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Sivut

Koreanvaahteraa (Acer pseudosieboldianum) lis&tdan tavallisesti vartta-
malla, eikd lajin mikrolisdyksesté ei ole aikaisempaa tietoa. Tastd syysta
opinndytetyoni pohjana kaytetddn muiden vaahteroiden mikrolisaystutki-
musten tuloksia. Taman opinndytetyon tavoitteena on selvittdd korean-
vaahteran mikrolisdysté ja erityisesti sitd, mika aloitusalusta sopii parhai-
ten koreanvaahteralle. Lisdysmateriaaliksi haettiin oksia kolmesta eri ko-
reanvaahterayksilostd Mustilan arboretumista. Koe tehtiin Lepaan mikro-
lisdyslaboratoriossa 10.6.- 22.11.2010.

Kokeessa kéytetyistd koreanvaahterakannoista ensimmaéinen yksild oli
pienilehtinen pikkupuu (KOR A), toinen oli nuori puu, jolla on nayttava
syysvari (KOR B) ja kolmas oli vanhempi puu, joka jattaa lehtensa talvek-
si oksille (KOR C). Viljelmien aloituksissa kaytettiin neljaa eri ravinto-
alustaa, WPM + Zeatiini 2 mg/l, WPM + Zeatiini 1,5 mg/l, DKW + Zea-
tiini 2 mg/l ja LS + BAP 1 mg/l. Kaikille aloituksille kaytettiin samaa ste-
rilointimenetelmdd, johon kuului huuhtelu ensin saippuavedessa sitten eta-
nolissa ja viimeiseksi natriumhypokloriitissa. Aloitusten tekemisen jal-
keen viljelmia seurattiin ja kaikki infektoituneet tai kuolleet yksil6t pois-
tettiin. Versot siirrettiin tarvittaessa uusille alustoille.

Kokeen tulosten mukaan koreanvaahteran mikrolisayksen aloitusvaihee-
seen sopi parhaiten WPM-alusta, jossa oli 2 mg/l zeatiinia. Huonommiksi
alustoiksi osoittautuivat DKW- ja LS-alustat, joilta yksikaan aloituspala ei
paassyt jatkokasvatukseen, vaan kaikki joko infektoituivat tai kuolivat.
Prosentuaalisesti eniten eloon jaéneitd versoja kokeen loppuvaiheessa oli
KOR B-kannassa (16 %). KOR A-kannan aloituksista eloon jai 6 % ja
KOR C-kannan aloituksista vain 5 %. Jatkokasvatukseen saatiin lopulta
viisi yksilod, joista kolme oli KOR B-kantaa ja kaksi KOR C-kantaa.

Vaahtera, mikrolisdys, Acer pseudosieboldianum, ravintoalusta

29 s + liitteet 3 s.
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ABSTRACT

Korean maple (Acer pseudosiedoldianum) is usually propagated by graft-
ing, and there is no knowledge of micropropagating the Korean maple be-
fore. That is why the results of micropropagation studies with other maple
species were used as a base of this thesis. The goal of my thesis was to
study micropropagating of the Korean maple, especially to conclude
which culture media would be the best for the starting phase of this micro-
propagation. The propagation material (young sprouts) was taken from
three different Korean maples growing in Mustila arboretum. The experi-
ment was performed in the Lepaa micropropagation laboratory between 10
June and 22 November 2010.

The first one of the three used Korean maple populations used was a small
tree with small leaves (KOR A), the other one was a young tree with a
spectacular autumn color (KOR B) and the third one was an older tree,
which leaves its leaves on for the winter (KOR C). Four growing media
were used in the starting phase of these cultures, WPM + Zeatin 2 mg/I,
WPM + Zeatin 1,5 mg/l, DKW + Zeatin 2 mg/l and LS + BAP 1 mg/l. The
same sterilizing methods were used on all sprouts. These were rinsing first
in soap water, then in ethanol and last in sodiumhypochlorite. After start-
ing the cultures they were observed and all infected or dead cultures were
removed. The sprouts were moved to a new medium when necessary.

According to the results of this experiment, the best growing media for the
starting phase of the Korean maple micropropagation was WPM that in-
cluded 2 mg/l of zeatin. The worst media were DKW ja LS, of which no
sprouts survived, but all were infected or dead. The best percentage of
surviving sprouts, were observed with KOR B population (16 %). From
KOR A population’s sprouts 6 % survived and of KOR C population’s
sprouts only 5 % survived. Finally only five individuals were moved to the
multiplication phase. Three of these belonged to the KOR B population
and two to the KOR C population.

Keywords Maple, micropropagation, Acer pseudosieboldianum, culture media
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Koreanvaahteran (Acer pseudosieboldianum) mikroviljelmén aloitus

1 JOHDANTO

Vaahterat ovat térked osa koristepuuvalikoimaa. Niihin kuuluu monia eri-
kokoisia ja muotoisia lajeja, joiden lehdet voivat olla hyvinkin erilaisia.
Esimerkiksi mongolianvaahtera (Acer ginnala) on suosittu pensasmainen
vaahtera, jota viljelladn sen kasvutavan ja hienon lehdiston vuoksi. Suosi-
oon vaikuttaa myos lehtien kaunis oranssinpunainen syysvari. Samanta-
painen vaahtera, tataarivaahtera (Acer tataricum) puolestaan koreilee syk-
syisin keltaisella tai hieman punertavalla lehdistoll4. Metsdvaahtera (Acer
platanoides) taas on yksi suosituimpia piha- ja puistopuitamme. (Alanko
1988, 28-29.) Eri vaahteralajit myos sopivat hyvinkin erilaisiin kayttokoh-
teisiin aina kaupunkipuutarhoista ja teollisuusalueista peltojen suojaistu-
tuksiin (Bridgeman 1979, 135-140).

Itse koreanvaahtera (Acer pseudosieboldianum) on télla hetkelld varsinkin
Suomessa melko harvinainen puulaji. Se olisi kuitenkin hyva lisd suoma-
laiseen koristekasvivalikoimaan, sill4 koreanvaahtera on melko pieni puu,
joten se sopisi pienempéénkin pihaan. Liséksi koreanvaahteroilla on taval-
lisesti hyvinkin ndyttava syysvari. Koreanvaahtera on perdisin Korean ja
Kiinan Matsurian alueilta (Van Gelderen 1999, 227).

Tavallisesti koreanvaahteraa on lisatty varttamalla (Van Gelderen, De
Jong & Oterdoom 1994, 121), mutta nyt haluttiin tutkia onko sen lisdys-
mahdollisuuksia mikrolisdyksen avulla. Mikrolisdyksen avulla voidaan
esimerkiksi tutkia puuvartisten kasvien ominaisuuksia jalostuksen aikana,
lisata hyvia kasviyksiloita laajassa mittakaavassa metsittamiseen tai tuot-
taa koristekasveja puutarhoihin ja puistoihin. (George 1993/1996, 970—
974.) Taman tyon tarkoituksena oli 16ytda sopiva ravintoalusta korean-
vaahteran mikrolisdayksen aloitusvaiheeseen sekd tuottaa lajista viljelmé
Lepaan mikroliséyslaboratoriolle, joka on myds tyon tilaaja.
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2 VAAHTERAT

Vaahterat ovat Aceraceae-heimoon (vaahterakasvit) ja Acer-sukuun kuu-
luvia puuvartisia kasveja. Parhaiten vaahterat tunnetaan loistavista, hohta-
vista syysvareistdan, mutta koristearvon lisaksi jotkin vaahterat kelpaavat
my06s esimerkiksi puutavaraksi tai vaahterasiirapin tuotantoon. (Van Gel-
deren ym. 1994, 15.) Vaahteroista yleisin Suomessa on metsavaahtera
(Acer platanoides), joka tuli Suomeen noin 4000 eKr. lounaasta ja kaakos-
ta (Holmasen 1991, 137).

2.1 Vaahterat yleisesti

Vaahterat ovat levinneet hyvin laajalle alueelle ympéari maapalloa. Eniten
niit4 tavataan lauhkean ilmaston vydhykkeelld Pohjois-Amerikassa ja Eu-
raasiassa, mutta erilaisia vaahteroita kasvaa myds vélimerellisisséd seka
trooppisissa ilmastoissa Amerikassa, Euroopassa ja Aasiassa. Vaahteroita
on luultavasti alun perin viljelty niiden kauniiden kukkien sek& lehtien
upeiden syysvérien vuoksi. Vaahteroiden viljelykelpoisuuteen vaikuttaa
se, ettd vaahterat eivat kérsi kasvitaudeista ja tuholaisista yhta paljon, kuin
jotkin muut puulajit. Acer-suku on hyvin monimuotoinen ja siitd 16ytyy
sopiva laji niin pieneen kuin isoonkin puutarhaan, niin kuivaan kuin kos-
teaan kasvupaikkaan. (Van Gelderen ym. 1994, 17-25.)

Vaahteroihin kuuluu joitain suuria lajeja, mutta monet lajeista ovat keski-
kokoisia puita tai pienid ja pensasmaisia. Esimerkkeja isoista ja keskiko-
koisista vaahteroista ovat muun muassa Acer heldreichii, Acer lobelii,
Acer rubrum ja Acer saccharum ja pienista puu- ja pensasmaisista vaahte-
roista ovat muun muassa Acer argutum, Acer forrestii, Acer pensyl-
vanicum ja Acer trifolium. Suurin osa Eteld-Aasiasta tulleista vaahteroista
on pieniéd. Vaahteroiden kukat voivat olla kauniita, mutta silti vaahteroiden
koristearvo perustuu tavallisimmin nimenomaan niiden lehdistéon. (Bean
1976, 185-186.) Eri vaahteroilla koristearvoa voivat lisata esimerkiksi eri-
tyisen kaunis kaarna tai vaikka oksien erikoinen varitys (Bridgeman 1979,
124-128).

Vaahteroille on tyypillistd, ettd lehdet ovat aina vastakkain ja lapa on
yleensa liuskainen. Joskus lehtilapa voi olla myds ehyt tai kerrannainen.
Vaahteran kukinto on huiskilo ja itse kukat ovat yleisimmin kellertavia tai
vihertavia. Joillakin lajeilla kukat voivat olla my6s punaisia. Yksittaisessa
kukassa on tavallisesti viisi terdlehted ja viisi verholehted sekd kahdeksan
hedettd ja kaksi emid. Vaahteran hedelma on 2-lohkoinen lohkohedelma.
Yksi vaahteroiden tuntomerkeistd ovat hedelmien lenninsiivet. (Hamet-
Ahti, Palmén, Alanko & Tigerstedt 1992, 288; Bean 1976, 185-186.)
Vaahteroita listaan yleisesti joko siemenestd, pistokkaasta, tai varttamalla
(Van Gelderen ym. 1994, 27-29). Beanin (1976, 185-186) mukaan kaikki
vaahterat pitéisi lisat4 siemenestd ja jos varttamiseen joudutaan turvautu-
maan, perusrunkona tulisi kayttda samaa lajia.
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2.2 Koreanvaahtera

Koreanvaahtera (Acer pseudosieboldianum) on varsinkin Suomessa melko
harvinainen kasvi. Koreanvaahteralla on ollut monta eri latinankielisté ni-
med, eika sitd ole pystytty maarittdmaan lajilleen. Koreanvaahteran sano-
taan muistuttavan sirovaahteraa (Acer sieboldianum), jonka mukaan se on
ilmeisesti saanut nimensakin, silld pseudo voidaan kddntdd “vale-” tali
“epa-”, jolloin koreanvaahteran latinankielinen nimi voitaisiin kaintaa
esimerkiksi: valesirovaahtera tai epasirovaahera. Koreanvaahtera muistut-
taa ulkonadltadn myos hokkaidovaahtera (Acer japonicum), joka on siro-
vaahteran liséksi ainoa laji, johon koreanvaahteran voi sekoittaa. Korean-
vaahteraa kasvaa luonnonvaraisena MantSuriassa Ussuri joella Kiinassa
sekd my0s Koreassa. Se viihtyy yleensd sekametsissa hyvin vetta lapéise-
véssd, kivisessa maassa. Kasvin alalajeja ovat ainakin ssp. pseudosiebol-
sianum (tavallisin) ja ssp. takesimense seka lajikkeita var. ambiguum (leh-
det typistettyja tai herttamaisia), var. koreanum (hedelmét yhdensuuntai-
set), var. lanuginosum (lehdet ja hedelmét villaisia) ja var. macrocarpum
(hedelmét vaakatasossa). (Van Gelderen ym. 1994, 120.)

Koreanvaahtera on kohtalaisen pieni puu, silld se kasvaa vain noin kah-
deksasta kymmeneen metrid korkeaksi, joskin joskus korkeuttaan le-
veammaéksi. Puun oksisto on yleensé hyvinkin avonainen ja harva. Oksien
véritys vaihtelee harmaasta mustahkoon. Uudet versot ovat pitkid, hentoja
ja voivat joskus olla hieman tahmeita. Koreanvaahteran lehdet ovat sormi-
halkoisia, kuten kaikilla vaahteroilla, mutta koreanvaahteralla yhdessa
lehdessd on 9-11 haaraa. Lehdet ovat halkaisijaltaan 10-14 cm leveitd,
kerraten sahalaitaisia ja lehtiruodit ovat kolmesta viiteen senttimetrid pit-
kid. Nuorena lehdet voivat olla alapinnaltaan vaaleankarvaisia, mutta leh-
den ylépuoli on yleensa syvan vihred. (Van Gelderen ym. 1994, 120; Van
Gelderen 1999, 272.) Koreanvaahteralla voi olla myos silkkisid ruosteisen
ruskeita karvoja silmun ja varren liittymiskohdassa (Dirr 1990, 55). Ko-
reanvaahteralla on nayttdva syysvari, joka vaihtelee keltaisesta syvan
purppuranpunaiseen. Lehdet varisevat myohééan syksylld, mutta saattavat
jopa jaada talveksi puuhun leudon talven ajaksi. Kukinta tapahtuu kevéaal-
14, ennen lehtien kasvua. Kukintojen verholehdet ovat purppuranpunaisia,
ja terélehdet kermanvalkoisia. Koreanvaahteran hedelmé on kaksilohkoi-
nen lohkohedelma, jossa muiden vaahteroiden tapaan on lenninsiivet. He-
delma on kolme senttimetria pitké ja variltdén ruskea tai punertava. (Van
Gelderen ym. 1994, 120; Van Gelderen 1999, 272.)

Koreanvaahteran lisdys onnistuu siemenestd, joskin siemenia on vain har-
voin saatavilla. Tavallisempi ja hyvaksi todettu lisdysmenetelma on vart-
taa koreanvaahteraa japaninvaahteran (Acer palmatum) perusrunkoon.
Upeasta syysvaristddn huolimatta koreanvaahteran koristearvo kyseen-
alaistetaan, silla sen kasvutapa on usein roikkuva ja l16yha. Syksylla ruske-
aksi muuttuneet lehdet jaavat puuhun pitkéksi aikaa, eivétka ole kaikkien
mielestd esteettisid. (Van Gelderen ym. 1994, 121.)
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3 MIKROLISAYS

Mikrolisdys on yksi kasvien lisdysmenetelmistd. Siind kasveja lisataan eri-
laisista kasvinosista in vitro olosuhteissa, eli ”lasin alla” esimerkiksi koe-
putkissa (George 1993, 1). Erilaisia mikroviljelmid ovat esimerkiksi me-
risteemi-, versonkérki-, silmu-, kallus-, solu-, suspensio-, protoplasti-, he-
de-, siitepOly- ja alkioviljelmat. Naiden lisaksi myos mikrovarttaminen on
yksi solukkoviljelymenetelmé. (Haapala & Niskanen 1992, 15-20.) Mik-
roliséysta varten emokasvista otetaan halutunlaisia aloituspaloja. Kasvista
ja viljelmatyypisté riippuen aloituspalat ovat esimerkiksi verson karkia tai
nivelvaleja, jotka sitten steriloidaan ja preparoidaan. Aloituspalat asetetaan
kasvualustalle, ja jos ne alkavat kehittyd, niiden versoja voidaan monistaa
ja lopulta juurruttaa. Juurrutusta tehdéén seka in vitro, etta ex vitro olosuh-
teissa. (George 1993, 1.)

3.1 Ravintoalustat

Mikrolisayksessa kasvit kasvatetaan keinotekoisesti valmistetussa ravinto-
alustassa. Tamén alustan ominaisuudet vaikuttavat olennaisesti lisdyksen
onnistumiseen. (George 1993, 273.) Yleisesti kéytettyja ravintoalustoja
ovat muun muassa Murashigenin ja Skoogin kehittdma MS-alusta ja Llo-
ydin ja McCownin kehittdma WMP-alusta. Alustojen erot mikrolisdykses-
sé& johtuvat niiden ainesosien erilaisuudesta. Jokaisessa alustassa on aina-
Kin joitain eroja esimerkiksi makro- ja mikroravinteissa seka kasvuhormo-
neissa. (George 1993, 346-348.) Makro- ja mikroravinteet ovat valttdmat-
tomia osia kasvualustassa. Makroravinteita ovat typpi, kalium, kalsium,
fosfori, magnesium ja rikki. Mikroravinteita ovat esimerkiksi rauta, natri-
um, kloori, mangaani, sinkki, boori, kupari, koboltti ja molybdeeni. Nai-
den lisdksi kasvualustoihin lisdtdan sokereita hiilen lahteeksi. (George
1993, 273-274.) Muita kasveille téarkeitd alkuaineita ovat my6s happi ja
vety ja lisaksi joillekin kasveille tarkeitd tai hyddyllisia aineita ovat myos
alumiini ja jodi (George & Debergh 2008, 65). Kasvua parantamaan voi-
daan lisatd myos vitamiineja, aminohappoja seké kasvunséatoaineita. Kas-
vunsaatoaineen valinta ja pitoisuus riippuvat kyseessa olevasta kasvilajista
ja lisdyksen tavoitteesta. Aloitus-, monistus- ja juurrutusalustoilla on
yleensa eri pitoisuudet kasvunsaatoaineita. (George 1993, 273-274; Smith
2000, 47-49.)

Kasvualustaan lisattdvat makroravinteet saadaan tavallisimmin suoloista.
Suolat liuotetaan veteen, jolloin ne saadaan muuttumaan kasveille kaytto-
kelpoisiksi ioneiksi. Yleensd kasvit ottavat makroravinteensa seuraavan-
laisina ioneina: Ca**, Mg?®*, K*, NH,", NOg’, (HPO.)?, (H,PO,) ja (SO.)%.
N&ma saadaan annettua Na- tai Cl-suoloina, silla kasvit kestdvat hyvin
suuria natrium- ja klooripitoisuuksia. Ravinteiden ottoon vaikuttavat esi-
merkiksi happamuus ja lampdtila. Lisdayksen alussa varsinkin metalli-
ionien maaré kasvissa voi jopa véhentyd, silld niit4 voi karata alussa va-
hingoittuneesta kasvisolukosta. Tavallisesti kasvit kestdvat pH:n vélilla
4,0-7,2, mutta yleensé kasvualustan pH sa&adetdan 5,7:4an. Esimerkiksi
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autoklavoinnin tai varastoinnin aikana pH voi kuitenkin vield laskea.
(George 1993, 274, 297-298.)

Mikroravinteita on tutkittu paljon ja niiden térkeydestd ollaan yhtd mielta.
Siitd huolimatta tarvittavista pitoisuuksista on monta mielipidettd. Esimer-
Kiksi koboltin tarkeydesta kasveille ei ole vield varmaa tietoa. Kuitenkin
mikroravinteet ovat térkeitd solujen proteiinien osia, joista suurinta osaa
tarvitaan esimerkiksi klorofyllin synteesiin seka kloroplastien toimintaan.
(George 1993, 302.)

Kasvualustaan tulee lisétd jokin hiilen I&hde, josta kasvit saavat tarvitse-
mansa energian. Tavallisesti kasvin vihredt solut pystyvét itse yhteytta-
maan ravintonsa, mutta mikroviljelmassé ndma solut eivét ole fotosynteet-
tisesti aktiivisia. (Smith 2000, 50.) Yleisimmin mikrolisdyksessa kaytetaan
hiilen l&hteena sakkaroosia, mutta my6s muita sokereita voidaan kayttaa.
Kokeissa muiksi ainakin kohtalaisen hyviksi sokereiksi on todettu glukoo-
si, maltoosi ja raffinoosi. Huonommiksi sokereiksi on havaittu fruktoosi,
mannoosi ja laktoosi, silld niistd mikrotaimet saavat huonommin hiilta.
Glukoosilla on saatu joissain tapauksissa jopa parempia tuloksia kuin sak-
karoosilla, mutta sita kaytetddn vahemman sen korkeamman hinnan vuok-
si. Myos joitain monosakkarideja kuten arabinoosia ja ksyloosia, ja disak-
karideja kuten sellobioosia, maltoosia ja trehaloosia voidaan kéayttaa osit-
tain korvaamaan sakkaroosia. Monia muitakin hiilen l&hteitd, kuten maissi
siirappia on myos tutkittu. (George 1993, 322.)

Mikroviljelyssa kasvien kasvua voidaan parantaa lisaamélla kasvualustaan
vitamiineja. Toisin kuin eldimet, kasvit pystyvat tavallisesti itse tuotta-
maan tarvitsemansa vitamiinit, mutta mikrolisdyksessa kasvisolut tai ku-
dokset voivat kérsia vitamiinien puutteesta, silla niiden tuotanto ei ole te-
hokasta. Aikaisemmin vitamiinien ldhteend on kaytetty muun muassa he-
delmamehuja, kookosmaitoa, hiiva- ja mallasuutteita, seka kaseiinia. Tar-
keimpid mikrolisayksessa kaytettyja vitamiineja ovat tiamiini (B1), niasiini
ja pyridoksiini (Bs). (George 1993, 313; Thorpe, Stasolla, Yeung, Klerk,
Roberts & George 2008, 115.) Myds Bj vitamiini on kaytetty. Vitamiineja
tulisi sailyttdd aina pakastimessa valmiina annosliuoksina. (Smith 2000,
49.) Joskus myds aminohappoja kéytetaan joskus kasvualustoissa. Amino-
hapot voivat lisata joidenkin mikroravinteiden satavuutta, estda alustan
pH-muutosta tai toimia ravinteina (George 1993, 313; Thorpe ym. 2008,
115.)

Aloitusalustoilla viljelmid voidaan tukea mekaanisesti erilaisten materiaa-
lien awvulla, tai ravintoalustasta voidaan tehda geelimdinen esimerkiksi
agarin avulla. Mekaanisessa tuennassa on yritetty kayttaa hyvaksi ainakin
erilaisia muoveja ja paperia sekd muita huokoisia materiaaleja. Yleisesti
ravintoalustan Kiinteyttdmiseen on kéytetty agaria. Agar sopii tarkoituk-
seen hyvin silla se sulaa 100 °C:ssa ja jahmettyy geeliksi 45 °C:ssa, eika se
reagoi voimakkaasti alustan muiden ainesosien kanssa. Muita kaytettyja
geeli aineita ovat esimerkiksi agaroosi ja gelrite. Geelit ovat myds hyvia
pysyvié alustoja, sill4 kasvien entsyymit eivat sulata niitad. (George 1993,
337-341.)
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3.2 Kasvihormonit

Kasvihormoneja esiintyy kasveissa luonnollisesti, mutta my6s synteetti-
sesti valmistettuja hormoneja kéaytetddn kasvien lisaédmisessa. Kuitenkin
my0s luonnollisia kasvunséatdaineita voidaan tuottaa keinotekoisesti. Nii-
den tehtdvéna kasvissa on ohjata kasvin kasvua ja kehitystd. Tarkeimpi&
naisté aineista ovat auksiinit ja sytokiniinit. Muita kasvihormoneja ovat
esimerkiksi gibberelliinit. (George 1993, 420.) Naiden liséksi kasvunsaa-
toon voidaan kayttad myos etyleenid ja abskissihappoa (Machakova, Za-
zimalova & George 2008, 175).

Auksiinit ovat mikrolisdyksessa yleisesti kaytettyja kasvihormoneja. Ne
esimerkiksi edistavat kalluksen ja kasvin eri elimien kasvua seka saatele-
vét solukkojen muuntumista yhdessa sytokiniinien kanssa. Auksiinin va-
linta riippuu esimerkiksi siitd millaista kasvua tarvitaan seké siitd, miten
paljon auksiineja kasvissa on luonnostaan. Myos kasvin kyky tuottaa auk-
siineja seké lisdttyjen auksiinien ja luonnostaan esiintyvien aineiden mah-
dolliset reaktiot vaikuttavat auksiinien valintaan. Auksiinit parantavat kas-
vien kasvua kahdella tavalla. Ne saavat aikaan vety ionien erittymisen so-
luseiniin ja niiden I&pi, joka aiheuttaa solujen laajenemista. Toisaalta ne
vaikuttavat myds RNA-aineenvaihduntaan ja tat4 kautta myods proteiini-
synteesiin. Yleisin luonnostaan esiintyvé auksiini on IAA (3-indolyl-acetic
acid) ja yleisimmin kaytettyjd synteettisid auksiineja ovat 2,4-D (2,4-
dichlorophenoxyacetic acid), IBA (3-indolebutyric acid, 4-(indol-3-
yl)butyric acid ja 1H-indole-3-butanoic acid) ja NAA (1-naphthalene ace-
tic acid). Naista 2,4-D:ta kéaytetddn enimmékseen kalluksen muodostuk-
seen. NAAta sekd IBAta kaytetdan, kun tavoitteena on enemminkin solu-
kon muuntuminen. (George 1993, 421-423; Smith 2000, 47-49.) Kasvien
juurrutuksessa yleensa kaytettyjd auksiineja ovat 1AA, IBA ja NAA (Joz-
wik 1992, 244).

Sytokiniinit stimuloivat proteiinisynteesia ja tukevat kloroplastien kehitys-
t4 sek& hidastavat irtonaisten lehtien vanhenemista. Huomattavin vaikutus
nailla aineilla on solujen jakautumisessa ja muuntumisessa, varsinkin kun
niitd kaytetadn yhdessa auksiinien kanssa. Toisaalta versoviljelmaan lisét-
tynd ne voivat lopettaa apikaalidominanssin ja saada sivusilmut puhkea-
maan. Luonnostaan esiintyvia sytokiniineja ovat esimerkiksi zeatiini (4-
hydroxy-3-methyl-trans-2-butenylaminopurine, 6-(4-hydroxy-3-
methylbut-2-enyl)-aminopurine, 2-methyl-4-(1H-purin-6-ylamino)-2-
buten-1-ol)  seka  2-iP/IPA  (N°-(2isopentyl)adenine,  N°-(A?-
isopentenyl)adenosine,  6-(3-methyl-2-butenylamino)purine ja 6-(y,y-
dimethylallylamino)purine). Joissain tapauksissa luonnollisia sytokiniineja
on lisatty alustaan myos lisaamalla siihen esimerkiksi hiivauutetta tai koo-
kosmaitoa. Eniten kaytettyja synteettisid sytokiniineja ovat Kkinetiini (6-
furfurylaminopurine ja N-(2-furanylmethyl)-1H-purin(e)-6-amine) ja BAP
(6-bentzylaminopurine, benzyladenine ja N-(phenylmethyl)-1H-purin(e)-
6-amine). (George 1993, 435-437: Smith 2000, 47-49.)

Kasvihormonien, erityisesti auksiinien ja sytokiniinien valilla on huomat-
tavia yhteisvaikutuksia. Tavallisesti kasvualustan auksiinin méaarén ollessa
suuri ja sytokiniinien maarén pieni, pistokkaat muodostavat paremmin
juuria, ja yksisirkkaisilla kasveilla esiintyy kalluksen muodostusta. Kun
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taas sytokiniinien suurempi maara ja auksiinien pienempi maaré edistavat
versoviljelmien sivuversojen muodostusta sekd myGhéisversojen muodos-
tusta. (George 1993, 445.)

Gibberelliinit voivat vaikuttaa kokonaisen kasvin kasvuun ja kehitykseen
useilla tavoilla. Ne voivat esimerkiksi kasvattaa varren pituutta, edistéa
kukintaa tai hedelmén tuotantoa. Gibberelliineja ei valttamatta tarvita so-
lukkoviljelyssd, mutta niiden kaytt voi saada aikaan samankaltaisia vai-
kutuksia kuin auksiinien kayttd. Gibberelliinit voivat edistda esimerkiksi
kalluksen kasvua. (George 1993, 446-447.)

3.3  Lisayksen vaiheet

Lisdysmateriaali olisi hyva saada terveistd emotaimista, silld n&in voidaan
ennalta ehkaisté viljelmien saastumista. Muuten saastumisien vélttdmisek-
si voidaan esimerkiksi tehda meristeemiviljelmid, joissa solukko niin uut-
ta, ettéd tuskin vield saastunut. On myds mahdollista kayttadd lampokasitte-
lyja tai muita sterilointimenetelmid. (Hartmann, Kester, Davies & Geneve
1997, 601-603.)

Viljelmén aloitukseen voidaan valita aloituspaloiksi eri osia kasvista, riip-
puen esimerkiksi kasvilajista ja lajikkeesta. Aloituspalojen koko vaihtelee
suuresti, pienistd meristeemipaloista kokonaisiin verson patkiin. (Hart-
mann ym. 1997, 604.) Usein aloituspalat steriloidaan kemikaaleilla viljel-
mien saastumisen (kontaminaatioiden) ehkéisemiseksi. Tahén voidaan
kayttad esimerkiksi natriumhypokloriittia, kalsiumhypokloriittia, alkoho-
lia, kloorikaasua tai jopa antibiootteja. Kontaminaatioiden lahteitd voivat
olla muun muassa aloituspalat, henkilékunta, huoneen ilma, hydnteiset,
ravintoalusta ja tyoévalineet. (Smith 2000, 70-72.) Aloituspalat preparoi-
daan ja asetetaan aloitusalustalle esimerkiksi koeputkiin. Onnistuneessa
viljelméassé aloituspalat alkavat kasvattaa versoja. Kehitystd kontrolloi-
daan yleensa alustan auksiini- ja sytokiniinipitoisuuksilla. Esimerkiksi jos
halutaan sivuversoja, alustan sytokiniinipitoisuuden tulisi olla kohtalainen
(0,5- 1 mg/l), ja auksiinipitoisuuden hyvin alhainen (0,01- 0,1 mg/l), kun
taas kallusta haluttaessa auksiinipitoisuuden tulee olla korkeampi. Tahan
aloitusvaiheeseen kuluu yleensé noin kuusi viikkoa, mutta jollain puuvar-
tisilla kasveilla voi aloitusvaiheeseen kulua jopa vuosi. (Hartmann ym.
1997, 604.)

Monistusvaiheessa kasveissa tulisi olla jo useita versoja. Nama versokim-
put on tarkoitus jakaa yksittéisiksi versoiksi, jotka asetetaan uusille kasva-
tusalustoille. Kun siirretyisté versoista on kehittynyt lisdd uusia versoja, ne
jaetaan jalleen. Kun tama toimenpide toistetaan useaan kertaan, saadaan
viljelma monistumaan. Monistusalustojen koostumukset poikkeavat aloi-
tusalustoista, ja usein sopivaa koostumusta joudutaankin etsimaéan kokeel-
lisesti, silld my0s téssd vaiheessa kasvien valilld on laji- ja lajikekohtaisia
eroja. Tavallisimmin yhden yksilon tuottamien versojen maara on 5- 25,
joskin joillain lajeilla luku on vield suurempi. (Hartmann ym. 1997, 604.)
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Juurrutusvaiheessa monistetut kasvinversot on tarkoitus saada kasvatta-
maan juuria. Tatd varten useimmat kasvilajit taytyy siirtdd monistusalus-
talta uudelle alustalle, joka on tarkoitettu nimenomaan juurien muodostuk-
seen. Juurrutusvaiheen tarkoituksena on siis valmistella kasveja kasva-
maan jalleen normaaleissa olosuhteissa. Juurrutus voidaan tehda joko in
vitro tai ex vitro. In vitro- juurrutuksessa versot siirretdadn uudelleen agar
alustalle, kun taas ex vitro- juurrutuksessa versot pistetaan esimerkiksi tur-
vepohjaiseen kasvualustaan esimerkiksi kasvihuoneeseen. Joillakin lajeilla
juurrutus on hyvé tehda lyhyelld auksiini kasittelyll, joka edistda juurtu-
mista. Versojen ympérill4 olevan ilman kosteus on edelleen pidettava kor-
keana, jotta versot eivat kuivuisi. (Hartmann ym. 1997, 605, 608.)

Kun versot ovat juurtuneet hyvin, ne taytyy vield totuttaa normaaleihin
kasvuolosuhteisiin. Ennen tété in vitro- juurrutuksessa olleet versot pitéa
irrottaa agarista ja kaikki juuriin kiinni jaanyt agar tulisi huuhdella pois
huolellisesti. Kasvit istutetaan uudelle alustalle, esimerkiksi kasvuturve
seokselle. Naiden taimien padlle on hyvé rakentaa teltta, tai varmistaa hy-
vé ilmankosteus esimerkiksi sumutuksella. Samalla taimia on hyva varjos-
taa, jos ne muuten olisivat suorassa auringon paisteessa. Taman jalkeen
taimia tulisi véhitellen totuttaa pienempé&én ilmankosteuteen, sekd suu-
rempaan valon madraan, kunnes ne selvidvat normaaleissa kasvuolosuh-
teissa. (Hartmann ym. 1997, 608.)

3.4 Vaahteroiden mikrolisays

Puuvartisten kasvien mikrolisdyksessa on omat ongelmansa. Lisdysmate-
riaalina toimivan kasvinosan kasvuvaihe vaikuttaa puuvartisilla kasveilla
suuresti mikrolisdyksen onnistumiseen. Vanhoista kasvinosista otetut aloi-
tuspalat voivat esimerkiksi kasvaa hyvin hitaasti, eivatka tuota sivuversoja
ja ne voivat myos tuottaa muuntunutta kasvisuolukkoa. Jos vanhasta solu-
kosta kuitenkin saadaan versoja, niiden juurruttaminen voi olla vaikeaa.
Joissain tapauksissa voi olla jopa mahdotonta lisata taysikasvuisia puita
mikrolisdayksen keinoin. Joistain tdysikasvuisistakin puuvartisista saadaan
kuitenkin uutta kasvua, jonka mikrolisdys on paljon helpompaa. (George
1993/1996, 970-972.)

Lehtipuiden mikrolisdyksessa versoviljelmid saadaan parhaiten aikaan
siementaimien nivelisté ja versonkarjista. Nuorta lisdysmateriaalia saadaan
esimerkiksi kayttamalla versoja, jotka kasvavat halutun kasvin tyvesta tai
niitd, joita kasvaa harventamisen seurauksena. Vanhankin materiaalin li-
saaminen voi onnistuessaan helpottua ajan myo6td, koska useiden monis-
tusten aikana kasvimateriaali nuorentuu. Vaikka versoista aloitetut viljel-
mat tuottavat yleensa parhaan tuloksen, niitd on kaytetty vain muutaman
kasvin kaupallisessa monistamisessa. Puiden lisdysmateriaali voi olla
my6s hyvin saastunutta, jolloin tarvitaan ankaria sterilointi kasittelyja, ja
jotkin lajit tuottavat niin paljon fenoleja kasvualustaan, etté ne taytyy siir-
tad usein uusille alustoille. Esimerkiksi eukalyptuksella parhaat lisays tu-
loksen on saatu MS-alustalla, kun taas monet lauhkean ilmaston puut ovat
suosineet WPM-alustaa. Kuten tastékin ndhdaan, alustan valinta riippuu
hyvin pitkalti kyseessa olevasta kasvilajista. (George 1993/1996, 974.)
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Riikosen (2003, 31-33) mukaan ainakin metsdvaahteran mikrolisdyksessa
on onnistuttu, mutta ongelmana on ollut viljelyn saaminen taloudellisesti
kannattavaksi. Ongelmia mikrolisdyksessd voivat aiheuttaa hyvin monet
eri tekijat varsinkin kun kyseessé on puuvartinen kasvi. Esimerkiksi vilje-
lyn aloituksessa on oltava mahdollisen nuorta kasvusolukkoa tai viljely ei
onnistu. Vaahteroilla steriloinnin tulisi olla mielelldén helldvarainen pinta-
sterilointi, jotta meristeemisolukko ei vahingoittuisi. Toisaalta leposilmuil-
le voidaan k&yttd4 vahvempaa sterilointia. Steriloinnissa voidaan kayttaa
etanolia ja hypokloriittia, mutta hypokloriittikésittelyn pituus ja konsent-
raatio tulisi paattaé aina kyseessé olevan solukkotyypin perusteella. Vaah-
teroillakin kannattaa kokeilla jotain olemassa olevaa kasvatusalustaa, ja
sitten mahdollisesti muuttaa alustaa esimerkiksi kasvihormonien tai mak-
roravinteiden osalta saatujen tulosten perusteella. Mikroviljelyssd yhta
alustaa tulee tarkkailla niin kauan, etté viljelmé ehtii stabiloitua, jotta tie-
detd&n varmasti kuinka hyvin kasvi kasvaa kyseiselld alustalla. Viljelma
stabiloituu, kun se monistetaan moneen kertaan. Paras vaihtoehto on kayt-
taa kiintedd kasvualustaa, jossa agarin konsentraatio on 6—7 g/l ja sakka-
roosia 20-30 g/l. Versontuottovaiheeseen kasvihormoniksi suositellaan sy-
tokiniiniksi TDZ:ia 0,01-5 um. Liséksi voidaan kayttdd myos esimerkiksi
BAP:ia. Juurrutukseen puolestaan suositellaan auksiiniksi IBA:aa (1,0
mg/l). Kasvatusolosuhteiksi ainakin metsavaahteralle on sopinut 25 °C:n
lampétila ja 16 tunnin valojakso, jossa PAR séteily on 30-100 pmolm?s™.
Kasvatusastioiksi puolestaan suositellaan esimerkiksi vauvanruokapurkke-
ja ja kansiksi jotain hieman kaasunvaihtoa sallivaa ratkaisua, kuten mikro-
lisdyksessa yleensékin.,

Usein vaahteroita on mikrolisatty versoista, tai vain verson kérjista. Ver-
son kaikista osista tehdyt viljelméat ovat olleet yleisimpia (esimerkiksi
Acer x freemanii, Acer pseudoplatanus, Acer rubrum ja Acer saccha-
rinum). Verson karkid on kéytetty joillakin lajeilla, kuten Acer rubrum x
Acer saccharum. (George 1993/1996, 982.) Kujalan (2010, 29) opinnayte-
tydssd huntuvaahteran ja japaninvaahteran mikrolisdyksessd onnistuttiin
paremmin, kun aloitukset tehtiin hyddetyista silmuista tai versoista, kuin
jos lisdys aloitettiin lepotilaisista silmuista. Riikonen (2004) puolestaan
kertoo, etté aikuisesta metsavaahterasta ei saatu lainkaan viljelyyn sopivaa
aloitussolukkoa aloitusmateriaalista riippumatta. Kerns ja Meyer (1988,
452) tutkivat lajien A. rubrum (lajikkeet "Red Sunset’ ja ’Armstrong’), A.
saccharium (lajikkeet *Legacy’, *Bonfire’ ja *’Green Mountain’), Acer gri-
seum ja Acer miyagei mikrolisdysta talvella lepotilaisina keréatyista ver-
soista sekd kevaalla kasvuun lahteneistd versoista. A. rubrumilla havaittiin
versojen kasvua viiden viikon kuluttua. Sen sijaan A. griseum ja A. miy-
agei selvisivat aloituksesta, mutta eivat alkaneet tuottamaan versoja. A.
saccharumilla havaittiin ruskettumista kevaalla keratyissa versoissa.
Welsh, Sink ja Davidson (1979, 382-386) kayttivat punavaahteran mikro-
lisdykseen kaksivuotisista ja taysikasvuisista puista kerattyja verson karkia
sekd nivelvélejd. Tassa tutkimuksessa punavaahteran versojen todettiin
tuottavan fenoleita kasvualustaan. Eniten fenoleja tuottivat taysikasvuisis-
ta puista keratyt verson kérjet. Preece, Huetteman, Ashby ja Roth (1991,
142-148) lisésivat hopeavaahteraa onnistuneesti verson kérjista seka ni-
velvdleista.
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Huntuvaahtera selvisi jatkokasvatukseen paremmin WPM-alustalla, kuin
LS-alustalla, ja japaninvaahtera puolestaan parhaiten DKW-alustalla, seu-
raavaksi parhaiten LS-alustalla ja kaikkein huonoiten WPM alustalla. Toi-
saalta japaninvaahteralla myos kuolleisuus oli suurinta DKW-alustalla.
(Kujala 2010, 27.) Punavaahtera saatiin muodostamaan vaihtelevasti ver-
soja muunnetulla LS-alustalla, johon oli lisatty kinetiinia, BAP:ia tai 2ip:t4
(Welsh ym. 1979, 382-386). Riikonen (2004) tutki sytokiniinien TDZ ja
BAP vaikutusta metsdvaahteran versontuottoon mikrolisdyksessa. Kokeen
tuloksien mukaan TDZ:lla olisi mahdollisuuksia lisata metsdvaahteran
versontuotantoa, mutta toisaalta se néytti estdvén versojen normaalia pi-
dentymistd. BAP:n vaikutus kokeessa jai puolestaan pieneksi. Hopeavaah-
teralla tehdyissé kokeissa lisayksen kannalta parhaaksi sytokiniiniksi to-
dettiin TDZ sek& nuorella, ettd vanhemmalla lisdysmateriaalilla. Toinen
kohtalaisen hyvin toiminut sytokiniini oli zeatiini. Tassé tapauksessa huo-
nommat tulokset saatiin kinetiinillg, 2ip:1la seka BA:lla. Nuoreen liséys-
materiaaliin muodostui runsaasti myohéisversoja neljassa kuukaudessa.
Kokeessa ravinnealustana kaytettiin DKW-alustaa. (Preece, Huetteman,
Ashby & Roth 1991, 142-148.) DKW-alustan on todettu tutkimuksissa
olevan paras alusta Acer grandidentatumin versonmuodostukselle (Bo-
wen-O’Connor, Hubstenberger, Killough, St. Hilaire & VanlLeeuwen
2007, 40-50).
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4 AINEISTO JA MENETELMAT

Koe aloitettiin Lepaan mikrolisdyslaboratoriossa 10.6.2010. Kokeen vii-
meinen siirrostus tehtiin  3.11.2010, ja kasvien viimeinen tarkastus
22.11.2010. Kokeen emokasveiksi valittiin kolme koreanvaahtera-yksiloa
Mustilan arboretumista. Namé& kolme puuta valittiin niiden yksilollisten
ominaisuuksien vuoksi.

4.1 Lisadysmateriaali

Kokeen lisdysmateriaali haettiin Mustilan arboretumista kahdessa erassa.
Ensimmainen eré haettiin 9.6 ja toinen erd 15.6. Materiaalia otettiin kol-
mesta ominaisuuksiltaan erilaisesta koreanvaahterayksilosta, joilla kaikilla
oli hyvin erilaiset kasvupaikat. Ensimmainen yksild oli hyvin pieni, lahes
pensasmainen puu, jossa oli myo6s pienet lehdet (Kuvat 1 ja 2). Puu kasvoi
keskelld metsdd muiden suurempien puiden varjossa.

Kuva 1 Pienilehtinen ja matalakasvuinen koreanvaahtera Mustilan arboretumissa
(KOR A).
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Kuva 2 KOR A- koreanvaahteran lehtia.

Toinen yksild oli nuori puu, jossa oli havaittu erityisen nayttava syysvari-
tys (Kuvat 3 ja 4). Tdmé puu kasvoi taimimaalla aurinkoisella paikalla,
jossa ei ollut paljoa suurempia puita lahietaisyydella.

Kuva 3 Nuori koreanvaahtera, jolla hyva syysvari Mustilan arboretumin taimimaalla
(KOR B).
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Kuva 4 KOR B- koreanvaahteran lehtia.

Kolmas yksilo puolestaan oli kahta muuta paljon suurempi vanha puu, jo-
ka jattaa lehtensa koristamaan oksia talveksi (Kuvat 5 ja 6). Tama muita
kahta selvasti suurempi puu kasvoi keskelld metséé ainakin osittain var-
jossa. Toisaalta puu varjosti myos itse itseddn oksiston koreanvaahteralle
tyypillisesté harvuudesta huolimatta.

Kuva5  Vanha koreanvaahtera, joka jattda lehdet talveksi oksille Mustilan arboretu-
missa (KOR C).
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Kuva 6 KOR C- koreanvaahteran lehtia.

Kasvit nimettiin lisdystd varten seuraavasti: pienilehtinen pikkupuu KOR
A, nuori puu, jolla nayttavé syysvari KOR B ja vanha puu, joka jattaa leh-
tensa oksille talveksi KOR C. Ensimmadiselld kerralla naytteita saatiin kai-
kista kolmesta yksilostd, mutta KOR B yksilo oli niin nuori, ettei siitd saa-
tu enda toisella kerralla versoja. Toisen kerdyskerran ndytteet nimettiin
seuraavasti: pienilehtinen pikkupuu KOR A2 ja vanha puu, joka jattaa leh-
tensé talveksi oksille KOR C2.

Lisdysmateriaaliksi leikattiin oksien uusia, puutumattomia versoja. Versot
leikattiin oksasaksilla, ja kerattiin kimpuiksi. Oksakimput kaérittiin koste-
aan paperiin ja laitettiin muovipusseihin kosteuden sailyttdmiseksi. Auto-
matkan ajaksi Mustilasta takaisin Lepaalle oksat asetettiin veteen muo-
viastioihin. Molemmilla kerroilla versot jatettiin Lepaalla yoksi vesiastioi-
hin ja preparoitiin seuraavana paivana. Osa KOR C2 erdsta preparoitiin
vasta kahden yon jalkeen, ja nimettiin uudelleen KOR C3:ksi.

4.2 Sterilointi

Versojen valmistelu aloitettiin leikkaamalla ne pienemmiksi paloiksi niin,
ettd joka palaan jai yksi lehtipari. Palat leikattiin noin 5 cm:n pituisiksi
niin, etta lehtiparin alapuolelle jai selvasti enemman vartta kuin sen yla-
puolelle. Seuraavaksi lehdet katkaistiin niin, etta varteen jai kiinni vain osa
lehtiruodeista. Jos kyseessa oli verson karkiosa, saatettiin jattaa osa leh-
tedkin, kuitenkin siten, ettéd lehdesta jai varteen kiinni noin 2 cm pitka pa-
la. Nama palaset harjattiin hammasharjalla, jonka jalkeen ne kuivumisen
estamiseksi upotettiin veteen. Aloituspaloja tuli yhteensa 150 kappaletta
(Taulukko 1).
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Taulukko 1 Koreanvaahteran mikrolisdykseen kaytettyjen aloituspalojen maara eri keré-

yserissa.

Era Palojen maara
KOR A 30

KOR B 19
KORC 12

KOR A2 40

KOR C2 19

KOR C3 30
Yhteensd 150

Versojen palat steriloitiin 10- 15 kappaleen erissé. Aluksi 100 ml:aan vetta
sekoitettiin kolme tippaa Erisept- pesuainetta. Nesteeseen tiputettiin mag-
neettisauva ja steriloitava erd verson paloja. Astia asetettiin magneet-
tisekoittajaan 10 minuutiksi. Tdman jalkeen palat kaadettiin pieneen siivi-
14an, jossa ne huuhdottiin ionivaihdetulla vedelld. Siivilasta versot tiputet-
tiin magneettisauvan kera petrimaljalle, joka suljettiin. Petrimaljat siirret-
tiin laminaarivirtauskaappiin ja pyyhittiin alkoholiin kastetulla kankaalla
kaapin saastumisen estamiseksi, kuten kaikki muutkin laminaariin nostet-
tavat tavarat. Seuraavaksi palat upotettiin 70 %:een alkoholiin yhden mi-
nuutin ajaksi, jonka jalkeen ne nostettiin pinseteilla vesiastiaan huuhdotta-
vaksi.

Viimeinen sterilointik&sittely tehtiin 1 %:lla natriumhypokloriitilla
(NaOCI). Tassa vaiheessa kaytettiin suojalaseja ja —hanskoja. Mittalasiin
tiputettiin puhdistettu magneettisauva, kolme tippaa Tweenid, seka verson
palat. Taman jalkeen mittalasiin kaadettiin 100 ml natriumhypokloriittia,
ja astia suljettiin. Mittalasi nostettiin pois laminaarivirtauskaapista mag-
neetinsekoittajaa sekoittumaan. Kun palat olivat olleet natriumhypoklorii-
tissa 15 minuuttia ne tuli saada heti huuhteluun laminaarivirtauskaappin.
Huuhteluvesia oli nelja, joista ensimmaisessd verson paloja pidettiin yksi
minuutti, toisessa kaksi minuuttia, kolmannessa viisi minuuttia ja neljan-
nessd 10 minuuttia. Neljannesséd huuhteluvedessa palat saivat olla myds
pidempéan. Tama mahdollisti sen, ettd useampi era voitiin steriloida ker-
ralla muiden erien ollessa huuhteluvedessa.

4.3 Aloitusalustat

Ensimmaisissé aloituksissa 10.6 kaytettiin kolmea eri aloitusalustaa. Naméa
olivat WPM + zeatiini 2 mg/l, DKW + zeatiini 2 mg/l ja LS + BAP 1 mg/I.
Talloin tehtiin aloitukset eristdi KOR A, KOR B ja KOR C. Myohemmilla
erilla (KOR A2, KOR C2 ja KOR C3) kaytettiin muuten samoja alustoja,
mutta WPM + zeatiini 2 mg/I korvattiin alustalla WPM + zeatiini 1,5 mg/I
(Taulukko 2). Muita alustoja oli valmiina, mutta DKW + zeatiini 2 mg/I
alustaa tehtiin lisa4 ennen kokeen aloitusta.
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Taulukko 2 Koreanvaahteran aloituspalojen méaara eri aloitusalustoilla.

Era WPM + zeatiini 2 DKW + zeatiini2 LS+BAP1 WPM + zeatiini 1,5
KOR A 10 10 10

KOR B 6 6 7

KORC 4 4 4

KOR A2 13 14 13

KOR C2 7 6 6

KOR C3 10 10 10
Yhteensd 20 50 51 29

Versot siirrettiin aloitusalustoille steriloinnin jalkeen. Tallgin jaljelld ole-
vat lehtiruodit leikattiin lyhyiksi ja versoa lyhennettiin molemmista péaista
niin, etté lehtiparin ylapuolelle jai lyhempi tappi kuin lehtiparin alapuolel-
le. Versot asetettiin pystyyn agariin koeputkiin. Lopuksi koeputkien ja nii-
den korkkien suut steriloitiin liekissa ja koeputki suljettiin tiiviisti. Koe-
putkien yldosaan kiinnitettiin laput, joista luki kasvikannan koodi seka
preparointipdivdmaara.

Kuva 7 Koreanvaahtera KOR A:n verso aloitusalustalla.

Ilman lappuja kantoja olisi ollut vaikea erottaa toisistaan, vaikka niilla oli-
Kin joitain eroja. Esimerkiksi KOR B-kannalla lehtiruotien tyvet punersi-
vat muita enemman (Kuva 8) ja KOR A-kannan versot olivat muita kahta
hennompia (Kuva 7). KOR C-kannan verot puolestaan olivat keskiméaarin
hieman toisia paksumpia (Kuva 9).
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Kuva 8 Koreanvaahtera KOR B:n verso aloitusalustalla.

ol

Kuva 9 Koreanvaahtera KOR C:n verso aloitusalustalla.

Versoja siirrostettiin uusille alustoille sitd mukaan, kun ne tuntuivat sita
tarvitsevan. Siirrostuksen syita olivat muun muassa tyvien ruskettuminen,
lifallinen kalluksen kasvu ja kasvun pysahtyneisyys. Ensimmainen siirros-
tus tehtiin 16.6 KOR B-eralle, koska versojen tyvet olivat muuttuneet rus-
keiksi. Néistd kaikki versot siirrettiin samoille alustoille kun milla ne ai-
kaisemmin olivat. Kolme lupaavinta yksiloda KOR B-erasta siirrostettiin
uudestaan 13.7 liiallisen kalluksen muodostuksen vuoksi. Kaikkien erien
elossa olevat yksilot siirrostettiin 23.9, koska niiden kehityksen todettiin
pysahtyneen taysin. Kaikki 3.11 vield elossa olevat versot siirrostettiin uu-
delleen paremman kasvun toivossa.

4.4 Jatkokasvatus

Kun kasvin on todettu olevan elossa ja vailla infektioita odotetaan, etta sen
versot venyvat, jonka jalkeen kasvi voidaan siirtda sellaisenaan tai paloi-
teltuna monistusalustalle. Kolme téllaista kasvia KOR B-erdsta siirrettiin
koeputkista alustalta WPM + zeatiini 1,5 mg/l monistusalustoille WPM +
zeatiini 0,2 mg/l lasipurkkeihin 23.9. Lopulta myds kaksi KOR C-kannan
yksiloa saatiin siirrettyd monistusalustoille 3.11. Myds ndma siirrettiin
alustalle WPM + zeatiini 0,2 mg/I.
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5 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Kaikkiaan tehdyista 150 aloituksesta yhteensd 104 infektoitui ja 38 kuoli,
jolloin elossa selvisi 10 aloituspaloista. Naista lopulta jatkokasvatukseen
paasi 5 kappaletta. Kaikista aloituksista 70 kappaletta oli kantaa KOR A,
19 kappaletta kantaa KOR B ja 61 kappaletta kantaa KOR C.

5.1 Pienilehtinen pikkupuu KOR A

Pienilehtisen pikkupuun eli KOR A:n ensimmaisen erén 30 aloituksesta 12
kappaletta infektoitui ja 15 kuoli (Taulukko 3). Elossa aloitusvaiheesta
selvinneitd oli kaksi, joista molemmat olivat WPM-alustalla.

Taulukko 3 Koreanvaahteran KOR A-erén tulokset.

Alusta Aloituspaloja Infektoituneet Kuolleet Elossa
WPM + zea 2 10 8 - 2
DKW + zea 2 10 1 9 -
LS+ BAP1 10 4 6

Yhteensd 30 12 15 2

Saman kasvin toisen eran, eli KOR A2:n 40 aloituksesta 30 infektoitui ja
yhdeksan kuoli (Taulukko 4). Aloitusvaiheesta elossa selvisi kaksi aloitus-
ta, joista molemmat olivat WPM-alustalla. Namé& versot tosin nayttivéat
kokeen loppupuolella melko huonokuntoisilta.

Taulukko 4 Koreanvaahteran KOR A2-eran tulokset.

Alusta Aloituspaloja Infektoituneet Kuolleet Elossa
WPM +zea 1,5 13 10 1 2
DKW + zea 2 13 10 4 -
LS+ BAP1 14 10 4

Yhteensd 40 30 9 2

Kun vertaillaan KOR A-kannan molempia aloituksia, havaitaan, ettd KOR
A2-eréssa oli huomattavasti enemman infektioita, kun taas KOR A-eréssé
oli suurempi kuolleisuus (Kuva 10).
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Kuva 10  Koreanvaahteran KOR A-kannan erien vertailu.

Infektioiden mé&é&rien suuri ero voidaan ehk& selittd silla, ettd erien li-
sédysmateriaali oli haettu eri pdiving, silla materiaalin kerdysajankohta voi
hyvinkin vaikuttaa mikrolisdyksen onnistumiseen. Toisaalta elossa selvin-
neiden versojen madaréssa ei ole lainkaan eroa erien valilld. Kokonaisuu-
dessaan KOR A-kannan versoista 61 % infektoitui, 34 % kuoli ja 6 % jai
eloon.

5.2 Upean syysvarin koreanvaahtera KOR B

Nuoresta koreanvaahterasta (KOR B), jonka erikoisuutena oli sen loistava
syysvari tehtiin vain 19 aloitusta, johtuen puun nuoresta idstd, ja ndin siis
my0s pienestd oksamaarasté (Taulukko 5).

Taulukko 5 Koreanvaahteran KOR B-eran tulokset.

Alusta Aloituspaloja Infektoituneet Kuolleet Elossa
WPM + zea 2 6 3 - 3
DKW + zea 2 6 3 4 -
LS+ BAP1 7 3 4 -
Yhteensd 19 9 8 3

Naéista aloituksista yhdekséan (47 %) infektoitui, kahdeksan (42 %) kuoli ja
kolme (12 %) jai eloon. Prosentuaalisesti tdsta kannasta siis selvisi
hengissé suurempi osa kuin KOR A-kannasta. Huomattava on, ettd myos
tasta erasta kaikki eloon jadneet olivat WPM-alustalla.

5.3 Talvilehtinen koreanvaahtera KOR C
KOR C-kantaa, eli vanhempi koreanvaahtera, joka jatt&a lehtensa talveksi

oksille oli kokeessa mukana kolme eréd, jotka kaikki preparoitiin eri pai-
vind. Ensimmadisen erdn (KOR C) 12 aloituksesta viisi infektoitui, kolme
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kuoli ja kolme jai henkiin (Taulukko 6). Jalleen kaikki kolme eloonjaéanyt-
t4 versoa olivat WPM-alustalla.

Taulukko 6 Koreanvaahteran KOR C-eréan tulokset.

Alusta Aloituspaloja Infektoituneet Kuolleet Elossa
WPM + zea 2 4 1 - 3
DKW + zea 2 4 2 2 -
LS+zea?2 4 2 2 -
Yhteensd 12 5 4 3

KOR C-kannan toisen eran, eli KOR C2:n 19 aloituksesta 17 infektoitui ja
kaksi kuoli. Elossa ei tasta erastéd selvinnyt ainuttakaan versoa (Taulukko
7). Tassakin tapauksessa voidaan epéilla infektioiden suuren maaréan syyk-
si lisdysmateriaalin kerdysajankohtaa.

Taulukko 7 Koreanvaahteran KOR C2-erén tulokset.

Alusta Aloituspaloja Infektoituneet Kuolleet Elossa
WPM +zea 1,5 6 5 1 -
DKW + zea 2 7 7 - -
LS+ BAP1 6 5 1 -
Yhteensd 19 17 2 -

Saman kasvin kolmannen erdn (KOR C3) 30 aloituksesta kaikki 30
infektoituivat ~ (Taulukko  8). Tdassd  tapauksessa  materiaalin
kerdysajankohdan lisaksi infektioiden méaarén syyksi voidaan ehké epailla
my0s sitd, ettd ndméa versot joutuivat olemaan vesiastiassa muita
pidemmaén ajan ennen preparointia.

Taulukko 8 Koreanvaahteran KOR C3-erén tulokset.

Alusta Aloituspaloja Infektoituneet Kuolleet Elossa
WPM + zea 1,5 10 10 - -
DKW + zea 2 10 10 - -
LS+ BAP1 10 10 - -
Yhteensd 30 30 - -

KOR C-kannan eri eria vertaillessa ndhdaan selkeésti, ettd myéhemmin
(15.6) keréttyjen erien infektoitumisprosentti on huomattavasti suurempi,
kuin ensimmaisella kertaa (9.6) kerdtyn eran (Kuva 11). Nain siis ensim-
maisen eran elossa selvinneiden versojen prosentti on paljon suurempi,
kuin kahden my6hemman eran.
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Kuva 11  Koreanvaahteran KOR C-kannan erien vertailu.

Kokonaisuudessaan KOR C-kannan aloituksista 85 % oli infektoituneita,
10 % kuolleita ja 5 % selvisi hengissd. Kuitenkin taytyy ottaa huomioon,
ettd kaikki kokeen loppuvaiheessa elossa olleet versot olivat ensimmaises-
té eréstd, jolloin taman erén eloonjaamisprosentti on jopa 25 %.

5.4 Kasvikantojen ja -erien vertailu

Kasvikantojen vertailussa on otettava huomioon seka infektoituneet, etta
kuolleet ja elossa selviytyneet aloitukset. Infektoituneita aloituksia oli
KOR A-kannalla 61 %, KOR B-kannalla 47 % ja KOR C-kannalla 85 %.
Kaikkein eniten infektioita siis oli KOR C-kannalla, ja vahiten KOR B-
kannalla (Kuva 12). Kuolleita puolestaan oli eniten KOR B-kannalla (42
%) ja vahiten KOR C-kannalla (10 %). KOR A-kannassa kuolleita oli 34
%. Prosentuaalisesti eniten aloitusvaiheesta hengissa selvinneita aloituksia
oli KOR B-kannassa (16 %). Sen sijaan KOR A-kannasta eloon jdi 6 % ja
KOR C-kannasta vain 5 %, joka on huomattavasti vahemman kuin KOR
B-kannalla. KOR B-kannan jatkokasvatukseen siirretyt versot olivat myos
ensimmaiset, seka kaikkein parhaankuntoisia kaikista jatkokasvatukseen
siirretyista yksiloista. Niissé oli jo siirtovaiheessa jokaisessa useampi lehti.
Kokeen loppuvaiheessa kaikkein huonoimman nékoisia kasveja olivat
KOR A-kannan yksilot.
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Kuva 12  Koreanvaahteran kasvikantojen vertailu.

KOR A- ja KOR C-kantojen infektoitumisprosentteja nostavat
huomattavasti nimenomaan KOR A2-, KOR C2- ja KOR C3-erien
infektoituneet kasvit. Suurin osa kaikista infektioista todettiin kokeen
alkuvaiheessa, kun taas kokeen alkuvaiheen jélkeen poistetuista kasveista
suurin osa oli kuolleita (Kuva 13). Mybhemméat erdt laskevat
huomattavasti KOR A- ja KOR C-kantojen eloonjaamisprosenttia. Siksi
onkin jarkevaa vield vertailla keskendédn myos kaikkia kasvierié.
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Kuva 13  Infektoituneiden ja kuolleiden versojen maarén vaihtelut koreanvaahteran
mikrolisdyskokeen edetessa.

Kuten kuvasta 14 nahdaan, kaikkissa 9.6 kerétyissa erissa oli vahemmén
kontaminaatioita kuin 15.6 kerdtyissd. Tastda johtuen kuolleisuus on
aiemmin keratyissé erissé suurempaa. Ensimdiselld keralla kerattyjen erien
paljon suurempi kuolleisuus selittyy sill4, ettd my6hempien erien yksilot
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infektoituivat aikaisessa vaiheessa ja heitettiin ndin pois jo aikaisin.
Ensimmaisten erien yksilot puolestaan ehtivét olla kauemmin koeputkissa,
ja alkoivat pitkén ajan kuluttua kuolla.
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Kuva 14 Koreanvaahteran kasvierien vertailu.

Monista infektioista huolimatta KOR A2-erasta kuitenkin selvisi hengissa
sama maaré kasveja kuin aiemmasta KOR A-eréstd, kun taas KOR C2- ja
KOR C3-eristd yksik&an kasvi ei selvinnyt elossa kokeen loppuun asti.
Aiemmassa vertailussa jossa saman kasvin erdt oli laskettu yhteen
parhaalta kasvikannalta siis naytti KOR B, mutta kun erdt erotetaan
toisistaan prosentuaalisesti suurin osa eloon jaéneitd kasveja oli KOR C-
erassa.

5.5 Ravintoalustojen vertailu

Kokeen tarkoituksena oli tutkia myds koreanvaahteran kasvua eri aloi-
tusalustoilla. Verrattaessa kasvierié toisiinsa on edelleen huomioitava se,
ettd myohemmin keratyissa erissa on aikaisempia erid enemman infektioi-
ta riippumatta alustasta. KOR A-kannalla infektioita oli eniten WPM-
alustalla ja vahiten DKW-alustalla (Taulukot 3 ja 4). KOR B-kannalla in-
fektioita oli saman verran kaikilla alustoilla, ja kuolleita saman verran
DKW- ja LS-alustoilla (Talukko 5). WPM-alustalla ei talla koreanvaahte-
rakannalla ollut lainkaan kuolleita. Kaikki eloon jadneet yksilot puolestaan
olivat WPM-alustalla. KOR C-kannalla yhteensa eniten infektioita oli
DKWe-alustalla ja vahiten WPM-alustalla, joskin erot ovat melko pienia
(Taulukot 6, 7 ja 8). Kuolleita oli eniten LS-alustalla ja vahiten WPM-
alustalla. Kaikki eloon jaaneet olivat jalleen WPM-alustalla.

Kokonaisuudessaan ravintoalustojen vertailussa DKW-alusta ja LS-alusta
ovat melko lahell& toisiaan, ainakin verrattuna WPM-alustaan, jonka tu-
lokset poikkeavat taysin kahden muun alustan tuloksista (Kuva 15). Infek-
tioita esiintyi kaikilla alustoilla runsaasti, mutta kuitenkin eniten WPM-
alustalla (76 %). DKW-alustalla ja LS-alustalla infektioita oli 1&hes saman
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verran (DKW 66 % ja LS 67 %). Kuolleita kasveja puolestaan oli kaikkein
véhiten WPM-alustalla (4 %). DKW- ja LS-alusta olivat tassékin asiassa
kohtalaisen tasavakisig, silla DKW-alustalla kuolleisuus oli 38 % ja LS-
alustalla 33 %.
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Kuva 15 Ravintoalustojen vertailu koreanvaahteran mikrolisayksessa.

Huomattavaa on, ettd kaikki eloon jaaneet ja jatkokasvatukseen péaésseet
versot olivat WPM-alustalla. Kaksi DKW-alustalla ollutta kasvia pysyivét
elossa viimeiseen siirrostukseen asti, mutta sen jalkeen nekin todettiin
kuolleiksi. LS-alustan kasveista puolestaan yksikaan ei padssyt edes vii-
meiseen siirrostukseen asti. Nayttéisi siis siltd, ettd WPM-alusta olisi nais-
ta kolmesta alustasta paras koreanvaahteran mikrolisdyksen aloitusvaihee-
seen.

5.6 Jatkokasvatus

Lopulta jatkokasvatukseen asti paasi vain viisi aloitusta. Naista kolme oli
KOR B-kantaa (Kuva 16) ja kaksi KOR C-kantaa. Loput viisi kymmenes-
ta eloonjaaneesta aloituspalasta jaivét kokeen lopussa edelleen aloitusalus-
toille koeputkiin, joissa niiden kasvu oli hyvin hidasta.
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Kuva 16  Jatkokasvatukseen paésseitd KOR B-kannan koreanvaahtera-aloituksia.

Ensimmaisind monistusalustoille siirretyt KOR B-kannan yksilot ehdittiin
kokeen aikana siirrostaa ensimmaisen kerran uusille monistusalustoille,
jolloin alun perin kolmesta aloituspalasta saatiin jo yhteensda kymmenen
yksildd. KOR C-kannan yksilot sen sijaan olivat vielda kokeen loppuvai-
heessa melko pienié ja huonompikuntoisia kuin KOR B yksil6t.
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6 JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksen tulosten mukaan on perusteltua todeta WPM-alustan olevan
tutkimuksen alustoista paras koreanvaahteran mikrolisdyksen aloitusvai-
heeseen, silla kaikki kokeesta eloon jadéneet ja jatkokasvatukseen padsseet
yksilot olivat WPM-alustalla. Toiseksi paras alusta havaintojen perusteella
olisi DKW ja huonoin LS-alusta. Tdmé siksi, ettd kaksi kasviyksilo& sin-
nitteli DKW-alustalla kokeen loppumetreille asti, kun taas kaikki LS-
alustan yksilot infektoituivat tai kuolivat jo aikaisemmassa vaiheessa.

Tulosten perusteella voidaan olettaa, etta zeatiini ei varmaankaan ole paras
mahdollinen hormonivalinta koreanvaahteran mikrolisdykseen. Tassa ko-
keessa kyseistda hormonia oli suurimmassa osassa alustoista (WPM + zea 2
mg/l, WPM + zea 1,5 mg/l ja DKW + zea 2 mg/l) ja tulokset olivat melko
huonoja. Myds BAPnN soveltuminen tahan lisdykseen ndyttéa huonolta, sil-
& BAPia oli vain LS-alustassa, eika yksikaan kyseiselld alustalla olleista
versoista jadnyt henkiin. Jatkotutkimuksia voisi tehd& eri kasvihnormoneilla
joilla on saatu hyvié tuloksia muiden vaahteroiden mikrolisdyksessa. Var-
sinkin TDZaa kannattaisi testata aikaisempien tutkimusten valossa.

Eri koreanvaahterakannoista parhaiten selviytyi KOR B-kanta, mutta jos
verrataan kaikkia kasvieria keskendan, niin paras oli KOR C-kannan en-
simmainen eré. Toisella kerdyskerralla (15.6) haettujen versojen viljelmis-
sé oli niin paljon enemman kontaminaatioita kuin ensimmaéisen kerran
(9.6) versojen viljelmissa, ettd kerdysajankohdan voidaan katsoa vaikutta-
neen suuresti kontaminaatioiden méardédn. KOR C3-erén kontaminaatioi-
den suureen mééraan saattoi vaikuttaa myos se, ettd kyseisen eran versot
olivat vesiastiassa vuorokauden pidempé&an kuin muiden erien versot.
Myohemman kerdyskerran versoista olisi voitu saada parempia tuloksia
jos niille olisi kaytetty vahvempaa sterilointia ja ndin pystytty estamaan
osa kontaminaatioista. Myos yleisesti kaikissa koreanvaahteraerissa oli
niin paljon kontaminaatioita, ettd jatkotutkimuksissa voitaisiin kayttaa
vahvempaa sterilointia.

Etenkin KOR B-kannan jatkokasvatukseen paasseet yksilot vaikuttivat
niin hyvakuntoisilta, ettd niistd on mahdollista perustaa kunnollinen mik-
roviljelma. Tama on erityisen hyva uutinen silta kannalta, ettd KOR B yk-
silosta olisi vaikeaa saada uutta lisdysmateriaalia lahiaikoina puun nuoren
ian vuoksi, kun taas KOR A ja KOR C yksildistd on mahdollista saada
piankin uutta materiaalia. Jatkossa KOR A- ja KOR C-kannan yksildista-
Kin voitaisiin yrittdd tehda uusia aloituksia ja yrittda saada myos niista ai-
kaan kunnolliset mikroviljelmat. Tyéta on mahdollista hyodyntéa jatkossa
suunniteltaessa koreanvaahteran tai muiden vaahteroiden mikrolisaysta.
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LS-alusta

(Linsmaier & Skoog 1965; Uosukainen 1997)

Liite 1

KANTALIUOKSET RAVINTOLIUOS
Nimike Yhdiste Pitoisuus ml  kantal. | Pitoisuus
/1 mg/l
LS-padravinteet (MS-makro) g/l 10x 100
NH4NO, 16,5 1650 20,6
ammoniumnitraatti (hapettava)
KNO; 19,0 1900 18,8
kaliumnitraatti
(hapettava)
CaClyx2H,0 44 440 3,0
kalsiumkloridi
(arsyttava)
MgSO4x7H,0 3,7 370 15
magnesiumsulfaatti
KH,PO, 1,7 170 1,25
kaliumdivetyfosfaatti
LS-hivenaineet (MS-mikro) mg/100 ml 1000x | 1
H3BO; 620 6,2 0,1
boorihappo
MnSO4xH,0 1690 16,9 0,1
mangaanisulfaatti
(haitallinen)
ZnSO4x7H0 860 8,6 0,03
sinkkisulfaatti
(drsyttdva)
Kl 83 0,83 0,005
kaliumjodidi
Na,MoO4x2H,0 25 0,25 0,001
natriummolybdaatti
Erilliset kantaliuokset | *CuSO4x5H,0 25 mg 10ml 0,025 0,0001
mg/100 ml 10000x kuparisulfaatti
(haitallinen)
*CoClx6H,0 25 mg 10ml 0,025 0,0001
kobolttikloridi
(myrkyllinen)
LS-Fe = MS-F mg/100 ml 200x 5
FeSO.x7H,0 557 27,8 01
rauta(ll)sulfaatti
(arsyttava)
Na,EDTA 745 37,3 0,1
etyleenidiamiinitetraetikkaha-
pon natriumsuola = Titriplex 111
(&rsyttava)
tai
NaFe-EDTA, EDTA:n natrium-
rauta(l1l)suola 734 36,7 0,1
LS-vitamiinit mg/100 mI 500x | 2
Kantaliuos jaetaan 2 | tiamiinidikloridi 20 0,4 0,001
ml:n  eriin, jotka | (Bs-vitamiini)
sailytetddn syvdjads-
1
(n.—20 °C).
Myoinositoli 1,09 /100 ml 10 100 0,56
(sokerialkoholi) 100x tai punnitaan erikseen
Sakkaroosi 30000 87,6
(ruokosokeri) punnitaan erikseen
pH Tilavuus = n. 4/5 lopullisesta tilavuudesta 5,7
Tilavuus - 1 litra mittapullossa
Agar 8500
punnitaan erikseen,
liuotetaan ~ kuumenta-
malla lampolevylla +

magneettisekoitus
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Liite 2

WPM-alusta

(Lloyd &McCown 1980; Uosukainen 1997)

KANTALIUOKSET RAVINTOLIUOS
Nimike Yhdiste Pitoisuus ml kantal. /1 | Pitoisuus
g/100 ml mg/l
WPM-A NH4NO; 2.00 20 400 5.0
ammoniumnitraatti
(hapettava)
Ca(NO3)x4H,0 2.78 556 2.4

kalsiumnitraatti
(hapettava, arsyttava)
WPM-B K2S04 4.95 20 990 5.7
kaliumsulfaatti
(hapettava)
WPM-C CaCl,x2H,0 1.92 5 96 0.65
kalsiumkloridi
(arsyttava)
WPM-D KH,PO, 34 5 170 1.25
kaliumdivetyfosfaatti
H3BO; 0.124 6.2 0.1
boorihappo
Na;MoO4x2H,0 0.005 0.25 0.001
natriummolyhdaatti
WPM-E MgSO4x7H,0 7.4 5 370 15
magnesiumsulfaatti
MnSO,xH,0 0.446 223 0.13
mangaanisulfaatti
(haitallinen)
ZnSO4x7TH,0 0.172 8.6 0.03
sinkkisulfaatti
(drsyttdva)
CuSO4x5H,0 0.005 0.25 0.001
kuparisulfaatti
(haitallinen)
WPM-F FeSO4x7H,0 0.557 5 27.8 0.1
= MS-Fe rauta(Il)sulfaatti
(arsyttava)
Na;EDTA 0.745 37.3 0.1
etyleenidiamiinitetraetikkahapon
natriumsuola

= Titriplex Il

(Arsyttava)

tai

NAFe-EDTA, EDTA:n natrium- | 0.734 5 36.7 0.1
rauta(l1l)suola
WPM-G tiamiinidikloridi 0.02 5 1.0 0.003
(vitamiinit) (B,-vitamiini)
Kantaliuos jaetaan 5 | nikotiinihappo 0.01 0.5 0.004
ml:n eriin,  jotka | (B-vitamiini)
séilytetdén syvajaassa | (drsyttava)

(n. -20 °C). pyridoksolihydrokloridi 0.01 0.5 0.002
(Bg-vitamiini)
glysiini (aminohappo) 0.04 2.0 0.027
Myo-inositoli 1.0 10 100 0.56
(sokerialkoholi) tai punnitaan erikseen
Sakkaroosi 20000 58.5
(ruokosokeri) punnitaan erikseen
pH Tilavuus = n. 4/5 lopullisesta tilavuudesta 5.2
Tilavuus—> 1 litra mittapullossa
Agar 8500
punnitaan erikseen,
liuotetaan kuumentamalla
lampdlevylld

+ magneettisekoitus
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Liite 3
DKW-alusta
(George 1993/1996; Uosukainen 1997)
KANTALIUOKSET RAVINTOLIUOS
Nimike Yhdiste Pitoisuus ml kantal. /1 | Pitoisuus
mg/l [ mM
DKW-paaravinteet (DKW-makro) g/l 10x 100
NH4NO; 14,17 1417 17,7
ammoniumnitraatti
(hapettava)
Ca(NOs), x4 H,0 19,6 1960 8,3
kalsiumnitraatti
CaCl,x2H,0 1,47 147 1,14
kalsiumkloridi
(arsyttava)
MgSOAX7H20 7,4 740 3,0
magnesiumsulfaatti
KH,PO, 2,59 259 1,9
kaliumdivetyfosfaatti
WPM-B K2S04 49,5 31,5 1560 8,95
erillinen liuos kaliumsulfaatti
DKW-hivenaineet (DKW-mikro) mg/100 ml 1000x 1
H3BO; 480 4.8 0,078
boorihappo
MnSO4xH,0 3380 338 0,2
mangaanisulfaatti
(haitallinen)
Zn(NO3),x6H,0 1700 17,0 0,057
sinkkinitraatti
CuS0O4x5H,0 25 0,25 0,001
kuparisulfaatti
Na,MoO4x2H,0 39 0,39 0,0016
natriummolybdaatti
NiSO.x6H,0 0,5 0,005 0,00002
nikkelisulfaatti
WPM-MS-Fe mg/100 ml 6
FeSO,x7H,0 557 334 0,12
rauta(ll)sulfaatti
(arsyttava)
Na,EDTA 745 447 0,13
etyleenidiamiinitetraetikkahapon
natriumsuola = Titriplex 111
(&rsyttava)
tai
NaFe-EDTA, EDTA:n
natriumrauta(lll)suola 734 44,0 0,12
DKW-vitamiinit mg/250 ml 200x 5
Kantaliuos jaetaan 5 | tiamiinidikloridi 100 2 0,006
ml:n  eriin, jotka | (B;-vitamiini)
sailytetdén syva- | nikotiinihappo(Bs-vitamiini) 50 1 0,008
jadssa P :
(n. 20 °C). glysiini (aminohappo) 100 2 0,027
Myoinositoli 1,0g /200 ml 10 100 0,56
(sokerialkoholi) 100x tai punnitaan erik-
seen
Sakkaroosi 30000 87,6
(ruokosokeri) punnitaan erikseen
pH Tilavuus = n. 4/5 lopullisesta tilavuudesta 5,7
Tilavuus - 1 litra mittapullossa
Agar 8500
punnitaan erikseen, liuotetaan kuumentamal-
la lampdolevylld + magneettisekoitus
Bacto Peptone 270 mg




