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Opinnéaytetyon tarkoituksena oli 10ytaa aasiankilpikierrolle (Menispermum
dauricum) sopiva aloitusalusta seka sterilointimenetelma mikrolisaamista
varten. Opinnaytetyon tilaaja oli Hadmeen ammattikorkeakoulun Lepaan
yksikdn mikroliséyslaboratorio. Onnistuneesti aloitettua solukkoviljelméaa
voidaan jatkossa kéyttad aasiankilpikierron monistamiseen mikrolisdysla-
boratoriossa.

Toiminnallinen osuus suoritettiin alkuvuodesta 2016 Lepaan yksikén mik-
rolisdyslaboratoriossa. Emokasvit kasvoivat Lepaan yksikdn puistossa ja
ne hyddettiin Lepaan kasvihuoneessa. Niistad otettiin lisdysmateriaaliksi
hyotyneitd jalkisilmuja eli juurivesoja. Lisdysmateriaalin sterilointiin kay-
tettiin menetelmaa, jossa tehtiin saippuapesu seka etanoli- ja natriumhy-
pokloriittikasittely. Aloitusalustoja valittiin nelja: MS + BAP 0,5 mg/l +
adeniinisulfaatti 50 mg/l + glutamiini 150 mg/l; WPM + BAP 0,5 mg/l +
adeniinisulfaatti 50 mg/l + glutamiini 150 mg/l; MS + BAP 2,0 mg/l ja
WPM + BAP 2,0 mg/l. Aloitusalustavalinnoilla haluttiin vertailla MS
(Murashige & Skoog) ja WPM (woody plant medium) perusreseptityyppe-
ja seka kasvihormoni BAP:n eri pitoisuuksia, joita adeniinisulfaatti ja glu-
tamiini kompensoivat.

Koeputkiin hankasilmuista perustettuja aloituksia havainnoitiin neljan vii-
kon ajan kerran viikossa. Havainnoinneissa tarkkailtiin kasvua, ja Kirjattiin
ylos kuolleiden ja infektoituneiden aloituksien méaérd. Lis&aineellisilla
alustoilla kasvaneet aloitukset kasvoivat paremmin ja muistuttivat eniten
aikuisen aasiankilpikierron fenotyyppia. Infektioita esiintyi kaikilla neljal-
14 alustalla ja yhteensé aloituksista infektoitui 64 %. Kuolleita aloituksia ei
esiintynyt lainkaan. Aloitusvaiheen jalkeen aloitukset siirrettiin monistus-
alustoille.

Lisaaineellisia aloitusalustoja voidaan todennékdisemmin kayttda aasian-
kilpikierron mikrolisddmiseen kuin lisdaineettomia aloitusalustoja. Kéytet-
ty sterilointiké&sittely toimi hyvin aasiankilpikierrolla. Emokasvimateriaa-
lin hy6tdminen todenndkoisesti vahensi infektioiden méaréa.

Mikroliséys, aasiankilpikierto, Menispermum dauricum, aloitusalusta
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The purpose of this thesis was to find a suitable medium and sterilization
method for micropropagation of Asian moonseed (Menispermum
dauricum). The commissioner of this thesis was the micropropagation la-
boratory of Lepaa unit in Hame University of Applied Sciences. Success-
fully started tissue cultures can be used to multiplicate Asian moonseed in
micropropagation laboratories in the future.

The practical part was carried out in the micropropagation laboratory of
Lepaa unit in early 2016. Parent plants grew in the park of Lepaa unit and
they were forced in a greenhouse in Lepaa. Forced adventitious buds or
suckers from them were chosen as the propagation material. The steriliza-
tion method was used to sterilize the propagation material, which included
soap wash and ethanol and sodium hypochlorite treatment. Four initiation
media were made: MS + BAP 0,5 mg/l + adenine sulphate 50 mg/I + glu-
tamine 150 mg/l, WPM + BAP 0,5 mg/l + adenine sulphate 50 mg/l + glu-
tamine 150 mg/l, MS + BAP 2,0 mg/l and WPM + BAP 2,0 mg/l. These
media were chosen to compare MS (Murashige & Skoog) and WPM
(woody plant medium) basic recipes and different concentrations of plant
hormone BAP which adenine sulphate and glutamine compensate.

The adventitious shoot culture was established in to test tubes and initia-
tions were observed once a week for four weeks. In the observations the
growth of the initiations was monitored and the number of the dead and
infected initiations was written down. The growth was better looking and
the growth reminds more of the phenotype of an adult plant of Asian
moonseed in media with additives. Infections appeared in all four media
and in all 64 % of all initiations were infected. None of the initiations died.
After stage Il the initiations were transferred in to multiplication media.

The media with additives can more likely be used as an initiative medium
for Asian moonseed. The used sterilization method worked well for Asian
moonseed. Forcing the parent plant material likely reduced the number of
infections.

Micropropagation, Asian moonseed, Menispermum dauricum, medium
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TERMIT JA LYHENTEET

2,4-D

2iP

agar

aloituskasvualusta

aseptinen

autoklaavi

BAP, BA

ex vitro

IAA

IBA

in vitro

kasvihormoni

KIN

2,4-dikloorifenoksietikkahappo,  synteettinen  auksiini,
(2,4-Dichlorophenoxyacetic acid)

Isopentenyladeniini,  synteettinen  sytokiniini,  (N6-
Isopentenyladeninen)

Punalevistd eristetty hiilihydraattipolymeeri, jota kayte-
tdan mikrolisdyksessa ravintoalustojen kiinteyttdmiseen

Ravintoalusta, johon mikroviljelma aloitetaan. Siséltaa
reseptin mukaisen ravintoalustan (kantaliuoksia, hormone-
ja ja sokereita) ja hyydyttavan aineen. Aloitus tehd&an
usein koeputkiin.

Mikrobittomissa olosuhteissa

(tarkemmin: hdyryautoklaavi) Sterilointiin kaytettéva sul-
jettava paineastia, jonka toiminta perustuu 121 °C lamp6ti-
laan, 1 baarin ylipaineeseen seké kyllaiseen vesihdyryyn.
Sterilointikasittely kestdd 15 minuuttia. Kaytetaan tyovali-
neiden, astioiden ja ravintoalustojen sterilointiin.

6-bentsyyliaminopuriini/bentsyladeniini, kasvihormoneja,
jotka ovat synteettisia sytokiniineja, (6-
bentsyliaminopurine/benzylamine)

Ei lasin sisalla, normaaleissa lisdysolosuhteissa

Indolyylietikkahappo, ensimmaisena I0ydetty kasvihor-
moni, luontainen auksiini, (indole-3-acetic acid)

Indolivoihappo, luontaisesti esiintyvéa auksiini, (indole-3-
butyric acid)

Lasin sisalld, usein koeputkessa tai lasipurkissa
Kasvien itsensa tuottamia tai synteettisia aineita, jotka
vaikuttavat kasvin kasvuun, kehitykseen ja aineenvaihdun-

taan. Vaikuttavat jo hyvin pienind pitoisuuksina.

Kinetiini, luontainen sytokiniini, (kinetin)



laminaarivirtauskaappi

mikrolisays

MS-alusta

NAA

steriili/sterilointi

WPM-alusta

Steriili tyoskentelytila, jossa koneisto puhaltaa puhdasta
ilmaa poispain tyoskentelytilasta, jolloin huoneilma ja sii-
né olevat epapuhtaudet eivét paése kosketuksiin kaapin si-
sélla olevien steriilien esineiden ja mikrolisattavien kas-
vien kanssa.

Kasvin solujen, solukoiden ja kasvin osien viljelya asepti-
sissa olosuhteissa ravintoalustalla

Toshio Murashigen & Folke K. Skoogin kehittamé kasvu-
alustaresepti ruohovartisille kasveille, kehitetty 1962

a-naftaleenietikkahappo, synteettisesti valmistettu auksii-
ni, (naphthalene acetic acid)

Mikrobeista puhdistettu/mikrobeista puhdistaminen

Gregory Llyod & Brent McCown kehittaméa kasvualusta-
resepti puuvartisille kasveille, kehitetty 1981, (woody
plant medium)
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Aasiankilpikierron mikroviljelman aloitus

1 JOHDANTO

Kilpikiertokasvit-neimon (Menispermaceae) kasveja, johon Kkilpikierrot
lukeutuvat, on tutkittu l&hinnd laédketeollisuuden kayttdda varten niiden
luontaisella levinneisyysalueella 1t4-Aasiassa. Suomessa kilpikiertoja kay-
tetddn koristekasveina. Tutkimusta kilpikiertojen mikrolisadmisestd Eu-
roopassa on tehty vahén, joka nékyy véhdisten julkaisujen maaréssa. Suo-
messa ei ole asiaa oletettavasti tutkittu lainkaan. Tutkimustuloksia aasian-
kilpikierron onnistuneesta mikrolisaédmisesta ei ole. Kokeita tulee tehda li-
séé, jotta mikrolisaamistd voidaan pitaa kilpikiertojen lisdédmisen keinona.

Mikrolisddmisessa kasvualusta koostuu makro- ja mikroravinteista, ener-
gianldhteesta ja vitamiineista, hormoneista ja mahdollisista muista lisaai-
neista. Kasvit vaativat kuitenkin naiden aineiden erilaisia pitoisuuksia
muodostaakseen versoja ravintoalustalla. Oikeanlaisen ravintoalustan 10y-
tdminen vaatii tutkimusta, jos sita ei jo aiemmin ole tehty tai tutkimuksista
ei tiedeta.

Ongelmia aloitusalustojen ja -materiaalin valinnassa voivat tuottaa aasian-
Kilpikierron regeneraatiokyky seka verson osittainen puutuminen. Aasian-
kilpikierto (Menispermum dauricum) on seka ruoho- etté puuvartinen kas-
vi, joka asettaa tiettyjd ehtoja aloitusalustojen perusreseptivalinnoissa.
Opinnaytety6 pyrkii ottamaan kantaa molempiin ongelmiin lisdysmateri-
aalin seké vertailtavien aloitusalustojen valinnalla.

Kasvin pinnalla elda infektioita aiheuttavia tekijoitd, jotka pyritdan pois-
tamaan pintasteriloinnilla ennen viljelméan aloittamista. Infektion sisélté-
mét viljelmat ovat kéyttokelvottomia. Sterilointikasittelyjd on monenlaisia,
ja ne siséltavat erilaisia aineita ja vaiheita. Toiset kasittelyt tehoavat mik-
robeihin heikosti, toiset taas saattavat olla niin voimakkaita, ettd tuhoavat
myo0s steriloitavan kasvin. Kasittelyn tehoon vaikuttaa olennaisesti kasvin
pinnan rakenne. Opinndytetydssd pyritaan loytamaan sterilointikasittely,
joka ei ole liian tehokas, mutta tehoaa my6s mikrobeihin kohtuullisesti.

Hémeen ammattikorkeakoulun Lepaan yksikon mikrolisayslaboratorion
kautta opinnéytetyon tilanneen suomalaisen taimiston tarve lisité aasian-
Kilpikiertoa vuodessa on maaréllisesti suuri. Tarvemaaran nahden nykyiset
lisdystekniikat ovat hitaita. Mikrolisaédminen mahdollistaa muun muassa
kasvimassan lisadmisen nopeasti, taimien tasalaatuisuuden ja puhtauden
kasvipatogeeneistd. Koska virallisia tutkimuksia aiheesta ei ole aiemmin
tehty Suomessa, Lepaan mikrolisdyslaboratorioon perustetaan mikrovil-
jelmd. Opinndytetyon tarkoitus on selvittdd, milld aloitusalustalla aasian-
kilpikierron mikrolisédys voidaan aloittaa. Onko aasiankilpikierron lis&a-
minen mikrolisdyslaboratoriossa mahdollista? Millaisen aloitusalustan se
vaatii?
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2 MENISPERMACEAE-HEIMO

Menispermaceae eli Kilpikiertokasvit ovat kaksisirkkaisia kdynnoksia.
Heimoon kuuluvat kdynnokset ovat usein puuvartisia, mutta heimoon kuu-
luu joitakin pensaita, puita ja ruohovartisia lajeja. Kilpikiertokasvit muo-
dostavat kevéisin juurivesoja ja siten muodostavat uusia versoja joka vuo-
si. Niiden lehdet ovat sijoittuneet versolle Kierteisesti. Lehti on kilpimai-
nen ja lapa kulmikas. Kilpikiertokasvit kukkivat pienin vaaleankeltaisin tai
-vihrein kukin, jotka ovat lehvaston alla piilossa (Alanko & Kahila 2003,
62). Kukinto on terttumainen huiskilo, ja sen kukat ovat yksineuvoisia.
Koiras- ja naaraspuoliset kukat sijaitsevat eri yksiloissa eli kilpikiertokas-
vit ovat kaksikotisia. Hedelmaittyneista kukista muodostuu hedelmig, jot-
ka ovat luumarjoja. Endokarppi on kaareva ja uurteinen. (Wilkinson 1980,
801-802.)

Kilpikiertokasvit kasvavat p&aasiassa trooppisissa sademetsissa. Kilpikier-
tokasveja kaytetaan ladke- ja rohdoskasveina varsinkin niiden luonnollisil-
la levinneisyysalueilla Eteld-Aasiassa, Keski- ja Etela-Afrikassa, Etela-
Amerikassa ja Pohjois-Amerikan eteldosissa. (Wilkinson 1980, 801-802.)
Niitd kéytetadn ladke- ja rohdoskasveina muun muassa niiden erittdmien
alkaloidien takia. Tinospora cordifolia ja Cocculus hirsutus ovat laéke-
kasveja, joilla on parantavia vaikutuksia. T. cordifoliasta valmistettavaa
ladketta kaytetaan ihmisen diabeteksen oireiden véhentamiseen ja immuu-
nijarjestelmén parantamiseen (Sharma ym, 2015). C. hirsutus parantaa
haavoja ja paiseita (Meena, Singh & Patni 2012). Sharman, Vashisthan,
Singhin & Kumarin (2015) ja Meenan, Singhin, & Patnin (2012) mukaan
ladketeollisuudessa kéytettavia kilpikiertokasveja on vaikea liséaté tai niita
on muuten vahan. Esimerkiksi Intian ja Sri Lankan alueella kasvavaa Cos-
cinium fenestratum-lajia kaytetaan laékekasvina ja sita on hakattu metsisté
la&keteollisuuden kéayttoa varten. Laajojen hakkuiden takia C. fenestratum
on luokiteltu uhanalaiseksi lajiksi. (Senarath, 2010.) Kilpikiertokasvien
heimoon kuuluvia kasveja on niiden hyodyllisyyden takia tutkittu paljon ja
yritetty lisatd mikrolisdyksen keinoin.

2.1 Kilpikierrot Suomessa

Kilpikierrot (Menispermum) ovat Kilpikiertokasvien heimoon kuuluvia
kdynnoskasveja, joita kaytetddn Suomessa koristekasveina. Niiden koris-
tearvo on peittavassa lehvéstossa (Alanko & Kahila 2003, 62). Kilpikierrot
ovat kesévihantia, joiden versot toisinaan puutuvat tyvesta. Ne kasvavat 2-
3 metria korkeiksi ja vaativat kasvaessaan tukea. Ne kiinnittyvat tukeen
kiertymalla. Kilpikierrot kukkivat Suomessa kesakuussa pienin vaalean-
keltaisin kukin. Raaka marja on vaalean vihreé ja kypsyessaan se muuttuu
tumman siniseksi. (Alanko 1988, 161.) Siemen on puolikuun muotoinen ja
niitd on vain yksi jokaisessa marjassa (Alanko & Kahila 2003, 62).

Suomessa myydaan koristekasvina kahta eri kilpikiertoa. Kanadankilpi-
kierto (M. canadence) on kotoisin Pohjois-Amerikan itdosista. Aasiankil-
pikierto (M. dauricum) kasvaa nimensd mukaisesti I1t4-Aasiassa. Suomessa
ne menestyvat vyohykkeilld 1-V. Namé lajit voidaan erottaa toisistaan sii-
t4, ettd kanadankilpikierron lehden lehtiruoti on kiinnittynyt aivan lavan
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|
laitaan (Kuva 1.) ja sen versojen karjet ovat aluksi karvaiset. Aasiankilpi-
kierron lehtiruoti on kiinnittynyt enemman lavan keskustaan pain (Kuva
2.), ja sen versojen karjet ovat kaljuja. Kilpikierrot kasvavat aurinkoisen
tai puolivarjoisen paikalla. Ne vaativat tuoreen ja kostean kasvupaikan,
joka on humuspitoinen. Ravinteita ne tarvitsevat keskinkertaisesti tai run-
saasti. Molemmat Kilpikierrot ovat myrkyllisid (Alanko & Kahila 2003,
63). Suomessa ei tavata kasvintuhoojia, jotka olisivat suureksi haitaksi tai
vaaraksi kilpikierroille. (Alanko 1988, 161.)

Kuval.  Kanadankilpikierron lehti. Lehtiruoti kiinnittyy lavan laitaan. (Kuva: Paulina
Tirkkonen 2016)

Kuva 2.  Aasiankilpikierron lehti. Lehtiruoti kiinnittyy keskemmélle lehden lapaa.
(Kuva: Paulina Tirkkonen 2016)
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2.2 Lisdamistavat

Kilpikiertoa lisatadn siemenistd, taivukkaista, juurivesoista ja pistokkaista
(Alanko & Kahila 2003, 46). Kilpikierrot ovat luumarjoja (Alanko & Ka-
hila 2003, 62), joten siemen muodostuu hedelman puutuneen hedelmései-
néan sisalle. Kukkien hedelmdittyminen vaatii koiras- ja naarasyksildiden
viljelyn samalla alueella, silla kasvit ovat kaksikotisia. Jos kasvipopulaati-
oon kuuluu vain toista sukupuolta, kukat eivat hedelmdity ja siemenié ei
muodostu. Kilpikiertojen marjat sisaltavat myrkyllista alkaloidia. Syotyna
marjat kykenevat tappamaan lapsen. Marjoja voi helposti luulla viinirypéa-
leiksi, joten marjojen muodostumattomuus voi olla koristekasvina myaos
hyva ominaisuus, jotta vaaraa ei synny. (Brill 1994, 165.) Siemenet vaati-
vat 2-3 kuukauden kylmakasittelyn pystyakseen itdmaan (Alanko & Kahi-
la 2003, 46).

Kasvullinen lisd&minen perustuu kasvien kykyyn muodostaa jalkijuuria,
jalkisilmuja ja kallusta eli kykyyn uudistua. Taivukkaista lisattyna uudet
taimet ovat emokasvissa Kiinni juurruttamisen ajan. Vanhempaa versoa
taivutetaan maahan, jolloin versoon muodostuu jélkijuuria sen ollessa
kosketuksissa kasvualustan kanssa. Uudet taimet irrotetaan emokasvista
juurtumisen jalkeen ja siirretddn astioihin. Taivukaslisédminen voi olla hi-
dasta. Usein juurtuminen tapahtuu vasta seuraavana kesana ja soveltuukin
siksi l&hinn& pienimuotoiseen lisaédmiseen. Taimia voidaan kuitenkin saa-
da yhdesté taivukkaasta useampi kuin yksi. (Alanko & Kahila 2003, 41.)

Juurivesat ovat juuriin muodostuneista silmuista kasvuun lahteneité verso-
ja, joiden avulla muun muassa kilpikierrot uusiutuvat joka kevat. Kdyn-
noksié voidaan lisata kaivamalla vesoja maasta 20-30 cm syvyydelté ja si-
joittamalla uuteen kasvupaikkaan tai astiaan. (Alanko & Kahila 2003, 39).
Pistokaslisdyksessa kasvista leikataan uusimpia vuosikasvaimia kesakuus-
sa. Aasiankilpikierron tapauksessa verso voi olla ruohomainen tai osittain
puutunut. Pistokkaaseen jatetdan kaksi lehtiparia ja alimmat lehdet poiste-
taan. Juurrutusalustana voidaan kayttaa turpeen ja hiekan tai perliitin yh-
distelmaa. Pistokas pistetdan juurrutusalustaan tyontamalla varsi alustaan
pystyasennossa. Varren tyveen muodostuu jalkijuuria ja ylin lehtisilmu
puhkeaa kasvuun. Kasvullisten lisédmiskeinojen ongelma on, ettd ne vaa-
tivat paljon emokasveja. Lisdys on my0s hidasta, silla se voi vieda use-
amman kuin yhden kasvukauden. (Alanko & Kahila 2003, 40.)

3 MIKROLISAAMINEN

Mikrolisdadmisesté kertovia keskeisié teoksia ovat muun muassa Plant Pro-
pagation by Tissue Culture (3rd Edition) vuodelta 2008, jonka kirjoittajia
ovat George, E. F., Hall, M. A. ja De Klerk, G-J., sekd Hartmann & Kes-
ter's Plant Propagation: Principles and Practices (Part 1) vuodelta 2014,
jonka Kkirjoittajia ovat Hartmann, H. T., Kester, D. E., Davies, F. T. Jr.
ja Geneve, R. L.

Mikrolisdédminen on kasvullisen lisédmisen muoto, jossa tuotetaan geno-

tyypiltdan identtisia kasveja eli klooneja (Hartmann, Kester, Davies &
Geneve 2014, 618). Viljelmé& voidaan aloittaa lahes mistd vain kasvinosas-
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ta: juuri, varsi, lehden pala, silmu, solu, alkio, ja niin edelleen. Mikrolisays
perustuu totipotenssi-teoriaan. Totipotenssi-teorian mukaan jokaisen kas-
visolun on mahdollista kehittyd kokonaiseksi kasviksi, silla jokainen solu
sisaltdd informaation sitd varten. (Raven, Evert & Eichhorn 1992, 563).
MikroviljelImaa kutsutaan myo6s kudos- tai solukkoviljelmaksi, silla se
aloitetaan pienistd kasvinosista tai solukoista. Kasvatus tapahtuu aseptisis-
sa olosuhteissa in-vitro, jossa viljelyolosuhteita, ja ravinteiden ja hormo-
nien maarad voidaan kontrolloida. (Hartmann ym. 2014, 667.)

3.1 Mikrolisddmisen vaiheet

Mikrolisdyksen eteneminen jaetaan viiteen vaiheeseen: emokasvin valinta,
aloitus, monistus, juurrutus ja karaiseminen. Tatd kaavaa kaytetaan taman
opinndytetyOn etenemisessé ja siitd suoritetaan kaksi ensimmaista vaihetta.
Emokasviksi valitaan lajille tai lajikkeelle fenotyypiltaan tyypillinen yksi-
10, joka on terve. Emokasvilla ei saa olla nékyvia tautien tai tuholaisten oi-
reita, silla epapuhtaudet saastuttavat solukkoviljelméan jo parin péivan si-
sélla. Kasvimateriaalin puhtaus varmistetaan puhdistamalla kasvimateriaa-
lin pinta kemiallisilla aineilla.

Toista vaihetta nimitetddn aloitukseksi. Aloitus koostuu aloitusalustan te-
kemisestd, solukon asettamisesta alustalle ja mikroversojen muodostumi-
sesta. Kolmannessa vaiheessa mikroversoja monistetaan uusille alustoille
pilkkomalla niita osiin. Tavoitteena on mahdollisimman suuri monistus-
prosentti. Juurrutusvaiheessa mikrotaimet valmistellaan siirtymaan ex-
vitro olosuhteisiin. Juurrutusalustan koostumus edesauttaa juurien kasvua.

Karaiseminen on mikrolisdyksen Kriittisin vaihe, sill4 taimet saattavat kui-
vua olosuhteiden muutoksen takia. Kasvatusastiassa kasvaessaan taimet
ovat saaneet sdannollisesti ja tarvittavan madran ravinteita. Uusi orgaani-
nen kasvualusta, kuten turve-perliittiseos, ei sisélld tarkkaan mitattua maa-
raé ravinteita. Myos ilman kosteusprosentti on ollut kasvatusastiassa kor-
kea ex vitro olosuhteisiin verrattuna. Lehtien vahapinta on viel& heikosti
kehittynyt tai sitd ei ole lainkaan, jonka takia haihdunta lehdista on suuri.
Taimet totutetaan uusiin, astian ulkopuolisiin olosuhteisiin, véhitellen.
(George & Debergh 2008, 32; Hartmann ym. 2014, 676-678, 738-747.)

3.2 Mikrolisdyslaboratorion kaytantoja ja valineistoa

Mikrolisédminen tapahtuu laboratoriossa, joka vaatii erityista varustetasoa
ja puhtaita tydskentelytiloja. Mikroliséyslaboratoriot voidaan jakaa niiden
varustetason laajuuden mukaan tutkimus-, kaupallisiin ja pienlaboratorioi-
hin. Lepaan mikrolisdyslaboratorio kuuluu néistd viimeiseen, silla tutki-
mustoiminta on pient4, ja toimintaa yllapidetdan lahinnd ammattikorkea-
koulun ja oman taimiston tarpeita varten. Oikeanlaisella varustetasolla ja
tyovaatetuksella pyritdén vahentdmaan viljelman saastumisriskié. Lepaalla
laboratoriovaatetukseen kuuluu valkoinen laboratoriotakki, kengansuojat
tai sisdkengat. Vapaaehtoisesti laboratorion kaytanteitd noudattaen voi-
daan kayttdd myos hiussuojaa, kasvosuojaa ja kumihanskoja. Laboratori-
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osta tulisi 16ytya erilliset tilat valmisteluille, siirtdmiselle ja kasvattamisel-
le. (Hartmann ym. 2014, 679.)

Valmistelutilassa kasvualustat valmistellaan siirrostamista varten. (Hart-
mann ym. 2014, 728.) Valmistelutilassa kasvatusastiat pestadn huolellises-
ti, valmistetaan ravintoalusta, ja steriloidaan valineet, astiat ja ravintoalus-
tat. Sterilointiin kdytetdan autoklaavia, joka kéayttaa sterilointimenetelmana
kuumennusta ja painetta. Ravintoalusta on valmis kéytettavaksi steriloin-
nin jalkeen. (Hartmann ym. 2014, 728-730.)

Kasvin siirtdminen ravintoalustalle tapahtuu useimmiten laminaarivirtaus-
kaapissa, joka on steriili tila. Laminaarivirtauskaappi steriloidaan pyyhki-
maélla sen pinnat alkoholilla kostutetulla ratilla ennen tydskentelyn aloit-
tamista. Laminaarivirtauskaapin koneiston puhaltama ilmavirta pitdd huo-
neilman epdpuhtaudet pois solukkoviljelmaltd. Koneiston puhaltama ilma
on my0s huolellisesti suodatettua. (Hartmann ym. 2014, 730.) Tyontekijé
huolehtii omien kasiensé desinfioinnista alkoholilla seka tyovélineiden oi-
keasta steriloinnista lasihelmisterilisaattorin tai alkoholin pois liekittdmi-
sen avulla (Hartmann ym. 2014, 740-741; Bonga & von Anderkas 1992,
63). Kasvien sterilointiin tai preparointiin kéytettdvia astioita kaytetdan
kéaytdnnossa vain kerran. Astioina kaytetaan kannellisia petrimaljoja ja la-
sipurkkeja. My0s joitakin kuumennusta kestévid muovisia astioita voi olla
kaytossd. Astiat tulee sulkea huolellisesti, kun laminaarivirtauskaapista
poistutaan.

Mikroviljelmien kasvattamiseen on varattu erillinen kasvatushuone, jonka
viljelyolosuhteita voidaan saataa. Viljelylampdtila, ilmankosteus ja valon
madra pyritddn pitamadn kasveille optimaalisissa arvoissa. Viljelyastiat
asetetaan huoneessa oleville hyllyille kasvivalojen alle. Huoneeseen ei
paastetd luonnonvaloa, joten esimerkiksi huoneessa olevat ikkunat on pi-
mennetty. (Hartmann ym. 2014, 731.)

3.3 Mikrolisddmisen vahvuudet ja heikkoudet

Mikrolisaysta kédytetadn padasiassa kasvien lisaamiseen, varsinkin massa-
lisddmiseen tietyilla tarkeilld viljelykasveilla seka lajeilla, joilla muut li-
sdyskeinot eivat ole kaupallisesti tuottavia. Sitd kaytetddn myds kasvien
puhdistamiseen kasvipatogeeneistd, perimdn muunteluun, uhanalaisten
kasvien lisadmiseen, kasvigeenivarantojen sdilytykseen kloonattavassa
muodossa, emokasvituotantoon ja tutkimukseen. (Hartmann ym. 2014,
667-670; Huhtama 2013, 22-23.) Lepaan mikrolisdyslaboratorio yllapitaa
useita viljelmid, jotka toimivat joko oman taimiston lisdysmateriaalia tai
ovat tilaajille aloitettuja ja yllapidettavia viljelmié. Tutkimustoimintaa har-
joitetaan muun muassa opinnédytetdiden muodossa.

Mikrolisddmisessa on kuitenkin seka vahvuuksia ettd heikkouksia, joiden
suhdetta tulee pohtia ennen mikrolisdyksen aloittamista. Ennen aloittamis-
ta tulisi pohtia onko jonkin kasvin mikrolisaédminen hyodyllisté ja talou-
dellisesti kannattavaa.
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3.3.1 Vahvuudet

Mikroliséamisen vahvuuksiksi on lueteltu tasalaatuisuus, nopeus tuotan-
nossa seké viljelman kehityksessd, runsas versonmuodostus, tautivapaus ja
ymparivuotinen tuotanto. Tasalaatuisuudesta on etua, kun kasveja istute-
taan paljon kerrallaan ja kaikkien yksildiden haluttaisiin nayttavan samal-
ta. Tasalaatuisuus on my0s eduksi puutarhaliikkeissa ja taimitarhoilla, joil-
la asiakas valitsee myytévien kasvien joukosta yleensd sen parhaimman
nékoisen yksilon ja myymattomat saattavat paatya havikkiin.

Mikrolisédminen on nopeampi keino lisata kasveja, silla aloitusvaiheen
jalkeen kasvuvauhti on riped muihin kasvullisiin menetelmiin verrattuna.
Viljelma kehittyy nopeasti vaiheeseen, jossa sitd voidaan monistaa. Mo-
nistamisessa yhdesté aloituksesta voidaan pilkkoa useita uusia kasvin pa-
loja, varsinkin jos aloituksen versonmuodostus on ollut runsasta. Tahén
vaiheeseen voidaan paastd jo 4-6 viikon paasta aloituksien tekemisesta.
Tavallisesti muut kasvulliset lisdysmenetelmat kestévat koko kasvukauden
ajan tai kauemmin. Monistusvaihe voidaan tehda jo ennen kun kasvukausi
on alkanut ja mikrolisatyt taimet ovat valmiit juurruttamiseen ja karaise-
miseen jo heti kasvukauden alussa. Aloituksen tekeminen ei vaadi isoa
emokasvia, vain pieni ndyte riittdd. Valmistelevat vaiheet tyollistavéat tyon-
tekijoita jo talven aikana eli sesongin ulkopuolella. (Huhtama 2013, 22-
23.)

Kasveista voidaan tehdd mikrolisdyksen avulla tautivapaita eli niiden ei
tulisi siséltdd kasvipatogeeneja. Patogeenit voivat olla nékyvia eli aiheut-
taa kasveissa oireita ja lopulta johtaa kasvin kuolemaan. Aina ne eivat kui-
tenkaan ndy tai ole aktiivisia, joten ensin piilevétkin patogeenit tulee saada
esille tunnistusta varten. Tunnistuksen jalkeen kasvista otetaan oireeton
pala, kuten karkipistokas tai karkikasvupiste. Ndma kasvin osat voivat olla
tautivapaita jo itsessddn, mutta patogeeneja voidaan tappaa altistamalla
kasvi korkealle lampdtilalle tai lisadmalla kasvia siemenestd, joista aina-
kaan virukset eivat useimmiten vélity eteenpéin. Tarkoitus on tuottaa puh-
taita taimia, joita voidaan kéyttaa jatkossa mikrolisdyksen emokasvimate-
riaalina. (Hartmann ym. 2014, 648-654.)

3.3.2 Heikkoudet

Mikrolisdyksen heikkouksiksi listataan sen olevan kallista, vaativan eri-
tyisosaamista, oikeiden menetelmien Ioytamistd, riski epaonnistumiseen,
hontelo kasvu ja liikaversoisuus. Mikrolisdyslaboratorion perustaminen ja
yllapito erikoisvarusteineen on kallista. Erilaisia laitteita, valineitd, astioi-
ta, aineita ja kemikaaleja on paljon, joita tarvitaan erilaisten kasvien mik-
rolisddmiseen. Kasveilla on erilaisia vaatimuksia preparoinnin, steriloin-
nin, alustojen ja jatkokasvatuksen suhteen. Tyoskentely mikroliséyslabora-
toriossa vaatii henkilokunnalta erityisosaamista ja tydkokemusta alalta, jo-
ta vain sivutaan puutarha-alojen koulutuksissa. Tyévoima on yksi mikroli-
sdyslaboratorion suurin menoera.

Jokainen uusi kasvi vaatii perehtymistd ja oikean menetelméan 10ytamista,
joka vie aikaa ennen kuin kasvia paastadn mikrolisédmaan. Se voi edellyt-
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taa useiden epdonnistuneiden erien valmistamista ja jalleen uusien mene-
telmien testaamista. Testim&arat ovat suhteellisen pienid, mutta mééran tu-
lee olla sen verran iso, etta valittujen menetelmien toimivuus tai toimimat-
tomuus voidaan todeta. Jokainen erd vaatii kuitenkin samat toimenpiteet
kuin oikeaa kaupallista viljelméaa aloittaessa, ja siihen kaytetty aika ja ma-
teriaalit ovat pois kaupallisesta tuotannosta. T&ma opinnaytety6 pyrkii 16y-
tdmaan aasiankilpikierrolle toimivan tavan lisaté sitd mikrolisdyslaborato-
riossa.

Toisinaan mikrolisdamisessé jotkin kasvit saattavat kasvaa lajille tai lajik-
keelle epéatyypillisesti. Kasvu voi olla honteloa, juuret muodostua eri ta-
valla, kukinta myohastyé tai kasvi muodostaa paljon versoja. Epatyypilli-
nen kasvu ei ole toivottua ja jatkokasvatukseen toivotaan vahvoja taimia.
Siirrostamisen aikana voidaan tehda valintaa, jolloin vain parhaimmat yk-
silot jatkokasvatetaan. (Hartmann ym. 2014, 619-621; Huhtama 2013, 22-
23.)

3.4 Kasvihormonit

Kasvihormonit ovat yksinkertaisista molekyyleistd muodostuneita aineita,
jotka vaikuttavat kasvin aineenvaihduntaan ja kehitykseen jo pienina pitoi-
suuksina. Kasvihormonit ovat pleiotrooppisia eli ne vaikuttavat useam-
paan kuin yhteen asiaan. Niit4 ei muodostu niiden tuottamiseen erikoistu-
neissa rauhasissa, vaan suurimmassa osassa koko kasvia. (Srivastava
2002, 139.) Tavallisesti kasvihormoneiksi luetellaan auksiini, sytokiniini,
gibberelliini, abskissihappo ja etyleeni (Srivastava 2002, 141). Kasvihor-
monien joukkoon on vahitellen hyvéksytty jasmonaatti ja ryhmaé steroidi-
hormoneja. Kasvihormoneista auksiineilla ja sytokiniineilld on tarke&
merkitys mikrolisadmisessa (Hartmann ym. 2014, 736). Ensimmadisena
kasvihormoneista I0ydettiin auksiini indolyylietikkahappo (IAA) 1930-
luvulla ja sen jalkeen muut 1950-1980-luvuilla. Kasvihormonit voivat olla
luonnostaan esiintyvié tai synteettisesti valmistettuja. (Srivastava 2002,
141-152.)

3.4.1 Auksiinit

Ensimmaisend I0ydetty auksiini indolietikkahappo (IAA) l6ydettiin, kun
kasvin havaittiin taipuvan sivusta tulevaa valoa kohden. Taipuminen joh-
tuu verson epatasaisesta kasvusta sen eri puolilla. Varjon puolella oleva
solukko kasvaa nopeammin kuin valon puolella oleva, jolloin verso tai-
puu. IAA on luonnollisesti esiintyvd kasvihormoni, joka osallistuu lahes
kaikkeen kasvin kasvuun ja kehitykseen. Se yllapita4 apikaalidominanssia,
aiheuttaa solunjakautumista, verson taipumista valoa kohti ja juurien suun-
tautumista maata kohti. (Srivastava 2002, 155-156.) Indolivoihappo (IBA)
on myos luontaisesti esiintyva auksiini. Sitd kdytetdan laajalti kaupallises-
ti. Sitd hyddynnetddn myohaisversojen muodostumiseen versoon tai lehti-
pistokkaaseen, ja juurruttamiseen. (Srivastata, 2002, 166.)

Synteettisia auksiineja ovat o-naftaleenietikkahappo (NAA) ja 2,4-
dikloorifenoksietikkahappo (2,4-D). Niita kaytetadn auksiinien aiheutta-
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mien reaktioiden aikaansaamiseksi synteettisesti valmistetuilla aineilla.
Synteettisetkin auksiinit ovat monivaikutteisia, mutta NAA:ta kdytetdan
versopistokkaiden juurruttamiseen ja 2,4-D:ta kalluksen tuottamiseen so-
lukkoviljelméll&. (Srivastava 2002, 167.)

3.4.2 Sytokiniinit

Sytokiniinit 10ydettiin jo melko varhain vuonna 1913, mutta mikrolisays-
tekniikoiden kehittyméttomyyden takia niita pystyttiin tutkimaan ja hyo-
dyntamadn mikrolisddmisesséd vasta 1940- ja 1950-luvuilla. Sytokiniinien
huomattiin aiheuttavan voimakasta solunjakautumista solukkoviljelmalla.
(Srivastata 2002, 191.) Sytokiniinit toimivat usein yhdessa auksiinien
kanssa, kuten kontrolloivat apikaalidominanssia, silmujen ja juurten muo-
dostumista, silmujen puhkeamista ja estdvat lehtien vanhenemista. (Sri-
vastava 2002, 202.)

Ensimmaisend sytokiniineista osattiin valmistaa kinetiinia (KIN) painekat-
tilassa steriloidusta sillin (Clupea harengus) maidista. Kinetiini on valmis-
tustapansa mukaan synteettinen, vaikka se on l0ydetty késittelemalla
luonnollista ainetta. Luonnollisia sytokiniineja alettiin etsid kasveista, jot-
ka muodostavat luonnostaan sytokiniinid. Australiassa onnistuttiin vuonna
1963 eristamaan sytokiniinid maissista (Zea mays), joka nimettiin zeatii-
niksi. (Srivastava 2002, 191-192.)

Bentsyladeniini (BA) ja 6-bentsyyliaminopuriini (BAP) olivat ensimméi-
sié synteettisié sytokiniineja kinetiinin [0ydon jalkeen. Niita kaytetaan laa-
jalti mikrolisdyksessd. Kayttda nostaa helppo saatavuus ja edullinen hinta.
Isopentenyladeniini (2iP) on toinen kaytetty synteettinen sytokiniini. So-
lukkoviljelmélla sytokiniinit nujertavat apikaalidominanssin ja vapauttavat
sivu- tai hankasilmuja dormanssista. (George & Debergh 2008, 209;
Hartmann ym. 2014, 736.)

3.5 Kasvien regeneraatiokyky

Kasvi kdy lapi elamansé aikana kolme vaihetta: nuoruusvaihe (juveliini-
vaihe), tdysi-ikaisyys ja vanheneminen (senesenssi). Juveliinista kasvista
tulee taysi-ikéinen, kun kasvin kérkikasvusolukko on kyvykés tuottamaan
kukkia. Nuoruusvaiheen kasvin solut pystyvét tuottamaan vain vegetatii-
vista kasvua. Yksivuotiset ruohovartiset kasvit kéyvat lapi koko elamén-
kaaren yhden kasvukauden aikana kun taas pitkéikaiset puut saattavat ta-
voittaa taysi-ikaisyyden vasta vuosien kuluttua. Taysi-ikédiseksi muuttumi-
nen on ympériston antamien &arsykkeiden, kuten pdivan pituuden ja kyl-
myyden yhteisvaikutuksen tulos. (George & Debergh 2008, 404-405.)

Nuoruusvaiheen kasvit tuottavat versoja, joista otetut pistokkaat pystyvat
helposti tuottamaan jalkijuuria ja in vitro lisdyksessa kasvavat hyvin. Vas-
taavasti taysi-ikaisesta kasvista otettu pistokas tuottaa jéalkijuuria heikom-
min, varsinkin jos kyseessé on puuvartinen kasvi. Kasvullisessa lisdami-
sessd ja mikrolisddmisessd ongelma on, ettd kasvin siirtyessa taysi-
ikaisyyteen, puuvartisten regeneraatio eli uusiutumiskyky menetetdan ja
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taysi-ikaisesta kasvista otettu materiaali on vaikeasti lisattavissa kasvulli-
sesti.

Joidenkin kasvien nuoruusvaiheen kasvu on erilaista kuin taysi-ikaisen
kasvin kasvu. Eri vaiheissa lehdet saattavat olla erimuotoiset, versonkasvu
olla eripituista, nuoressa versossa voi olla piikkeja ja nuori kasvi voi olla
paremmin resistenssi kasvintuhoojille. Kasvin fenotyyppi tulee muuttu-
maan nuoruusvaiheen jélkeen, joten kasvia ei voida lis4ta nuoruusvaihees-
sa havaittavien ominaisuuksien perusteella, silla se ei ole kasvin todellinen
fenotyyppi. Kasvullinen lisddminen vaatisi nuoren kasvin, joka tuottaa ve-
getatiivista kasvua, mutta jonka taysi-ian fenotyyppi on tiedossa. (George
& Debergh 2008, 406-407.)

Taysi-ikaisestd kasvista voidaan myos saada nuoria versoja. Tallgin on-
gelmaksi ei muodostu, ettd ei tiedetd, millaisia ominaisuuksia taysi-
ikaisella kasvilla on, silla taysi-ikédisen kasvin fenotyyppi on jo nahtavissé.
Puuvartisten kasvien runko ja siitd nuoruusvaiheessa haarautuneet versot
ovat taysi-ikaisessa kasvissa kasvin vanhin osa, mutta ne sailyttavat nuo-
ren kasvin ominaisuudet. Nuoruusvaiheessa olevaa kasvua muodostuu
my0s versojen karkiin, juuri- ja kantovesoista, alas leikatun kasvin uusista
versoista ja vartetun kasvin jaloversosta. Kasvukauden ulkopuolella nuo-
ruusvaiheen versoja voidaan saada aikaan hyotamalla kasveja. (George &
Debergh 2008, 407.)

3.6 Infektiot ja muut kasvua heikentévat tekijat

Infektioita voivat aiheuttaa kooltaan niin pienet kuin suuretkin infektioi-
den aiheuttajat (Uosukainen 1997, 11). Infektioiden aiheuttajien paasy so-
lukkoviljelmélle saattaa saastuttaa sen jo muutaman paivan sisalla ja vil-
jelma on silloin kayttokelvoton. Siksi ne ovat epatoivottuja solukkoviljel-
maélla. Infektioiden aiheuttajat hyotyvat joko itse kasvista tai kayttavat ra-
vinnokseen samoja ravintoaineita kuin kasvit eli ravintoalustan ravinteita.
Ne myos viihtyvét kosteissa elinolosuhteissa, jotka vallitsevat kasvatusas-
tioiden sisalla. (Hartmann ym. 2014, 645, 678.)

3.6.1 Tuholaiset

Tuholaisia, joita esiintyy solukkoviljelmill&, ovat punkit ja ripsidiset. Tu-
holaiset paatyvat solukkoviljelmiin joko lisdysmateriaalin, ihmisen, ilmas-
sa olevien polyhiukkasten tai muiden elididen mukana. Punkit ja ripsidiset
vahingoittavat kasvia syomalla kasvia, mutta ne myods tuovat mukanaan
mikrobeja, kuten bakteerien ja sienien iti6itd. Tuholaiset havaitaan usein
sieni- tai bakteerikasvustojen ilmentyessa. Silloin saastunta on jo usein
laagja, silla tuholaisilla on nopea lisd&ntymiskierto ja itiét ovat levinneet
niiden mukana. (Uosukainen 1997, 11.)

3.6.2 Mikrobit

Solukkoviljelmia eniten saastuttaviksi mikrobeiksi luetellaan bakteerit,
sienet, hiivat ja virukset. Muita mikrobeja ovat fytoplasmat, rikketsiat, spi-
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roplasmat ja viroidit. (Uosukainen 1997, 11-13.) Mikrobien itidita esiintyy
usein kasvien, tyGtasojen, kasien, vaatteiden ja tydvalineiden pinnoilla. Ne
kulkeutuvat solukkoviljelmiin ldhes mista tahansa. (Hartmann ym. 2014,
740.)

Mikrobien aiheuttamat infektiot jaetaan kolmeen ryhmaén: aloitusvaihees-
sa havaittavat nopeat infektiot, aloitusvaiheen jalkeen havaittavat infektiot
sekd krooniset ja piilevat infektiot. Aloitusvaiheen infektiot ovat usein
seurausta huonosti onnistuneesta pintasteriloinnista. Myohemmin havait-
tavat infektiot ovat vaikeasti ennen viljelméan aloittamista havaittavia ja ne
saattavat aiheuttaa huomattavia tappioita viljelyn myéhemmassé vaihees-
sa. Piilevat infektiot tappavat solukkoviljelmia ja heikentévét niiden kas-
vua. Virukset kuuluvat piileviin infektioita aiheuttaviin tekijéihin. (Uosu-
kainen 1997, 11-12))

3.6.3 Infektioiden ennaltaehkaisy

Infektioiden aiheuttajien péaasya viljelmélle pyritadn ehkaisemadn ennalta
erilaisin menetelmin ennen viljelméan aloittamista. Lisaysmateriaaliksi va-
litaan mahdollisimman puhdas emokasvi tai se voidaan kasvattaa koko-
naan kasvihuoneessa tai hyotaa siitd vain osa puhtaamman lisdysmateriaa-
lin saamiseksi. OpinnaytetyOssa kaytettavat aasiankilpikierron lepotilaiset
emokasvit hyoddettiin puhtaamman lisdysmateriaalin takia Lepaan kasvi-
huoneella. Térked4 on testata oireettomien kasvintuhoojien mahdollinen
olemassaolo ja osata tunnistaa mahdolliset eri kasvintuhoojien aiheuttamat
oireet, jotta ne voidaan poistaa parhaaksi todetulla tavalla, jos poistaminen
on mahdollista. Jos infektiot ilmenevat jo noin viikon siséllg, infektio on
usein perdisin kasvin pinnalla olevista mikrobeista, silla kasvin sisalta tul-
leiden virusten aiheuttamat infektiot ilmenevat vasta pidemman ajan kulu-
essa. (Uosukainen 1997, 11-12; Leppakoski 12.4.2016.)

Mikrolisayslaboratorion henkilékunta voi toiminnallaan ja valituilla mene-
telmilld pyrkia ehkdisemadn saastumisriskid. Ravintoalustaan lisattava
Bacto Peptone edistéa infektioiden nopeampaa ilmentymista, jolloin infek-
toitunut viljelma voidaan poistaa puhtaiden l&heisyydestda (Uosukainen
1997, 12). Bacto Peptone on ravintoalustaan lisattdvaa jauhemaista ainetta,
joka toimii ravintoalustassa typen lahteend, jota viljelméalle mahdollisesti
paatyneet mikrobit voivat kayttad energian lahteend ja lisddntya nopeasti.
Henkilokunta pukeutuu laboratoriossa normien mukaisesti, tyoskentelee
laminaarivirtauskaapissa, steriloi astiat, alustat ja tyovélineet ennen kayt-
t0d ja niiden kayton aikana mikrolisayslaboratoriosta riippuen sen kaytta-
mista tavoista.

3.6.4 Pintasterilointi
Lisdysmateriaalin pintasterilointi on l&dhes vaistamatonta tehda aina, silla
kasvin pinnalla on mikrobeja. Nuoruusvaiheessa olevista kasvinosista otet-

tu lisdysmateriaali on usein helpompi pintasteriloida kuin kasvin vanhem-
mista osista otettu lisdysmateriaali. Pintasteriloinnin onnistumiseen vaikut-
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taa olennaisesti myds milla kasvullisuusvyohykkeelld emokasvi kasvaa.
Kosteissa trooppisissa metsissé kasvavien kasvien pintasterilointi epéon-
nistuu todennakodisemmin kuin kasvullisuusvyohykkeelld, jossa on viileda
ja kuivaa. (Bonga & von Anderkas 1992, 58.)

Steriloitavat kasvinosat, joissa on pihkaiset silmusuomut tai kasvinosassa
on jélsi, voidaan steriloida kastamalla kasvinosa alkoholiin ja polttaa se
pois liekittaméalla. Kova pinta suojaa kasvia tuhoutumiselta. Kasveilla,
joilla ei ole tallaista pintaa, ei voida kayttaa tallaista sterilointimenetelmaa.
Silloin pintasterilointiin kaytetd4n natrium- tai kalsiumhypokloriittia. Nat-
rium- ja kalsiumhypokloriitti ovat aineita, joita kdytetdan valkaisuaineina.
Niiden hypokloriittipitoisuus on 6 % tai 12 %. Aineet laimennetaan veteen
sterilointikéyttéd varten esimerkiksi 1 % vahvuisiksi. Liian vahva hy-
pokloriittipitoisuus tai jos kasvi on herkka hypokloriitille, saattaa tuhota
solukkoa. (Bonga & von Anderkas 1992, 60.)

Steriloitavan kasvinosan pinnan rakenne on olennainen osa steriloinnin
onnistumisessa. Siled ja karvaton pinta steriloituu paremmin kuin pinta,
jossa on paljon koloja ja karvoja. Epéatasaisessa pinnassa on paljon kohtia,
joissa on ilmakuplia, jotka estavét steriloivan aineen kontaktin kasvin pin-
nan kanssa. Tekemaélla ennen hypokloriittikasittelya alkoholikasittely esi-
merkiksi etanolilla, alkoholin tulisi poistaa verson pinnalta vetta hylkivaa
vahaa ja pihkaa. Néin ollen hypokloriittikasittelyn tulisi olla tehokkaampi
ja saada paremman kontaktin pinnan kanssa. (Bonga & von Anderkas.
1992, 61.)

Fallenius (2012) vertaili Alnus-suvun puilla toteutetussa opinnédytetydssa
neljaa eri sterilointimenetelmad, jossa natriumhypokloriittikésittelyn aika
ja pitoisuus vaihtelivat. Sterilointikasittelyissa tehtiin natriumhypokloriit-
tikasittely ennen alkoholikasittelyd. Parhaimmillaan vain 39 % infektoitui,
mutta huonoimmillaan infektoitui kaikki eli 100 %. Parhain tulos saatiin
laimeimmalla (1 %) hypokloriittipitoisuudella ja kasittelyajalla (10 mi-
nuuttia), kun taas huonoin tulos véakevimmalla (2 %) hypokloriittipitoi-
suudella samalla kasittelyajalla. Sterilointien onnistumisprosentit vaihtele-
vat myos sterilointierittdin. Samalla tavalla toistettu sterilointi voi antaa
seuraavalla sterilointikerralla erilaisen onnistumisprosentin.

3.6.5 Fenolit

Solukkoviljelm&& aloittaessa, emokasvista irrotetaan jokin pienempi o0sa,
joka asetetaan ravintoalustalle. Irrottaminen vaatii leikkaamista saksilla tai
veitselld, jolloin kasviin aiheutuu haava. Haavan aiheutuminen stimuloi
solujen erilaistumattomuutta, solunjakautumista ja kalluksen tuottoa
(Bonga & von Anderkas 1992, 63). Haavauman aiheutuminen vapauttaa
kasvista fenoleita, jotka ovat myrkyllisia eritteitd (Bonga & von Anderkas
1992, 64, 67). Jonkin ajan paasté aloituksesta fenolit alkavat kuolettaa so-
lukkoa ja kudos ruskettuu haavapinnasta poispain. Lopulta koko aloitus
kuolee, jos ruskettumiseen ei osata varautua ennakoilta tai ryhtyd toimen-
piteisiin ennen kuin on lilan myohaisté.
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Fenolien aiheuttamat ongelmat ovat suuremmat puuvartisilla kuin ruoho-
vartisilla kasveilla. Fenolien mééraan vaikuttavat myos kasvilaji, emokas-
vin ikd, vuodenaika, solukon ika ja kéytettdvan solukon sijainti emokas-
vissa. Ruskettumista voidaan ennaltaehkaistd pitdmalla emokasvia hamé-
rassa tai pimedssé pari viikkoa ennen lisdysmateriaalin irrottamista. Rus-
kettumista voidaan vdhentdd myos antioksidanttikasittelylld, upottamalla
aloitukset veteen, ravintoalustan aineiden pitoisuuksilla tai lisdaineilla.
(Bonga & von Anderkas 1992, 65, 68.) Aloituksien teon jalkeen paras tapa
hallita ruskettumista on leikata ruskettunut osa pois ja siirtad aloitukset uu-
siin ravintoalustoihin (Bonga & von Anderkas 1992, 67).

3.7 Hyo6taminen

Hyo6tamiselld tarkoitetaan dormanssin eli lepotilan purkautumista ja se saa
aikaan silmujen puhkeamisen. Kasvin dormanssi voidaan purkaa kasvu-
kauden ulkopuolella kasvihuoneessa keinotekoisesti lammityksen ja kei-
novalojen avulla. Hyoddettdvand materiaalina voidaan kayttda siemen-
taimia, pistokkaita, varrennettuja taimia ja emokasvista kerattyja oksia.
Myos koko emokasvi voidaan tuoda kasvihuoneeseen, jos se sinne kokon-
sa puolesta mahtuu. (Bonga & von Anderkas 1992, 55.)

Emokasvien hyotamisella kasvihuoneella saadaan aikaan puhtaampaa li-
sdysmateriaalia kuin ulkoilmassa. Ulkoilma siséltdd enemman taudinai-
heuttajia kuin kasvihuoneilma, vaikka kasvihuoneilmakaan ei ole tdysin
puhdasta. Kasvihuoneilman koostumusta ja huoneessa vallitsevia olosuh-
teita voidaan kuitenkin satéa kasveille sopiviksi. Kasvihuoneessa infekti-
oiden aiheuttajia pyritdan ennaltaehkédisemaan seka torjumaan tehokkaasti.
Ulkona kasvavista emokasveista keratty lisadysmateriaali voi olla vaikea
puhdistaa taudinaiheuttajista. (Bonga & von Anderkas 1992, 55-56.)
Emokasvin verson koloihin, halkeamiin tai muihin epéatasaisiin kohtiin jaa
helposti mikrobeja, joita ei saada poistetuksi edes pintasteriloinnilla
(Hartmann ym. 2014, 677). Hyddetyn emokasvimateriaalin pinnalle ei ole
kerdantynyt niin paljon taudinaiheuttajia ulkona kasvavaan emokasvimate-
riaaliin verrattuna. (Hartmann ym. 2014, 739-740.) Hy6tdminen ei kuiten-
kaan poista kasvin sisdisia infektioiden aiheuttajia, kuten viruksia. Hyota-
minen edesauttaa I&hinn& kasvin pinnalla olevien mikrobien vahenemisté.

Hyddettyjen versojen tulisi olla hieman alaosasta puutuneita. Puutumaton
verson karki on liian pehmeéa kéytettavaksi. Sterilointikasittelyt voivat
hajottaa kudoksen ja olla myrkyllisia, ja siten tehd&d materiaalista kaytto-
kelvotonta. (Bonga & von Anderkas 1992, 61.) Aasiankilpikierron lisays-
materiaalina paatettiin kdyttad verson keskiosan hankasilmuja, jotka olivat
puutuneempia kuin verson karkiosa.

3.8 Ravintoalustat

Ravintoalusta muodostuu makro- ja mikroravinteista, energianl&hteests,
joka on yleensa sokeri, vitamiineista, hormoneista sek& mahdollisista lisa-
aineista. Alustareseptien makro- ja mikroravinteet muodostuvat nestemai-
sista kantaliuoksista. Kantaliuokset ja muut aineet liuotetaan ioninvaihdet-
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tuun veteen ja siten ravintoalusta on aluksi nestemaista. Hyydyttavana ai-
neena toimii usein agar, joka hyydyttaé ravintoalustan huoneenldmmaossa.
Reseptien kemikaaleja sailytetddn erikseen niille tarkoitetussa lukitussa
kaapissa ja valmista ravintoalustaa tai kantaliuoksia séilytetdan kylmiossa
paremman sdilyvyyden takia. (Hartmann ym. 2014, 734.)

Kéytossa on muutamia kaupallisia valmisreseptejé, kuten MS (Murashige
& Skoog), WPM (Woody Plant Medium, Llyod & McCown) ja AND
(Anderson), jotka sopivat useimmille solukkoviljelmille. Useimmat kasvit
vaativat my0s kasvihormonien, eritoten auksiinien ja sytokiniinien, lisaa-
misté. Erilaisten lisdaineiden lisédminen voi vahvistaa kasvihormonien
vaikutusta, kuten adeniinisulfaatti vahvistaa BAP:in tai kinetiinin vaiku-
tusta. Talléin varsinaisen kasvihormonin pitoisuus voidaan valita pienem-
maksi, mutta vaikutus pysyy samana. (Khan, Misra, Sharma, Shukla &
Ramteke, 2014.)

3.9 Aloitusalustojen valitsemiseen vaikuttaneet tekijat

Aasiankilpikierron mikrolisayksessa kéytetyistd aloitusalustoista ei 16ydy
julkaistuja artikkeleita tutkimuksista, joissa olisi vertailtu tai tutkittu jon-
kin reseptin kelvollisuutta suoraan aasiankilpikierrolle. Aasiankilpikierrol-
le sopivia aloitusalustoja voivat olla alustat, joita on kaytetty kilpikierron
sukulais- tai heimokasveilla.

Lepaan mikrolisdayslaboratoriossa on aiemmin tehty mikroviljelméan aloi-
tuksia kilpikierrosta eri reseptejé kokeillen. Niista parhaimmaksi osoittau-
tui yhdistelma MS + BAP 0,5 mg/l + adeniinisulfaatti 50 mg/l + glutamiini
150 mg/l (Meena ym. 2012). Aloituksesta selvisi monistusvaiheeseen yh-
teensd kuusi aloitusta. Sterilointierié oli kolme ja jokaisessa sterilointieras-
sé oli viisi silmua. Alkuperéisessa kokeessa vertailtiin eri kasvihormonien
vaikutusta versonmuodostukseen MS-alustalla kasvilla Cocculus hirsutus.
Mikroviljelma aloitettiin aikuisen kasvin juurien jalkisilmuista lahteneista
versoista. C. hirsutus on kdynndskasvi, joka on Intiassa uhanalainen laa-
kekasvi. Se kuuluu aasiankilpikierron kanssa kilpikiertokasvien heimoon
(Menispermaceae). (Meena ym. 2012.)

Tinospora cordifolia on myd6s aasiankilpikierron heimokasvi. T. cordifolia
on tarked laakekasvi, osittain puuvartinen kéynnaés ja kuuluu kilpikiertojen
heimoon (Sharma ym. 2015). T. cordifoliaa koskevassa tutkimuksessa oli
tutkittu MS- ja WPM-alustojen sek& niiden yhdistelman sopivuutta kysei-
sen kasvin karkisolukkoviljelmalla. Tutkimuksessa oli myds vertailtu sy-
tokiniinien BAP ja Kinetiini eri pitoisuuksien vaikutusta versonkasvuun.
Parhaat tulokset MS-alustalla saavutettiin BAP- ja kinetiinipitoisuuden ol-
lessa 2,0 mg/l. BAP:lla 53 % aloituksista lahti kasvuun ja kinetiinilla 50
%. WPM-alustalla parhaat tulokset saatiin samalla pitoisuudella. BAP:lla
60 % aloituksista l&hti kasvuun ja kinetiinilla 53 %. (Sharma ym. 2015.)
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4 AINEISTO

Opinnéaytetyon tarkoitus oli perustaa Lepaan mikrolisayslaboratorioon so-
lukkoviljelm& koeputkiin aasiankilpikierrosta. Onnistuneet aloitukset siir-
rostettiin monistusalustoille jatkokasvatukseen. Opinnaytetyd keskKittyi
aloituksien tekoon. Onnistunut solukkoviljelma voisi toimia lisdysmateri-
aalina er&élle suomalaiselle taimistolle.

Kirjallisuudesta etsittiin 3-4 erilaista aloitusalustaa, jotka sopivat kilpikier-
rolle tai sen sukulaiskasveille. Aloitusalustat tehtiin reseptien mukaisesti ja
lisattiin muut tarvittavat ainesosat. Samalla etsittiin aloituskasvimateriaalia
varten erilaisia hyvéksi todettuja sterilointimenetelmié. Tavoitteeksi ase-
tettiin valmistaa aloitusalustaa yksi litra, josta tulee 70 koeputkellista yhté
alustaa kohden. Kaikkia valmisteltuja koeputkia ei kaytetd aloituksien
aloittamisvaiheessa, vaan ne kaytetddn mychemmaéssa vaiheessa aloituk-
sien siirtdmiseen uudelle kasvualustalle aloituksien kasvaessa liian isoiksi
tai fenolien vaikutuksien ehkéisemiseen.

Koeputkia havainnoitiin viikon valein niin kauan, kunnes kaikki aloitukset
olivat infektoituneet, kuolleet tai olivat kasvaneet tarpeiksi isoiksi monis-
tusalustalle siirtdmista varten. Havainnointikerroilla infektoituneiden ja
kuolleiden aloitusten méaara kirjattiin ylos havainnointitaulukkoon (Liite 3)
sterilointierittdin ja alustoittain eriteltynd. Infektoituneiden ja kuolleiden
aloitusten koeputket poistettiin koeputkitelineesta.

4.1 Lisays- ja aloitusmateriaalin valitseminen

Opinndytetyon lisdysmateriaaliksi valittiin kolme Lepaan puistossa kasva-
vaa aasiankilpikierron yksiloa. Kyseiset taimet olivat kasvaneet Lepaan
puistossa jo 1980-luvulta ja ne valittiin niiden l&heisen kasvupaikan takia
(Leppakoski 19.4.2016). Kaksi emokasvia kaivettiin ylos maasta syksylla
2015 ja siirretadén isoihin 10 litran astioihin. Kolmas emokasvi oli valmis
astiataimi. Emokasvit siirrettiin taimiston viiledan kellariin talvivarastoon.

Emokasvit siirrettiin kellarista 20.1.2016 hy6t6on Lepaan kasvihuoneen
koehuoneeseen 1. Niiden kasvualusta l[&mpeni péivan verran ennen koe-
huoneeseen siirtdmista. Koehuoneessa lampdtila oli péivalla 20 °C ja yo6lla
18 °C. Emokasveja kasteltiin viikoittain ja niiden kasvamista seurattiin oi-
kean aloitusajankohdan lI6ytdmiseksi. Syyt hyétdmiseen oli puhtaamman
lisdysmateriaalin saaminen ja opinnédytetyon aloituksen ajankohta eli talvi,
jolloin kasvit ovat lepotilassa eivatkd muodosta uusia versoja. Aloitus on
helpompi tehd& kasvavasta versosta.

Emokasvit (Kuva 3.) l&htivat suurimmaksi osaksi kasvuun juurien jalki-
silmuista. Puutunut vanhempi kasvusto leikattiin pois, silla jalkisilmuista
lahteneet versot olivat juuri sitd haluttua materiaalia, joten vanhan verson
hankasilmuista lahtenyttd materiaalia ei varsinaisesti tarvittu. Aloitusmate-
riaalina kdytettiin hydtyneiden versojen hankasilmuja.
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Kuva3.  Hyoddon jalkeen kasvuun lahteneet aasiankilpikierron emokasvit Lepaan kas-
vihuoneella 24.2.2016. (Kuva: Paulina Tirkkonen 2016)

4.2  Aloitusalustojen valitseminen

Kilpikierto on sek& ruoho- ettd puuvartinen kasvi, joten sen aloitusalustana
voidaan kayttaa sekd MS-alustaa (Liite 1) ettd WPM-alustaa (Liite 2). Néi-
tad alustatyyppeja kéaytettiin aloitusalustojen perusreseptind. Kumpaakin
kaytetdan myos Lepaan mikrolisayslaboratoriossa sdanndllisesti.

Aloitusalustoiksi valittiin aasiankilpikierron heimokasveilla tutkittuja re-
septejd, silla resepteja ei 106ytynyt suoraan aasiankilpikierrolle. Alustoiksi
valittiin MS-pohjainen aloitusalustaresepti, jota oli kdytetty tutkimuksessa
kasvilla C. hirsutus (Meena ym. 2012). Aloitusalusta sisélsi liséaineet
adeniinisulfaatti ja glutamiini. Muiksi aloitusalustoiksi valittiin WPM- ja
MS-pohjaiset aloitusalustareseptit, jota oli kaytetty tutkimuksessa kasvilla
T. cordifolia (Sharma ym. 2015). Alustat eivét sisdlla lisdaineita, mutta
niiden BAP-pitoisuus on korkeampi. Paremman vertailun vuoksi haluttiin
valita vield toinen WPM-pohjainen aloitusalusta, joka sisaltdisi lisdaineet
adeniinisulfaatti ja glutamiini. C. hirsutuksella kaytetty MS-pohjainen
aloitusalusta muokattiin WPM-pohjaiseksi, ja BAP-pitoisuus ja liséaineet
pidettiin samoina. Sokerin mééara asetettiin samaksi sekd MS- ettd WPM-
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alustoille eli 30 g/l. Aloitusalustat nimettiin uudelleen koodinimin, jotta ne
olisivat helppolukuisempia (Taulukko 1.).

Taulukko 1. Aasiankilpikierron aloitusalustakokeessa Lepaalla 2016 kaytetyt aloitus-
alustat ja niitd vastaavat koodinimet.

Aloitusalustaresepti Koodinimi

MS + BAP 2,0 mg/I Alustal
(Sharma ym. 2015)

MS + BAP 0,5 mg/l + adeniinisulf. 50 mg/l + glut. 150 mg/I Alusta2
(Meena ym. 2012, muokattu)

WPM + BAP 2,0 mg/I Alusta3
(Sharma ym. 2015)

WPM + BAP 0,5 mg/l + adeniinisulf. 50 mg/l + glut. 150 mg/l  Alusta4
(Meena ym. 2012)

5 MENETELMAT

Opinndytetyon toiminnalliseen osuuteen kuului aloitusalustojen valmistus,
aloitusmateriaalin kerddminen seké aloituspalojen sterilointi. Aloitusalus-
toja tehtiin neljaa erilaista, joten se vaati neljan ravintoliuoksen valmista-
misen mikrolisdyslaboratoriossa. Alustat voitiin valmistaa ennen kuin
emokasvit olivat tarpeeksi hyotyneitd aloitusmateriaalin kerd&dmisté varten,
silla ne sailyivat kylmidssa. Aloitusmateriaali oli steriloitava parin paivan
sisélla kun se oli kerétty, jotta versot eivat nuudu liikaa. Steriloinnit jakau-
tuivat kahdelle eri viikolle, jolloin sterilointeja tehtiin kahtena eri paivana.
Jakautuminen johtui aikataulullisista syistd. Péaivan aikana tehtiin useampi
sterilointieré.

5.1 Aloitusalustojen tekeminen

Aloitusalustat tehtiin kaikki samana paivana 25. tammikuuta 2016 Lepaan
mikrolisdyslaboratoriossa. Ravintoliuos tehtiin litran dekantterilasiin, jo-
hon alustat koottiin nestemaisista kantaliuoksista. Sokerina kaytettiin sak-
karoosia ja sita lisattiin kaikkiin alustoihin 30 g/l. Kaikkien liuoksien
pH:ksi pééatettiin asettaa 5,8. Saadon jalkeen liuokseen liséttiin agar (8,4
g/l) ja Bacto Peptone. Liuosta keitettiin aineiden liukenemisen paranta-
miseksi 20 minuuttia lampdlevylld, jossa oli myds magneettisekoittaja.

Alustat kaadettiin kannun avulla koeputkitelineissa oleviin koeputkiin
(Kuva 4.). Yhteen koeputkeen kaadettiin noin 15 ml nestemaista alustaa.
Jokaista alustaa saatiin yhdestd litrasta 65-66 koeputkellista. Jokainen
koeputki laputettiin tarralapulla, jossa on tieto alustan reseptisté ja valmis-
tuspdivamaarasta. Alustaa sisaltavat koeputket steriloitiin autoklaavissa
120 °C:ssa 15 minuuttia 1 baarin ylipaineessa.
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Kuva4.  Aasiankilpikierron aloitusalustakokeen 2016 aloitusalustat koeputkissa ennen
sterilointia alustalla 4 valmistuspdivand 25.1. Alusta on vield [&amminta ja sik-
si koeputkeen on muodostunut héyrya. (Kuva: Paulina Tirkkonen 2016)

5.2 Sterilointi

Sterilointimenetelman valinnassa apuna kaytettiin Lepaalla aiemmin teh-
tyd opinnaytetyon aihetta vastaavaa aloitusalustakoetta aasiankilpikierrol-
la, jossa vertailtiin eri alustareseptejd seka sterilointikésittelyja. Yksi steri-
lointikasittelyista oli muita parempi saatujen tulosten perusteella. Steri-
lointikasittely sisélsi hammasharja- ja saippuapesun seka alkoholi- ettd
natriumhypokloriittikasittelyn. Sterilointikasittely on yleisesti kaytdssa
kasvussa olevalle versolle Lepaan mikroliséyslaboratoriossa. Késittelyme-
netelmé&a muokattiin hieman aiemman kokeen tulosten perusteella.

Sterilointimenetelma lyhyesti:

1. Hammasharjapesu

2. Erisept-pesu (5 tippaa/150 ml) ioninvaihdetussa vedessd, sekoitus
magneettisekoittajalla 10 minuuttia, huuhtelu ioninvaihdetulla vedella

Laminaarivirtauskaapissa:

3. Alkoholikasittely etanolilla (Etax A12, 70 %) 30 sekuntia, huuhtelu
ioninvaihdetulla vedella

4. Sterilointikasittely natriumhypokloriitilla (NaOCI, 1 %) 150 ml +
Tween 20 (5 tippaa), sekoitus magneettisekoittajalla 10 minuuttia, 4 x
huuhtelu ioninvaihdetulla vedella

Sterilointimenetelméssa aloitusmateriaaliksi valitut versot pestiin ensin
hammasharjalla juoksevan veden alla pintalian poistamiseksi. Aloitusma-
teriaali pilkottiin paloiksi, joista jokainen pala sisélsi yhden hankasilmun.
Lehtiruodit pyrittiin pitdmaan Kkiinni versossa, mutta ne saattoivat irrota
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pesun aikana. Antiseptinen puhdistusemulsio Erisept poisti verson pinnalta
likaa ja polya. Saippuapesun jalkeen siirryttiin tyoskentelemdan laminaa-
rivirtauskaappiin, jossa aloituspalojen pinta saatiin steriiliksi. Aloituspalat
kasiteltiin etanolilla (Etax A12 70 %) ja natriumhypokloriitilla (NaOCI 1
%). Alkoholi- ja natriumhypokloriittikésittelyn jarjestysta vaihdettiin péit-
tdin ohjeeseen verrattuna, jotta ilmakuplat saadaan pois aloituspalojen
pinnalta. Kyseista tyojarjestystd kaytetddn Lepaan mikrolisdyslaboratori-
ossa Yleisesti. Kasittelyiden jélkeen aloitusmateriaali huuhdeltiin ionin-
vaihdetulla vedelld (Hartmann ym. 2014, 740).

Steriloinnin jalkeen aloituspalan molemmista paista ja lehtiruodin péésté
leikattiin pois steriloinnissa vaurioitunutta solukkoa. Varsinainen aloitus-
pala oli noin 1,5 cm pitka versonpala, jossa oli yksi hankasilmu. Steriloin-
tierdssa oli aloituspaloja sek& verson tyveltd, keskeltd ettd karjestd. Nait4
eri kasvin osista otettuja paloja pyrittiin saamaan tasaisesti jokaiselle alus-
talle. Aloituspala asetettiin koeputken aloitusalustaan pystyasentoon, silmu
ylospain (Kuva 5.). Jokaisessa sterilointierassa oli 8-10 silmua.

WP+ 9+

BAP 2 mg/t ety
ar 8,4 gl

. 511

Kuva5.  Aasiankilpikierron alustakokeen 2016 steriloituja aloituspaloja koeputkissa
24.2.2016 steriloinnin Al jélkeen alustalla 3. (Kuva: Paulina Tirkkonen
2016)

Sterilointierid tehtiin neljana eri paivana (Taulukko 2.) 24.3., 26.3., 7.3. ja
9.3. Eri erédt nimettiin Al, A2, A3 ja A4. Nimessé Kirjain A viittaa steri-
lointimenetelmaén, ja jos sterilointimenetelmia olisi kaytetty useampia,
aakkosia olisi jatkettu eteenpéin. Numero nimessa vastaa erien jarjestysté.
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Taulukko 2. Aasiankilpikierron aloitusalustakokeessa 2016 tehdyt sterilointierat, nii-
den tekopdivét ja aloituksien kappalemaarat.

Steriloinnin koodi Pvm. Aloituksia yhteensa  Aloituksia/alusta
Al 24.2. 8 2

A2 26.2. 36 9

A3 7.3. 36 9

Ad 9.3. 32 8
Yhteensa 112 28

Aloitukset vietiin kasvamaan mikrolisdyslaboratorion kasvatushuonee-
seen. Kasvatushuoneen valotus on 16 tuntia vuorokaudessa. Valoina toi-
mivat luonnonvaloa jaljittelevat Osramin 21 W/840 loisteputkilamput, joi-
ta on yksi jokaisen hyllyn paall4. Kasvatushuoneen lampdtila on 24 °C +/-
2 °C ja huoneessa on yhden baarin ylipaine.

6 TULOKSET

Lisdysmateriaalia steriloitiin yhtd aloitusalustaa varten yhteensd 28 aloi-
tusta eli aloituksia saatiin yhteensa 112 kappaletta. Havainnointeja tehtiin
neljan viikon ajan maaliskuun aikana kerran viikossa péaivind 7.3., 15.3.,
24.3. ja 30.3. Havainnoinneissa Kirjattiin ylos infektoituneiden ja kuollei-
den aloitusten lukumaaré ja kasvun edistymisestd otettiin valokuvia. Alus-
tareseptit oli nimetty koodinimin (Taulukko 3.).

Taulukko 3. Aasiankilpikierron aloitusalustakokeessa 2016 kéytettyjen aloitusalusto-
jen koodinimet.

Aloitusalustaresepti Koodinimi

MS + BAP 2,0 mg/I Alustal
(Sharma ym. 2015)

MS + BAP 0,5 mg/l + adeniinisulf. 50 mg/l + glut. 150 mg/I Alusta2
(Meena ym. 2012, muokattu)

WPM + BAP 2,0 mg/I Alusta3
(Sharma ym. 2015)

WPM + BAP 0,5 mg/Il + adeniinisulf. 50 mg/l + glut. 150 mg/l  Alusta4
(Meena ym. 2012)

6.1 Tulokset havainnointipdivittain

Ensimmaiselld havainnointikerralla 7.3. havainnoitavana olivat vain erat
Al ja A2, sill4 A3 ja A4 tehtiin vasta ensimmaisen havainnoinnin jalkeen.
Koeputkia oli 11 kappaletta jokaista alustaa eli yhteensa 44 kappaletta.
Kaikilla aloitusalustoilla esiintyi infektioita, mutta ei yhtdan kuollutta aloi-
tusta (Taulukko 4.). Infektioita esiintyi 12 aloituksessa ja jaljelle jai 32
aloitusta.
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Taulukko 4.  Infektoituneiden ja kuolleiden aloitusten kappalemaérét ja prosentuaaliset
osuudet aloituksista aasiankilpikierron aloitusalustakokeessa 2016 ha-
vainnointipdivana 7.3. sterilointikasittelyistd Al ja A2. Aloituksia oli 11
kappaletta/alusta.

Infektiot Kuolleet
kpl % kpl %
Alustal 3 27 0 0
Alusta2 3 27 0 0
Alusta3 2 18 0 0
Alusta4 4 36 0 0
Yhteensa 12 27 0 0

Toisella havainnointikerralla 15.3. havainnoitiin kaikki nelja steriloin-
tierdd. Havainnoitavia koeputkia oli 100 kappaletta. Yhteismé&arasta 112
kappaletta on véhennetty 12 edellisella havainnointikerralla poistettua in-
fektoitunutta aloitusta. Kaikilla alustoilla esiintyi infektioita, mutta ei yh-
tdan kuollutta aloitusta (Taulukko 5.). Infektioita esiintyi 29 aloituksessa
ja jéljelle jai 71 aloitusta.

Taulukko 5. Infektoituneiden ja kuolleiden aloitusten kappalemaaréat ja prosentuaaliset
osuudet aloituksista aasiankilpikierron aloitusalustakokeessa 2016 ha-
vainnointipdivané 15.3. sterilointikasittelyistd Al, A2, A3 ja A4. Aloituk-
sia oli yhteensé 100 kappaletta.

Infektiot Kuolleet
kpl % kpl %
Alustal 6 21 0 0
Alusta2 9 32 0 0
Alusta3 8 29 0 0
Alustad 6 21 0 0
Yhteensa 29 29 0 0

Ensimmaiset sterilointierdt Al ja A2 olivat kasvaneet toiseen havainnoin-
tikertaan mennessa lisaaineellisilla alustoilla 2 ja 4 niin pitkiksi, etta ne tu-
li siirtd uusiin koeputkiin. Siirrostuksen aikana tapahtui virhe ja yksi jaet-
tava alustan 2 aloitus paatyi alustalle 4 laskuvirheen takia. Samalla kerral-
la sterilointierdt Al ja A2 menivat sekaisin samojen alustojen osalta, joten
eria ei pysty enda havainnoimaan erikseen. Virhe johtui siita, ettei aloitus-
paivamaaran tieto siirry uuteen koeputkeen, silld tarralappu lisatdén koe-
putkeen vasta tyovaiheen jalkeen eika tassé vaiheessa oltu tarkkana, mista
koeputkesta kukin kasvi oli perdisin. Sterilointierien sekoittaminen keske-
naan ei nay tuloksissa, silla tuloksia ei tarkastella sterilointierittéin.

Kolmannella havainnointikerralla 24.3. havainnoitiin kaikki sterilointierat.
Havainnoitavia koeputkia oli 71 kappaletta. M&&rasta on vahennetty edel-
lisilla havainnointikerroilla poistetut infektoituneet aloitukset. Kaikilla
alustoilla esiintyi infektioita, mutta ei yhtdan kuollutta aloitusta (Taulukko
6.). Infektioita esiintyi 26 aloituksessa ja jéljelle jai 45 aloitusta.
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Taulukko 6.  Infektoituneiden ja kuolleiden aloitusten kappalemaérét ja prosentuaaliset
osuudet aloituksista aasiankilpikierron aloitusalustakokeessa 2016 ha-
vainnointipdivana 24.3. sterilointikasittelyistd Al, A2, A3 ja A4. Aloituk-
sia oli yhteensa 71 kappaletta.

Infektiot Kuolleet
kpl % kpl %
Alustal 5 18 0 0
Alusta2 4 14 0 0
Alusta3 7 25 0 0
Alusta4 10 36 0 0
Yhteensa 26 37 0 0

Neljannelld havainnointikerralla 30.3. havainnoitiin kaikki sterilointierat.
Havainnoitavia koeputkia oli 45 kappaletta. M&&rasta on vahennetty edel-
lisilla havainnointikerroilla poistetut infektoituneet aloitukset. Kaikilla
alustoilla esiintyi infektioita, mutta ei yhtdan kuollutta aloitusta (Taulukko
7.). Infektioita esiintyi 5 aloituksessa ja jéljelle jai 40 aloitusta.

Taulukko 7. Infektoituneiden ja kuolleiden aloitusten kappalemaérét ja prosentuaaliset
osuudet aloituksista aasiankilpikierron aloitusalustakokeessa 2016 ha-
vainnointipdivana 30.3. sterilointikasittelyistd Al, A2, A3 ja A4. Aloituk-
sia oli yhteensd 45 kappaletta.

Infektiot Kuolleet
kpl % kpl %
Alustal 0 0 0 0
Alusta2 1 4 0 0
Alusta3 2 7 0 0
Alustad 2 7 0 0
Yhteensa 5 11 0 0

6.2 Eroavaisuudet aloituksien kasvutavassa

Tarkkailtaessa eri alustoilla kasvavia aloituksia, niiden kasvutavassa ha-
vaittiin eroja. Lis&aineellisilla alustoilla 2 ja 4 kasvaneet aloitukset kasvoi-
vat pidemmiksi kuin lisdaineettomilla alustoilla 1 ja 3. Alustoilla 2 ja 4
aloitukset olivat kasvaneet yli 4 cm pitkiksi (Kuva 6.), kun taas alustoilla 1
ja 3 aloitukset olivat jaaneet noin 2 cm pituisiksi. Kuvassa olevat aloituk-
set on valittu viimeiselld havainnointikerralla jaljell& olevien aloitusten
joukosta ja ne edustavat keskipituista aloitusta. Lisdaineellisten ja lisaai-
neettomien aloitukset olivat fenotyypiltddn myds erilaiset keskendén. Li-
séaineellisilla alustoilla kasvaneet aloitukset vastasivat enemmaén aikuisen
aasiankilpikierron ulkon&k6a kuin lisdaineettomilla alustoilla kasvaneet
aloitukset.
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Kuva 6.  Aasiankilpikierron aloitusalustakokeen 2016 aloitusalustoilta valittiin jokai-
selta yksi aloitus pituuskasvuvertailuun. Viivain havainnoi aloituksien kor-
keutta senttimetreind. Kuvasta ndhdd&n myds aloituksien erot fenotyypissa.
(Kuva: Paulina Tirkkonen 2016)

6.3 Monistusvaihe

Kuolleita aloituksia ei esiintynyt yhdelldkdan havainnointikerralla. Infek-
tioita puolestaan esiintyi jokaisella alustalla. Viimeisen havainnoinnin jal-
keen jatkokasvatukseen eli monistusvaiheeseen siirtyi 40 kappaletta eli 36
% aloituksista (Taulukko 8.).

Taulukko 8.  Monistukseen siirtyvien aloituksien kappalemaérdt ja prosentuaaliset
osuudet havainnoinnin lopussa. Aloituksia oli alunperin 28 kappaletta per
alusta ja yhteenséd 112 kappaletta.

Monistukseen siirtyvien aloituksien mééara

Alustal 14 (50 %)
Alusta2 11 (39 %)
Alusta3 9 (32 %)
Alusta4 6 (21 %)
Yhteensa 40 (36 %)

Infektoituneiden, kuolleiden ja monistusvaiheeseen siirtyneiden aloitusten
maérat vaihtelivat alustoittain (Kuvio 1.). Alustalta 1 siirtyi 50 %
monistuvaiheeseen, joka on eniten verrattuna muihin alustoihin. Toiseksi
eniten eli 39 % aloituksia siirtyi alustalta 2 ja toiseksi vahiten eli 32 %
alustalta 3. Alustalta 4 siirtyi monistusvaiheeseen 21 % ja se on véhiten
muihin alustoihin verrattuna. Kuolleita ei esiintynyt yhdelldkaan havain-
nointikerralla milld&n alustalla. Kokonaisuudessaan aloituksia infektoitui
64 % ja monistusvaiheeseen siirtyi 36 % aloituksista.
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Kuvio 1.  Infektioiden, kuolleiden ja monistukseen siirtyneiden aloituksien prosentuaa-
liset méarét aloituksien kokonaismadriin verrattuna eri alustoilla sekd koko-
naismaaréan verrattuna aasiankilpikierron aloitusalustakokeessa 2016. Kuol-
leita ei esiintynyt lainkaan.

Aloitukset siirrettiin monistusalustoille 30.3. ja 31.3. Lepaan mikrolisdys-
laboratoriossa. Meena, Singh & Patni (2012) ehdottavat artikkelissaan
monistusalustaksi MS + BAP 0,5 mg/l, jos halutaan lisdd massaa monis-
tukseen ja MS + BAP 0,25 mg/l, jos halutaan versojen pitenemista. Par-
haimmat tulokset Sharma, Vashistha, Singh & Kumar (2015) saivat mo-
nistusalustoilla WPM + BAP 2,0 mg/l + KIN 1,0 mg/l ja WPM + BAP 1,0
mg/l + KIN 2,0 mg/l parhaimmat versonmuodostusprosentit. Lepaan mik-
rolisdyslaboratoriossa aloitukset siirrettiin lopulta muille kuin tutkimuksis-
sa ehdotetuille alustoille (Taulukko 9.).

Taulukko 9.  Aloitusalustoja vastaavat monistusalustareseptit, joita kaytettiin aasian-
kilpikierron monistusalustoina Lepaan mikroliséyslaboratoriossa 2016.

Aloitusalusta Monistusalusta

MS + BAP 2,0 mg/I MS + BAP 0,5 mg/l

MS + BAP 0,5 mg/l + adeniinisulf.  MS + BAP 0,2 mg/l + adeniinisulf.
50 mg/I + glut. 150 mg/I 50 mg/l + glut. 150 mg/I

WPM + BAP 2,0 mg/l WMP + BAP 0,5 mg/l

WPM + BAP 0,5 mg/l + adeniini- ~ WPM + BAP 0,2 mg/l + adeniini-
sulf. 50 mg/I + glut. 150 mg/I sulf. 50 mg/I + glut. 150 mg/I

Aloitusalustoilla kdytettyjen lisdaineiden, adeniinisulfaatin ja glutamiinin,
kayttd monistusalustoilla oli perusteltua, silla niilla alustoilla kasvu naytti
paremmalta aloitusalustakokeessa kuin ilman niitd. Monistusalustoilla
kasvihormoni BAP:n pitoisuutta oli alennettu jokaisella alustalla, sill&
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korkea kasvihormonipitoisuus aloituksen jélkeen voi aiheuttaa kasvullisia
ongelmia.

6.4 Tulosten tulkinta

Tulosten perusteella infektioita esiintyi jokaisella aloitusalustalla ja jokai-
sessa sterilointierassa. Sterilointikésittelyna kaytettiin vain yhta kasittelya,
joten eri sterilointikasittelyja ei voida vertailla keskendén. Infektiot olivat
paasaantoisesti kasvin ulkoisista mikrobeista aiheutuvia. Tdmé voidaan
padtelld infektioiden muodostumisesta aloituspalojen leikkaushaavan ym-
pérille aloitusalustan sisélle eika esimerkiksi pinnalle selkeéna itiokasvus-
tona (Kuva 7.). Infektiot myo6s ilmenivat jo noin viikon siséllg, joka viittaa
kasvin pinnalla olleisiin mikrobeihin, silla kasvin sisalta olleiden virusten
aiheuttamat infektiot ilmenevat vasta pidemman ajan kuluessa. (Leppéa-
koski 12.4.2016.)

Kuva7.  Aloitusalustoilla eniten tavattu infektio kasvualustan sisélla (vas) ja yksittéin
tavattu infektion itibkasvusto kasvualustan paalld (oik) aasiankilpikierron
aloitusalustakokeessa 2016. (Kuva: Paulina Tirkkonen 2016)

Sterilointiké&sittelyssd A3 kaikilla aloitusalustoilla esiintyi havainnointi-
paivana 15.3. suhteessa enemman infektioita kuin muissa sterilointikésitte-
lyissd. Tdmén on voinut aiheuttaa lisdysmateriaalin eri kerdyspaivéa. Steri-
lointikasittelyjen Al ja A2 lisdysmateriaali kerattiin samana pdivana 24.2.,
silla materiaali tulisi kdyttdon parin péivén sisalla. Vastaavasti sterilointi-
kasittelyjen A3 ja A4 lisdysmateriaali on kerétty samana péivéna 7.3. sa-
masta syysta. Ensimmaisend kerdyspaivana emokasveissa havaittiin punk-
keja, jotka torjuttiin pyretriinilld&. Ensimmadinen kasvinsuojeluainekaésittely
tehtiin heti ensimmadisen lisdysmateriaalin kerddmisen jalkeen ja kasittely
toistettiin noin pdivaa ennen seuraavaa kerdyspdivaa. Pyretriini haihtuu
kasvin pinnalta usein nopeasti (Raid Suomi, 2016), mutta toista keréyspéi-
vaé edeltdnyt kasvinsuojeluainekésittely saattoi muodostaa kasvin pinnalle
kerroksen, joka esti kasvin pinnalla olevien kasvintuhoojien poistamisen
pintasteriloinnin aikana sterilointik&sittelyd A3 tehtdessa. Sterilointikasit-
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telyyn A4 mennessa aine oli ehtinyt haihtua ja pintasterilointi onnistui.
(Leppéakoski 12.4.2016.)

Havainnointien perusteella yksik&an aloituksista ei kuollut. Tamé ilmen-
taa, ettd lisdysmateriaali oli kayttokelpoista ja aloitusalustat sisélsivat ai-
neita, jotka edistivat aasiankilpikierron kasvua. Silmin néhtévien erojen
(Kuva 6.) perusteella tuloksista voidaan todeta, ettd alustoilla 2 ja 4 aloi-
tukset kasvoivat lajille tyypillisemmin ja pidemmiksi kuin alustoilla 1 ja 3.
Aikuisen aasiankilpikierron varsi alkaa puutuessaan muuttaa varia ruske-
aksi. Nuori ja kasvava verson kérki on vaaleanvihred ja pehmed. Karjen
lehtien muoto poikkeaa vanhempien osien lehtien muodosta. Aloitusalus-
toilla 2 ja 4 kasvaneiden aloitusten varsi oli tyveltd tummempi, verson
kérki vaaleanvihred, nivelvali pitka ja lehdet jaljittelivat aikuisen aasian-
kilpikierron lehtien muotoa. Aloitusalustoilla 1 ja 3 aloitusten versojen ni-
velvali jai lyhyeksi, jolloin pituuskasvua oli vahan. Verso oli kauttaaltaan
vaaleanvihred, ja hyvin pehmea ja hauras. Lehdet olivat pienet ja lahinn&
aikuisen kasvin verson kérkien lehtien muotoa jéljittelevat.

Aloitusalustoilla 2 ja 4 kasvaneita aloituksia oli helpompi késitella monis-
tusvaiheessa ja niisté saatiin parempi monistusprosentti kuin alustoilta 1 ja
3 kasvaneista aloituksista. Pitkat versot pystyttiin leikkaamaan kahteen tai
jopa kolmeen osaan, jolloin monistusalustalle saatiin enemmén materiaa-
lia, joka on toivottavaa. Jokainen monistusalustalle leikattu versonpala si-
sélsi véhintdan yhden hankasilmun.

6.5 Kehitysideat

Aloitusten siirrostamisessa uusiin koeputkiin 15.3. tapahtui virheitd. Koe-
putkien erottamiseksi tarrat olisivat voineet olla erivarisia tai keksia jokin
muu helposti havaittava keino erotella eri alustat virheiden valttamiseksi.
Havainnointikerroilla koeputkitelineissa vieri vieressé olevia koeputkia pi-
ti k&&nnelld, jotta nékyville saisi koeputken kyljessa olevan tarralapun.
Samojen sterilointierien koeputket pyrittiin pitdméaan samassa koeputkite-
lineessa ja jarjestelld niin, ettd samojen alustojen koeputket olivat vierek-
kain. Alussa koeputkia oli kuitenkin paljon ja valilla niita saattoi jarjestella
vaariin paikkoihin tai laittaa havainnoinnin jélkeen vaaraan tyhjaan paik-
kaan. Varikoodaus olisi helposti erotettava keino tdaman ongelman ratkai-
semiseen.

Sterilointik&sittelyjen vertaileminen jai kokonaan pois opinnéytetyosta,
silla ensimmadiseksi kokeiltu sterilointikasittelyn todettiin toimivan hyvin.
Toisenlaisen tuloksen aikaansaamiseksi myds muita sterilointikasittelyja
voisi kokeilla. Myds muut sterilointikasittelyt voivat sopia aasiankilpikier-
rolle.

26



Aasiankilpikierron mikroviljelman aloitus

7 JOHTOPAATOKSET

Opinnaytetytssa suoritetun tutkimuksen perusteella aasiankilpikierron
mikrolisdédminen on mahdollista mikroliséyslaboratorion keinoin. Valituil-
la aloitusalustoilla saatiin aikaan kasvua ja kahdella niisté jopa hyvéa kas-
vua. Perusresepting voidaan kayttada joko MS- tai WPM-reseptid. Kasvuta-
vassa ei juurikaan havaittu eroja ndiden kahden perusreseptin valilla kah-
den lisdaineellisen tai kahden lisdaineettoman alustan kesken. Aasiankilpi-
kierron mikrolisdédmiseen kaytettava aloitusalusta vaatii perusreseptin li-
séksi kasvihormonia. Kasvihormonina kaytetty BAP toimi hyvin hyvén
kasvun aikaansaamiseksi. Lisdaineet adeniinisulfaatti ja glutamiini kom-
pensoivat kasvihormonin vaikutusta alustoilla 2 ja 4, joilla BAP-pitoisuus
oli pienempi. Kasvu oli heikompaa alustoilla 1 ja 3, joilla ei ollut liséainei-
ta ja BAP-pitoisuus oli suurempi. Alustoilla 1 ja 3 BAP-pitoisuus ei ollut
riittdva tai hyvé kasvu vaatii liséaineita sen lisaksi.

Sterilointikasittely saippuapesulla, etanolilla ja natriumhypokloriitilla sopi
aasiankilpikierrolle, silla kaikki aloitukset eivat infektoituneet. Sterilointi-
késittely ei poistanut kaikkia kasvin pinnalla olleita mikrobeja, mutta 36 %
kokonaismaarasta sailyi infektoitumatta, joka on hyvé tulos. Fallenius
(2012) sai parhaimmillaan opinnaytetydssaéan tehdylla hyvin vastaavanlai-
sella sterilointikasittelylla 21 % aloituksista monistusvaiheeseen asti. Ste-
rilointikasittely ei ollut liian voimakas, silla se ei tappanut aloituspaloja.
Vain muutaman millin pituinen osa solukkoa verson paista menetti varinsa
ja kuoli. Koska kaikki aloitukset olivat samoista emokasveista, jotka olivat
kasvaneet samoissa olosuhteissa, on vaikea sanoa mika on aiheuttanut sen,
miksi alustalla 1 esiintyi yli puolet véhemman infektioita kuin alustalla 4.
Infektoimisriskiin ei vaikuta alustan sisaltdmét aineet.

Mikrolisdyslaboratorion kdytanteitd noudatettiin huolellisesti, jotta tyonte-
kijasta johtuvat infektiot saataisiin minimiin ja tuloksissa nakyisi vain pin-
tasteriloinnin onnistuminen tai epdonnistuminen. Jostain muusta kuin pin-
tasteriloinnin epdaonnistumisesta johtuvia infektioita esiintyi vain yhdessé
aloituksessa (Kuva 7.). Tyo6skentelyssa kaytettavat tyovélineet ja astiat
steriloitiin lampdkaapissa sisdpuolelta ennen laminaarivirtauskaappiin siir-
tymistd. Aloitusalustoilla taytetyt koeputket steriloitiin autoklaavissa en-
nen kayttod. Laminaarivirtauskaappiin siirrettavéat astiat ja tydvalineet seka
tyontekijan ké&det puhdistettiin alkoholilla ja tyévélineiden toistuvaan ste-
rilointiin kéytettiin lasihelmisterilisaattoria. Aloituspalat pintasteriloitiin
ennen aseptisiin olosuhteisiin eli koeputkiin laittoa. Tydskentely suoritet-
tiin rauhallisesti ja tarkasti, ja siind onnistuttiin hyvin.

Mikaan yksittainen aloitusalusta ei ollut selkedsti muita parempi tai huo-
nompi kuin toiset. Aloitukset menestyivét kaikilla alustoilla, silla kuolleita
aloituksia ei esiintynyt. Kaikkia naitd alustoja voidaan kaytt&a aasiankilpi-
kierron lisdédmiseen. Jos versoista halutaan lyhyitd, lisdaineet adeniini-
sulfaatti ja glutamiini jatetd&n pois alustasta. Lis&aineet lisataan alustaan,
jos halutaan enemmén pituuskasvua. Kasvu aloitusalustoilla 2 ja 4 oli pa-
rempaa, silla ne voitiin jakaa useampiin osiin monistusalustalle siirrettaes-
s&. Naiden alustojen aloituksia oli myds helpompi kasitell& monistusvai-
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heessa. Tulosten perusteella ndita liséaineellisia alustoja voidaan todenna-
kdisemmin kéayttdd Menispermaceae-heimon kasvien mikrolisddmiseen.

Aasiankilpikierron regeneraatiokyky ei osoittautunut ongelmaksi, silla
versot hyddettiin ja aloitukset olivat nuoruusvaiheessa. llman hyotoa ke-
sépistokkaista otetuista hankasilmuista infektoitumistulos olisi voinut olla
erilainen. Nayttoa siitd, auttoiko hyétdminen puhtaamman lisdysmateriaa-
lin saamisessa, ei ole. Bongan & von Anderkasin (1992) mukaan on to-
dennékoistd, ettd emokasvimateriaalin hydtdminen edistdd puhtaamman
aloitusmateriaalin saamista mikrolisdyksen kayttoa varten.

Fenolien aiheuttamaa ruskettumista esiintyi kaikkien alustojen aloituksilla.
Ruskettuminen ei muodostunut suureksi ongelmaksi, silla aloituksia voi-
tiin siirtda kriittisessa vaiheessa uusiin koeputkiin samalle alustalle. Toi-
menpiteisiin ryhdyttiin vain sterilointikésittelyjen Al ja A2 alustoilla 2 ja
4 kasvaneiden aloitusten kohdalla, silla nailla alustoilla aloitukset olivat
kasvaneet kaikista kauiten ja ruskettuminen edennyt pisimmalle. Koeput-
kia oli valmisteltu enemmaén kuin tarve vaati, joten fenolien aiheuttamaan
ruskettumiseen osattiin valmistautua etukateen. Ilman ajoissa uudelle alus-
talle siirtamist4 aloitukset olisivat lopulta kuolleet.

Emokasvimateriaali toimi hyvin mikrolisdayksen aloituksessa. Aloituspalat
oli helppo pintasteriloida pieniksi paloiksi patkittyind eikd aikaa vievaa
silmun preparointia mikroskoopin alla tarvinnut tehdé. Kaikki steriloidut
aloitukset l&htivat kasvuun véhintddn hankasilmusta, useat aloitukset use-
ammastakin verson piilosilmusta.
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Liite 1
MURASHIGEN & SKOOGIN ALUSTA = MS

(Murashige, T. & Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures. — Physiologia
Plantarum 15: 473-497. Uosukainen, M. 1997. kontaminaatiot solukkoviljelylaboratoriossa. Maatalouden tutkimuskeskuksen
julkaisuja. Sarja A 18.9-17.)

KANTALIUOKSET RAVINTOLIUOS
Nimike Yhdiste Pitoisuus ml kantaliuos- | Pitoisuus
ta/l mg/| ‘ mM
MS-paaravinteet (MS-makro) g/l 100
NHsNO3 16,5 1650 20,6
ammoniumnitraatti (hapettava)
KNOs 19,0 1900 18,8
kaliumnitraatti (hapettava)
CaCl:x2H.0 4,4 440 3,0
kalsiumkloridi (arsyttava)
MgS0sx7H,0 3,7 370 1,5
magnesiumsulfaatti
KH2PO4 1,7 170 1,25
kaliumdivetyfosfaatti
MS-hivenaineet (MS-mikro) g/100 ml 1
H3BO3 0,620 6,2 0,1
boorihappo
MnSOaxH.0 1,690 16,9 0,1
mangaanisulfaatti (haitallinen)
ZnS04x7H,0 0,860 8,6 0,03
sinkkisulfaatti (arsyttava)
Kl 0,083 0,83 0,005
kaliumjodidi
Na:Mo04x2H20 0,025 0,25 0,001
natriummolybdaatti
Erilliset kantaliuokset | ¥*CuSO4x5H20 0,025 g 10 ml 0,025 0,0001

g/100 ml, mitataan | kuparisulfaatti (haitallinen)
pipetillda  MS-MIKRO- | *CoCl,x6H20 0,025 g

kantaliuokseen kobolttikloridi (myrkyllinen) 10 ml 0,025 0,0001
MS-Fe = WPM-F g/500 ml 5
Kantaliuokseen punni- | FeSO4x7H.0 2,785 27,8 0,1

taan joko rau- | rauta(ll)sulfaatti (drsyttava)
ta(ll)sulfaatti ja Titrip-

lex 1l Na.EDTA 3,725 37,3 0,1
tai NaFe-EDTA etyleenidiamiinitetraetikkahapon

natriumsuola = Titriplex Il

(arsyttava)

tai tai tai tai

NaFe-EDTA, EDTA:n natriumrau- 3,67 36,7 0,1

ta(lll)suola
MS-vitamiinit g/250 ml 5
Kantaliuos jaetaan tiamiinidikloridi 0,005 0,1 0,0003
5 mlin eriin, jotka | (Bi-vitamiini)
sdilytetddn syvajadssd | nikotiinihappo 0,025 0,5 0,004
(n.-20 °C). (B-vitamini)

(arsyttava)

pyridoksolihydrokloridi 0,025 0,5 0,002

(Be-vitamiini)

glysiini (aminohappo) 0,1 2,0 0,027
Myo-inositoli 1,0g /100 ml 10 100 0,56
(sokerialkoholi) tai punnitaan erikseen
Sakkaroosi (ruokosokeri) punnitaan erikseen 30 g/l 30000 87,6
pH Tilavuus = n. 4/5 lopullisesta tilavuu- 5,7

desta

Tilavuus = 1 litra mittapullossa
Agar 8,5 g/| punnitaan erikseen, liuotetaan kuu-

mentamalla lampolevylld + magneet-
tisekoitus

Bacto Peptone 0,27 g/I
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WOODY PLANT MEDIUM = WPM-ALUSTA (BASAL MEDIUM)

Liite 2

(Lloyd, D. &McCown, B. 1980. Commercially-feasible Micropropagation of Mountain Laurel, Kalmia latifolia, by Use of Shoot-tip
Culture. The International Planta Propagator’s Society. Combined Proceedings 30:421-427.; Uosukainen, M. 1997. Kontaminaatiot
solukkoviljelylaboratoriossa. Maatalouden tutkimuskeskuksen julkaisuja. Sarja A 18, 9-17.)

KANTALIUOKSET

RAVINTOLIUOS

Bacto Peptone

0,27 g/|

Nimike Yhdiste Pitoisuus ml kantaliuosta/I | Pitoisuus
g/ 100 ml mg/| mM
WPM-A NHaNO; 2,00 20 400 5,0
ammoniumnitraatti (hapettava)
Ca(NOs)2x4H,0 2,78 556 2,4
kalsiumnitraatti (hapettava,
drsyttava)
WPM-B K204 4,95 20 990 5,7
kaliumsulfaatti (hapettava)
WPM-C CaClx2H0 1,92 5 9% 0,65
kalsiumkloridi (arsyttava)
WPM-D KH2PO4 3,4 5 170 1,25
kaliumdivetyfosfaatti
HsBOs 0,124 6,2 0,1
boorihappo
Na:Mo04x2H20 0,005 0,25 0,001
natriummolybdaatti
WPM-E MgS04x7H.0 7,4 5 370 1,5
magnesiumsulfaatti
MnSOsxH.0 0,446 22,3 0,13
mangaanisulfaatti (haitallinen)
ZnS04x7H.0 0,172 8,6 0,03
sinkkisulfaatti (arsyttava)
CuS04x5H,0 0,005 0,25 0,001
kuparisulfaatti (haitallinen)
WPM-F FeSOax7H,0 0,557 5 27,8 01
rauta(ll)sulfaatti (arsyttava
- MS-Fe ( (arsyttava)
Kantaliuokseen | Na,EDTA 0,745 37,3 01
punnitaan joko | etyleenidiamiinitetraetikkahapon
re?u'Fa(II)squaatti ja | natriumsuola
T"f”plex mn = Titriplex Ill (Arsyttava) tai tai tai
tai NaFe-EDTA tai 0,734 36,7 0,1
NAFe-EDTA, EDTA:n natriumrau-
ta(lll)suola
WPM-G tiamiinidikloridi 0,02 5 1,0 0,003
(vitamiinit) (B1-vitamiini)
Kantaliuos jaetaan nikotiinihappo 0,01 0,5 0,004
5 mln eriin, jotka | (B-vitamiini) (drsyttdva)
sdilytetaan syvdjaassa | pyridoksolihydrokloridi 0,01 0,5 0,002
(n. -20 °C). (Bs-vitamiini)
glysiini (aminohappo) 0,04 2,0 0,027
Myo-inositoli (sokerialkoholi) 1,0 10 100 0,56
tai punnitaan erik-
seen
Sakkaroosi (ruokosokeri) punnitaan erikseen 20 g/l 20000 58,5
pH Tilavuus = n. 4/5 lopullisesta tila- 5,2
vuudesta
Tilavuus—> 1 litra mittapullossa
Agar 8,5 g/| punnitaan erikseen, liuotetaan kuumenta-

malla lampélevylla + magneettisekoitus
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Liite 3

HAVAINNOINTITAULUKKO
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