyky on jo voinut laskea.

6.3 Geneettinen stabiilisuus

Mikrosatelliittianalyysin mukaan parhaaksi valittu Kkryopreservaatiomenetelma ei
aiheuttanut solukossa muutoksia. Hazubska-Przybyl ym:n (2013) tutkimus paatyi myos
samaan tulokseen kuusella kayttéen viitta eri mikrosatelliittilokusta. Kryopreservaation
ei ole todettu vaikuttavan kryopreservoitavan materiaalin geneettiseen pysyvyyteen
(Harding 2004).
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6.4 Telomeerit

Kuusen telomeerien pituuksissa oli hieman vaihtelua kryopreservaation jélkeen.
Kolmella néaytteelld telomeerialue oli samankokoinen kryopreservaatiokasittelyn
jalkeen. Linjan 5852 telomeerialue oli kasvanut, mutta tdma saattaa johtua myods
virheesta analyysivaiheessa. Linjan 4611 telomeerialue oli kuitenkin pienentynyt.
Keskiarvoisesti  kryopreservoitujen  naytteiden  telomeerialue  oli  suurempi
kryopresevoiduissa naytteissd, mutta tdhan vaikutti suuresti linjan 5852 tulos. Kun
linjaa 5852 ei oteta huomioon, kaantyy keskimé&&rdinen tulos toisinpdin. Tuolloin
pakastamattomien naytteiden telomeerien keskiméaardinen pituus on 16,3 kb ja
kryopreservoitujen 16,1 kb. N&in pienelld otoskoolla on kuitenkin mahdotonta antaa
tdysin luotettavaa tulosta. Aikaisemmissa tutkimuksissa on todettu lyhentyneitd
telomeerialueita (Honda ym. 2001, Perez-Cerezales ym. 2011, Jenkins ym. 2012).
Carton-Garcia ym. (2013) toisaalta eivat mydskaan loytaneet kryopreservaatiosta

telomeereja lyhentévaa vaikutusta.

Véhaisten ja eroavien tutkimustulosten vuoksi on selvédd, ettd asiaa on tutkittava
edelleen. Erds ongelma on analyysiin tarvittavan solukkomassan kasvattaminen. Tahan
kokeeseen DNA-nayte kerdttiin vasta neljan viikon jalkeen sulatuksesta. Telomeraasi-
entsyymin aktiivisuuden on todettu lisdantyvédn monilla kasveilla solukkoviljelyssé
(Fitzgerald ym. 1996). Toisaalta koivulla on todettu pitkdaikaisen solukkoviljelyn
lyhentdvan telomeereja (Aronen ja Ryynédnen 2013). Jatkossa olisi tarpeellista paésta
kasiksi telomeeritutkimukseen mahdollisimman pian sulatuksen jalkeen, jotta muut
vaikuttavat tekijat saataisiin eliminoitua. On kuitenkin vaikeaa eristdd ehjad DNA:ta
naytteistd, jotka eivét ole vield kasvaneet uutta solukkoa tarpeeksi. Téassa kokeessa
epaonnistuneita menetelmia edustavien naytteiden DNA oli niin hajonnutta, ettei
telomeereja voinut tarkastella ja tdten ei ollut mahdollista saada tietoa telomeerien
yhteydesta epdonnituneeseen kryopreservaatioon.
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7 JOHTOPAATOKSET

Kokeessa loytyi selvésti paras menetelmd, ja tulos oli huomattavasti parempi kuin
entinen kaytossa ollut. Mikrosatelliittianalyysi vahvisti my6s ettei linjoissa ollut
tapahtunut somaklonaalisia muutoksia kryopreservaation takia, mika tukee myos yleista
olettamusta. Tutkimuksessa todettiin myds, etteivat kuusen telomeerit lyhentyneet
merkittdvasti  kryopreservaation aikana. Tama oli toistaiseksi ensimmainen
tutkimustulos liittyen kuusen telomeereihin kryopreservaation jalkeen. Telomeerien
lyhentymisen arvioiminen vaatii kuitenkin lis&a tutkimusta, jotta voidaan varmistua ettei

kryopreservaatio todella vaikuta haitallisesti telomeereihin.

Tulevaisuudessa on tarpeen kehittad viela kolmea aspektia. Vaikka maljaesikésittely ja
Planer-pakastus antoivat hyvan selviytymisprosentin, on tassakin vield parannettavaa.
Kryopreservaatiomenetelman luotettavuus on erittéin tarke&a. Vaikeampi kehityskohde
on solukon maturoimisen onnistumisen takaaminen. Kryopreservaation onnistuminen
on hyddytontd, jos solukosta ei saada luotettavasti tuotettua uusia alkioita ja sitd kautta
taimia. Kryopreservoitavan solukon tulisi siksi olla mahdollisimman nuorta, jotta
alkiontuottokyky ei ole ehtinyt laskea. Kokeessa testatusta ABA-menetelmasta voi olla
hyOtya joissakin tapauksissa, kun sdilotddn arvokasta materiaalia, jonka
alkiontuottokyky on oletettavasti huonontunut. Tassa tutkimuksessa ei kasitelty
alkioiden kasvamista taimiksi, mutta niiden kasvatus on myos oleellinen osa SE-ketjua.
Maturaatioiden ja taimikasvatuksen onnistumisen turvaaminen on yksi suurimmista
haasteista SE-solukon viljelyssa. Alkioiden itdminen ja taimien kasvatus on huomioitu
ongelmaksi myds esimerkiksi Ison-Britannian SE-tutkimuksessa (Fenning ja Park
2002).

Kolmas ongelma liittyy kustannustehokkuuteen. Kryopreservaation ja SE-tuotannon
takana on myos ajatus hyvélaatuisten taimien tuottamisesta kaupallisiin tarkoituksiin.
Talla hetkelld yhden taimen hinta on niin korkea, ettei se ole Kkilpailukykyinen.
Kustannuksien alentaminen vaatisi monia toimia. Valitettavasti t4ssd kokeessa testatut
menetelmat, jotka olisivat voineet védhentdd kustannuksia, eivét toimineet. Etenkin
helppokéyttéisen Mr. Frostyn huonot tulokset vaikeuttavat kustannuksien vahenemista.
ABA:n lisdys ei tuonut parempia tuloksia, mutta toisaalta kalliin kasvihormonin liséys

kaikkiin kryopreservaatiokasittelyihin olisi ollut hyvin kallista.
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Vaikka SE-sykliin liittyy ongelmia, on tulevaisuudessa mahdollista saada sen taysi
potentiaali kayttéon. Tama vaatii kuitenkin lisdd tutkimista ja kehittamista.
Tutkielmassa todettu kryopreservaatiomenetelman onnistuminen vie tata tavoitetta

muutamalla askeleella eteenpain.
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