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Taméan opinndytetyon tarkoitus oli 16ytda sopiva sterilointimenetelma ja
aloitusalusta kivikkoalvejuurelle (Dryoperis filix-mas) ja metsdimarteelle
(Gymnocarpium dryoperis). N&ma saniaiset kasvavat Suomessa luonnon-
varaisena ja niita on alettu kayttamaan puutarhakasveina. Tyontilaajana oli
Hémeen ammattikorkeakoulun Lepaan yksikon mikrolisayslaboratorio.
Ty0 toteutettiin toimeksiantajan tiloissa Lepaalla syksylla 2011.

Saniaisten mikrolisddmista on tutkittu kauan, mutta suomalaisten luon-
nonvaraisten saniaisten mikrolisdyksesta ei 10ytynyt tietoa. Joten lahteing
kaytettiin ulkomailla tehtyja tutkimuksia saniaisten mikrolisddmisesta
maavarresta ja itioista.

Lisdysmateriaalina kaytettiin kivikkoalvejuuren ja metsdimarteen maavar-
sia. Itioita ei ollut endd mahdollista keratd kun tyd aloitettiin lokakuussa,
joten tyossé keskityttiin saniaisten mikrolisaédmiseen maavarsista.

Kivikkoalvejuuren maavarret sterilisoitiin kahteen kertaan natriumhypo-
kloriitilla, jonka vahvuus oli 1-1,5 %, liséksi tehtiin Etax A 12 -kasittely.
Metséimarteen maavarret sterilisoitiin kertaalleen natriumhypokloriitissa,
jonka vahvuus oli 1 %, Etax A 12 -kasittelya ei tehty.

Aloitusalustana kaytettiin kolmea erilaista ¥2 MFMM-alustaa. Yhteen oli
lisatty aktiivihiiltd 1 g/l. Toiseen liséttiin askorbiinihappoa 30 g/l ja aktii-
vihiiltd 1 g/l. Kolmannessa alustassa ei ollut aktiivihiiltd vaan sokerin
madrad lisattiin 30g /I. Kaikissa alustoissa kaytettiin kasvihormoneita, ki-
netiinia (KIN) 8 mg/l ja naftaleenietikkahappoa (NAA) 0,5 mg/I.

Aloituksista onnistui vain yksi kaikista 99 aloituspalasta. Kasvuun lahte-
nyt maavarren pala oli metsdimarre. Tulosten perusteella voidaan todeta,
etteivat saniaiset ole helppoja lisatd maavarresta, koska niitd on vaikea ste-
rilisoida. Saniaisten lisadmista itidista kannattaa kokeilla.

Mikrolisdys, saniainen, Dryopteris filix-mas, Gymnocarpium dryopteris,
sterilointi.

22 s. + liitteet 10 s.
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The purposes of this teasis was to find a suitable sterilization method and
to create a suitable nutrient medium for the male fern (Dryopteris filix —
mas) and the oak fern (Gymnocarpium dryopteris). These ferns grow natu-
rally in Finland and their use as garden plants has begun. The work was
commissioned by the micropropagation laboratory of the Lepaa unit at
HAMK University of Applied Sciences in the autumn of 2011.

The micropropagation of ferns has been studied for a long time. The in-
formation of the micropropagation of Finnish natural ferns has not been
found. So the sources used mainly studies abroad the micropropagation of
ferns rhizomes and spores.

Male fern and oak fern rhizomes were used for the propagation. Spores
were no longer possible to collect when the work was started in October,
so the work was focused on the fern rhizomes micropropagation.

The rhizomes of the male fern were sterilized twice sodium hypo-chloride
having a thickness of 1 - 1.5%, there was also an Etax A12 treatment. The
rhizomes of the oak fern were sterilized once with sodium hypochlorite
having a strength of 1%, Etax A 12 treatment not being done.

Three different types of %2 MFMM platform were used as media. 1 g / | of
active carbon was added to one of them, to another ascorbic acid was add-
ed 30 g/ land 1 g/l of activated carbon medium, and one had not activated
carbon, but the amount of sugar was added to 30 g / I. In all trays growth
hormones, KIN 8 mg /I, and NAA 0.5 mg / | was used.

Since inception managed only 1 of total 99. Growth had gone outwards
from a piece of oak fern. It can therefore be conclude that the ferns are not
easy to propagate form rhizomes, because they are difficult to sterilize.
Propagating ferns from spores would be worth trying.

Micropropagation, fern, Dryopteris filix-mas, Gymnocarpium dryopteris,
sterilization.

22 p. + appendices 10 p.
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Suomen luonnonvaraisten saniaisten mikrolisays

1 JOHDANTO

Mikrolisdykselld voidaan siirtdd emokasvin ominaisuudet muuttumatto-
mana uusiin kasviyksil@ihin, jolloin uudet kasviyksilot ovat perimaltdén
emokasvin kaltaisia (Haapala & Niskanen 1992, 22). Saniaisten mikro-
lisdykseen haluttiin tiettyd kantaa olevia saniaisia. Tyon tilaajana ollut
taimisto toimitti haluamansa aloitusmateriaalin. Tyon tilannut taimisto py-
syy nimettémand ja ndin ollen tyontilaajaksi on tydssé merkitty Lepaan
mikroliséyslaboratorio.

Mikrolisédyksen etuja ovat nopeus, tilaa ei tarvita yhta paljon kuin pisto-
kaslisayksessa seka aloitusalustoilla olevia kasveja ei tarvitse hoitaa ennen
kuin ne siirretddn seuraavalle kasvatusalustalle. Mikrolisdayksen avulla
kasveja voidaan lisitd vuodenajasta riippumatta, sekd ne voidaan tuottaa
taimiksi haluttuna ajankohtana, silla viljelmia voidaan varastoida ja sailyt-
taa jadkaappildampotilassa useita kuukausia. (Haapala & Niskanen 1992,
28.)

Saniaiset ovat ulkomailla suosittuja varjopaikkojen perennoja, joiden lius-
koittuneet ja koristeelliset lehdet antavat niille kdyttéarvon puutarhakas-
veina. Suurin osa saniaisista viihtyy varjossa, mutta on muutamia lajeja
jotka viihtyvat kallioilla, kivilla ja jopa paahteessa. Saniaiset ovat luon-
nonperennoja eivatké vaadi juuri mitdan hoitoa puutarhassa, mutta niiden
kasvupaikkavaatimukset tulee ottaa tarkkaan huomion puutarhaan istutet-
taessa. (Alanko 2007, 432.) Kivikkoalvejuuren lisaédminen taimistoilla on
kannattavaa sen kasvupaikkavaatimusten ja myds sen koristearvon vuoksi.

Saniaisia voidaan lisatd jakamalla, kun kyseessa on ronsylla lisaantyvat la-
jit, kuten metsdimarre. Saniaisia voidaan lisata myos itidista, mutta ne ité-
vat hitaasti ja kylvOkset eivat saa kuivahtaa valilla, joidenkin saniaisten
itdmistd voidaan joutua odottamaan useita vuosia. (Alanko 2007, 432-
433.)

Tyon tarkoituksena oli 16ytaé kivikkoalvejuurelle ja metsdimarteelle sopi-
va sterilointimenetelm& seké aloitusalusta. Sterilointimenetelmi& kokeiltiin
kivikkoalvejuurelle kolme erilaista ja metsdimarteelle kokeiltiin neljaa eri
sterilointimenetelmad. Aloitusalustoja tehtiin kolme erilaista, kahteen aloi-
tusalustaan liséttiin aktiivihiiltd ja yhteen lisattiin sokerin maaraa saniais-
ten ravinnoksi.



Suomen luonnonvaraisten saniaisten mikrolisays
-

2 SANIKKAISET

Sanikkaiset (Pteridohyta) lisdantyvét itididen avulla, mutta niilla on putki-
lot veden kuljettamiseen. Sukupolvia on kaksi erilaista, jotka vuorottele-
vat. Haploidi suvullinen sukupolvi eli gametofyytti, seka diploidi suvuton
sukupolvi eli sporofyytti (Kuva 1). Gametofyytti eli alkeisvarsikko kasvaa
itidista ja sen pinnalla ovat muna- ja siittiopesékkeet. Alkeisvarsikko on
Iyhytikdinen ja pieni. Sporofyytti on erilaistunut juuriksi, varreksi seka
lehdiksi ja se on ruohomainen ja monivuotinen kasvi. Haploideja itidita
muodostuu itidlehtien pinnalla olevissa itiopesakkeissd. Varsinainen sa-
nikkainen kasvaa hedelmoittyneestd munasolusta, joka on uusi itioilla li-
saéantyva sukupolvi. (Mossberg & Stenberg 2006, 34; Hdmet-Ahti, Suomi-
nen, Ulvinen & Uotila, 1998, 35.)
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ELINKAARI

GAMETOFYYTTI
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Kuval.  Sanikkaisten lisddntyminen itididen avulla, jossa vuorottelevat suvullinen su-
kupolvi sekd suvuton sukupolvi. Kuvassa kuvattu saniaisen elinkaari (Kuva-
lahde: Foster 1993, 7).
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2.1 Saniaiset

Saniaiset (Pteropsida) ovat yhtaldisitiollisia sanikkaisia, maavarrellisia ja
monivuotisia. Yhtélaisitidisilla sanikkaisilla on samankokoiset itidt, kun
taas erilaisitiollisilla sanikkaisilla on iso- ja pikkuitiditd. Saniaisilla on yk-
sikotinen alkeisvarsikko, joka kasvaa yhtaldisitiostd, ja siind on sekd mu-
na- etté siittiopesakkeita. Yhtalaisitiosta kasvanut alkeisvarsikko on itse-
néinen, lyhytikéinen, rihmamainen, levymainen tai mukulamainen ja se on
tavallisesti pieni, lehtivihreéllinen tai lehtivihredton, se voi olla maansisai-
nen tai maanpéallinen. Saniaisten alkeisvarsikko on yksikotinen, tavalli-
sesti maanpaallinen, levymainen ja vihred. Se on harvoin maansisainen ja
mukulamainen. ( Haimet-Ahti ym., 1998, 45.)

2.2 Alvejuuret

Alvejuuret (Dryopteris) ovat enimmékseen kookkaita saniaisia, matastavia
— ruusukkeellisia. Maavarsi on usein liuskaisten suomujen peitossa, se on
lyhyt ja pysty tai vaakasuora. Itibpesakeryhmat ovat pyodreita ja sen ka-
tesuomut ovat munuaismaiset ja pysyvat. (Mossberg & Stenberg 2006, 56;
Hémet-Ahti, ym. 1998,49 )

Alvejuuret viihtyvat metsisséd, pelloilla ja kosteilla alueilla, Euroopassa,
Japanissa ja Yhdysvaltojen itdosissa. Sukuun kuuluu noin 255 lajia, mutta
useimmat lajit viihtyvét lauhkeilla vyohykkeilld. (Hoshizaki & Moran
2001, 296-297.) Alvejuurien tieteellinen nimi tulee kreikankielesta, drys
eli tammi ja pteron eli siipi. Nimi kuvaa lehdykdiden muotoa. Antiikin
kreikkalaiset kayttivat sanaa pteris kaikista saniaisista.(Hardyfernlibarary
n.d.). Alvejuuria kdytetdan puutarhoissa rajaamaan alueita, seka taustakas-
veina. Alvejuuren paikalleen kuihtuvat lehdet eivat valttamatta meneta
lehtivihredansa. Kylman ilmaston alvejuuret eivat sopeudu lampiméaan il-
mastoon. Alvejuuria voidaan lisatd itidista ja jakamalla, sivuhaaroista
maavarren tyveltd. (Hoshizaki & Moran 2001, 296-297.)

Kivikkoalvejuuri (Dryopteris filix-mas) on kotoisin Pohjois-Amerikasta ja
Euroopasta. Se on 25-120 senttimetrid korkea saniainen, joka viihtyy puo-
livarjossa, Kivikkoisissa lehdoissa, lehtokallioilla, kalliohyllyilla, Kivi-
kasoissa, jyrkénteilla ja muureilla. Kivikkoalvejuuri on luonnonristeyma4,
mutta silti hedelmallinen, Dryopteris caucasica x Dryopteris oreades. Ki-
vikkoalvejuuresta on monia muunnelmia koristekayttoon. ( Hoshizaki &
Moran 2001, 296-297.) Kivikkoalvejuurella on pitkét perinteet yrttiladke-
tieteessd. Sitd on kaytetty 300 eKr. lapamatojen h&&t6on, mutta vaara an-
nostus oli todennakdisesti kuolemaksi. (Olsen 2007, 230.)

Kivikkoalvejuuren lehdet ovat kesévihantia, niiden ruoti on tanakka ja kel-
lanruskea- tai vaaleanruskeasuomuinen. Lehtilapa on tummanvihred, sui-
kea ja keskeltd leveimmillaan. Lehdykat ovat pyoredkarkisia, hammaslai-
taisia ja niitd on 20-35 paria. Kivikkoalvejuuren itidimisaika on heiné-
syyskuussa. (Mossberg & Stenberg 2006, 56.)
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2.3 Metsadimarteet

Metséimarteet (Gymnocarpium) muodostavat kasvustoja jotka ovat melko
pienid ja hentoja. Niill& on suikertava, pitkéd ja ohut maavarsi. Kolmiomai-
set lendet ovat huomiota herattavat. Itiopesdakeryhmd on pyoéred ja ka-
tesuomuton. (Mossberg & Stenberg 2006, 54; Hamet-Ahti, ym. 1998,53.)

Metsdimarteet viihtyvét kosteissa, avoimissa metsikoissa ja ne muodosta-
vat véljan aluskasvillisuuden lehdilld&n (Olsen 2007, 257). Tdhan sukuun
kuuluu viisi lajia ja ne ovat luonnonvaraisia Pohjois-Amerikassa, Euroo-
passa ja Aasiassa. Metséimarteiden tieteellinen nimi tulee keikankielest,
gymnos eli alaston ja karpos eli hedelmd. Nimi viittaa itiopesdkkeeseen
jossa ei ole katesuomua. Metsdimarteita kaytetdan puutarhassa maanpeite-
kasveina. Sitd voidaan lisita jakamalla ja itidista kasvattamalla. (Hoshiza-
ki & Moran 2001, 334-335.)

Metsaimarre (Gymnocarpium dryopteris) on 10-40 senttimetrid korkea
saniainen, joka on kotoisin Pohjois-Amerikasta, Euroopasta ja Aasiasta.
Se viihtyy kosteissa kangasmetsissd, seka lehdoissa, puronvarsilla, louhi-
koissa ja jyrkénteilla. (Mossberg & Stenberg 2006, 54; Hamet-Ahti, ym.
1998, 53; Hoshizaki & Moran 2001, 334-335 .)

Metsdimarteen lehdet ovat kolmiomaiset ja sen lehtiruoti on ohut, pitké,
hauras ja tummanruskea. Lehtilapa on kalju, nystyton, vaaleanvihred, le-
veyttdan pidempi ja vaakasuora, seké kaksi kertaa parilehdykk&inen. Met-
sdimarteen itidimisaika on heind-syyskuussa. Se on yleinen koko maassa.
(Mossberg & Stenberg 2006, 54.)
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3 SANIAISSTEN MIKROLISAYS

Mikrolisdykselld tuotetaan uusia kasveja aseptisissa olosuhteissa, esimer-
kiksi koeputkissa. Kaupallinen mikrolisadminen aloitettiin 1965 orkideoil-
la Yhdysvalloissa. Mikrolisdyksen osuus taimituotannossa on pieni verrat-
tuna muihin lisdysmenetelmiin, kuten siemen- tai pistokaslisdykseen. Mik-
rolisattyjen taimien tuotanto on rajoitettua. Vaikka kysyntaa on paljon,
koska kustannukset ovat korkeat. (Hartman, Kester, Davies & Geneve
2011, 699.)

Monien kasvien kaupallisessa lisadmisessd mikrolisdyksesta on tullut tér-
kedd. Mikroliséyksen etuja ovat taudinaiheuttajista vapaiden taimien tuot-
taminen, erityisten kloonien massatuotanto, perinnéllisesti samankaltaisten
taimien tuottaminen, ymparivuotinen taimitarhatuotanto ja kloonien tuo-
tanto sisésiitoslinjaisten siemenien tuotannossa. (Hartman, ym. 2011, 699-
701.)

Mikrolisdys mahdollistaa taudinaiheuttajien poistamisen taimesta. Lisdys-
aineistoa voidaan tuottaa ilman sieni-, bakteeri-, virus- ja virusten kaltaisia
taudinaiheuttajia. Mikrolisdykselld saatava massatuotanto on kannattavaa
kun taimien tuottaminen on hidasta perinteisilla menetelmilld, uudella la-
jikkeella on suuri markkina-arvo, taimien tuottaminen on vaikeaa kasvulli-
sesti tai kasvi on uhanalainen. Taimistot toimivat yleensd sesongin mu-
kaan, mikrolisédykselld taimistoista saadaan ympérivuoden toimivia, kun
hiljaisina aikoina voidaan hyddyntaa mikrolisaysta. (Hartman, ym. 2011,
700-701.)

Mikrolisdyksessé voidaan kéayttad kinetiinid, joka on synteettinen sytoki-
niini. Kinetiini (KIN) yhdessa auksiinin ja gibberliinin kanssa edistaa solu-
jen jakautumista ja néin ollen kasvua. Kasvin luontaista sytokiniinida muo-
dostuu jatkuvasti solukoissa, kuten lehdissé ja juurissa. Naftyylietikkahap-
po (NAA) on synteettisesti valmistettu auksiini, joka edesauttaa juurten
muodostusta. Sita kaytetdankin pistokkaiden juurrutukseen. (Pankakoski,
1994, 122-125; Zenkteler & Kwa’sna, 2007, 81-86.)

3.1 Saniaisten mikrolisdys maavarresta

Saniaisten mikrolisdédminen maavarresta on haasteellista niiden kasvuta-
van ja ian vuoksi. Liséksi mikrolisddmisen onnistumista heikentavét sieni-
ja bakteeritartunnat. Yleensa 85-90 prosenttia aloituspaloista saa sieni- tai
bakteeri tartunnan ja 60—70 prosenttia muuttuu ruskeiksi, tdméa tapahtuu
pian sterilisoinnin ja aloitusalustalle pistdmisen jalkeen. Siksi saniaisten
juurakot tulisi esikasitella. (Zenkteler & Kwa’'sna, 2007, 81-86.)

Maavarret voidaan esikasitella pesemalld ne hanavedelld, ravistetaan 24
tuntia liuoksessa jossa on 150 mg/l nystatiinia (sieni-infektioiden hoitoon
tarkoitettu ladke) johon on lisdtty 0,25 ml Tween 20:a. Tdéman jalkeen
maavarret paloitellaan 5-10 senttimetrin paloiksi ja asetellaan kostutetulle
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suodatinpaperille lasipurkkeihin. Lasipurkkeja pidettiin 18-20 asteen
lammossd 2-3 kuukautta pimedssd, jonka jalkeen maavarsia kasvatetaan
jatkuvassa valossa, kunnes silmut tyontyvét esiin. Taman jalkeen maavar-
ret steriloidaan uudestaan nystatiiniliuoksella, jonka jalkeen ne sterilisoi-
daan 5 minuuttia 0,2 prosenttisella elohopeakloridilla (HgCl,), steriloinnin
jalkeen maavarret huuhdotaan 3-5 kertaa steriililla vedella steriileissa
oloissa ja pistetdan aloitusalustalle. (Zenkteler & Kwa’sha, 2007, 81-86)

Esikasitteleméattdmat saniaisten maavarren palat steriloidaan 0,5 prosentti-
sessa NaOCI -liuoksessa 20 minuutin ajan, huuhdellaan kolme kertaa ste-
riilissé vedessa 5 minuutin ajan. Taman jalkeen maavarrenpalat laitetaan
95 prosenttiseen etanoliin 5 minuutin ajaksi ja huuhdellaan kolme kertaa
steriilissd vedessa 5 minuutin ajan. Lisaksi maavarrenpalat késitellaan vie-
14 0,5 prosenttinen NaOCI -liuoksella, johon lisétty 0,03 prosenttia Tween
20:ta kasittelyaika 20 minuuttia, huuhdellaan 5 minuutin ajan steriilissa
vedessd. (Chen & Read 1983, 266—269.)

Aloitusalustana voidaan kayttad ¥2 MS-alustaa tai ¥2 MFMM -alustaa, joka
on Kkehitetty saniaisten lisaédmiseen. MFMM -alustaan voidaan lisata as-
korbiinihappoa maavarsista leikattujen palojen tummumista estaméaan. Li-
séksi alustassa voidaan kéyttaa aktiivihiilta saniaisten ravinnoksi. Alustas-
sa voidaan myo6s kayttdd Kinetiinia (KIN) ja naftyylietikkahappoa
(NAA).(Zenkteler & Kwa’sna, 2007, 81-86; Chen & Read 1983, 266-
269.)

3.2 Saniaisten mikroliséys itidista

Saniaistenitiot ovat valmiita kerattavéksi, kun itiépesdkkeet muuttuvat
vaaleanruskeiksi. Vihreét itiopesékkeet eivat ole viela valmiita kerattavak-
si ja tummanruskeat tai mustat ovat itiopesakkeet, eivét enéda sisélla itioita.
Saniaisenlehti, jossa itiopesdkkeet ovat, kerataan ja laitetaan pussiin tai
paperin péalle itiopesakkeet alaspain ja peitetadn, odotetaan muutama péi-
va ja itiot ovat varisseet pussiin tai paperin paalle. Samaan tilaan ei kan-
natta laittaa useita eri lajikkeita saniaisia, mikali halutaan tietyn lajikkeen
jalkelaisia. Itididen joukosta poistetaan roskat, silld niiden mukana voi
kulkeutua esimerkiksi sienitauteja.(Hoshizaki & Moran 2001, 71-74.)

Iti6t laitetaan suodatinpaperista tehtyihin paketteihin. Paketit upotetaan
steriiliin veteen ja paketeista puristetaan niihin jaanyt ilma pois. Paketit
upotetaan 5-10 prosenttiseen NaOCI -liuokseen, johon on lisatty 8 ml / |
saippuaa (Erisept), kasittelynaika on 2-20 minuuttia. Taman jalkeen pake-
tit huuhdellaan kahteen kertaan steriilissd vedessa. Paketit avataan sterii-
leissd oloissa (laminaarivirtauskaapissa) ja levitetddn aloitusalustalle.
(Ford 1992, 296.)

Hoshizaki & Moran (2001, 71-74) steriloivat saniaisten itiot 5-10 prosent-
tisella NaOCI -liuoksella, johon oli lisatty muutama tippa Tween 20:ta, ka-
sittelyaika 1 minuutti. 1tiét keratd&n liuoksesta suodatinpaperille ja huuh-
dellaan steriilissa vedessa 2—4 kertaa. Itiét kuivataan ja kylvetdan myo-
hemmin tai itiét kylvetddn heti muutamassa tipassa steriilia vetta. (Hoshi-
zaki & Moran 2001, 71-74.)
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Jos itididen elinvoimaisena pysyminen on heikkoa, ne tdytyy steriloida
neljan paivan sisalla keradmisestd. Steriloinnissa kaytetdan 2 prosenttista
NaOCI -liuosta, késittelyaika 2—4 minuuttia (Ford 1992, 296.) Toinen
vaihtoehto heikko elinvoimaisten itididen sterilointiin on 2 prosenttinen
NaOCI- liuos, kasittelyaika 5-1 sekuntia. (Hoshizaki & Moran 2001, 71—
74.)

Aloitusalustaksi itidille sopii ¥2 MS, johon on lisatty 30 g/l sakkaroosia,
pH 5,8, agar 9 g/l. Aloitusalusta autoklavoidaan steriiliksi. Hormoneja ei
yleensd tarvitse lisétd, mutta voidaan kokeilla matalia pitoisuuksia synteet-
tistd sytokiniinid bentsyyliaminopuriinia (BAP) ja naftyylietikkahappoa
(NAA). (Ford 1992, 296.)
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4 AINEISTO JA MENETELMAT

Kivikkoalvejuuren ja metsédimarteen maavarret toimitettiin Lepaalle ty6n
tilanneelta taimistolta muutamaa péivaa ennen tyon aloittamista (Kuva 2).
Maavarret tulivat multapaakun kanssa. Ennen varsinaisen tyon aloittamista
maavarsista poistettiin ylimaarainen multa. Maavarsia joita ei kaytetty li-
sdysmateriaalina heti, séilytettiin Lepaan taimistolla kylmassa kasvihuo-
neessa multapaakkuineen, josta lisdysmateriaalia haettiin tarvittaessa.

Kuva2.  Kuvassa Lepaan taimistolle toimitetut maavarret.

Aloitusalustoja tehtiin kolme erilaista. Aloituspalat laitettiin aloitusalustal-
le koeputkiin. Aloitus palat laitettiin alustalle niin, ettd puolet palasta oli
aloitusalustan sisalla ja puolet jai alustan paalle. Jokaiseen koeputkeen
laitettiin vain yksi aloituspala. Sterilointimenetelmia kokeiltiin kivikkoal-
vejuurelle kolmea erilaista ja metsdimarteelle neljaa erilaista. Jokaisesta
erilaisesta steriloinnista laitettiin aloituspaloja kaikkiin kolmeen aloi-
tusalustaan. Aloituksia seurattiin noin kahden viikon vélein. Koeputket,
joissa oli kuolleita tai infektoituneita aloituspaloja, poistettiin.

Kasvimateriaalin steriloinnilla pyritadn tuhoamaan mikro-organismit aloi-
tusmateriaalin pinnalta. Sterilointiin voidaan k&yttaa alkoholia, jonka eta-
nolipitoisuus on 70 prosenttia. Tallin aloituspalat upotetaan alkoholiin
noin minuutiksi, jonka jalkeen aloituspalat huuhdellaan steriililla vedell&.
Natriumhypokloridilla steriloitaessa aloituspalat upotetaan liuokseen, jon-
ka NaOCI -pitoisuus on 1-3 prosenttia, ja huuhdellaan steriililla vedelld
useita kertoja. Tween 20:n lisdédminen NaOCI -liuokseen parantaa tulosta
joka steriloinnilla saadaan. Liséksi aloituspaloille suoritettava esipesu,
hammasharjapesu ja saippuapesu, parantavat sterilisoinnilla saatavaa tu-
losta. (Haapala & Niskanen 1992, 35.)
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4.1 Aloitusmateriaali

Kivikkoalvejuuresta kaytettiin aloituspaloina kasvupistettd, maavarresta ir-
rotettuja lehdenalkuja ja vanhoja lehden tyvid, maavarsissa olleita silmuja,
sekd maavarresta poistetusta mullasta I0ytyneitd gametofyytteja ( Kuva 3).
13.10. aloitusmateriaalina kaytettiin maavarressa olleita silmuja, seké ga-
metofyyttejd. Aloituspaloja tehtiin 23 kappaletta. 14.10 aloitusmateriaalina
kaytettiin kasvupisteitd, seké lehden alkuja ja tyvia. Aloituspaloja tehtiin
28 kappaletta. Aloituspaloja steriloitiin ja pistettiin aloitusalustoille yh-
teensd 51 kappaletta.

Kuva3.  Kivikkoalvejuuren maavarsi.

Maavarsissa olleet silmut preparoitiin niin, ettd aloituspalaan jai silmu ja
lastuvanhaa lehden tyved. Gametofyytteja ei preparoitu. Lehden alut ja
vanhat lehden tyvet preparoitiin niin, etta niihin ei jaényt maavartta (Kuva
4).

Kuva4.  Preparointivalmiit kivikkoalvejuuren lehden tyvet, jotka on irrotettu maavar-
resta.
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Metsdimarteesta kaytettiin aloituspaloina kasvupisteitd ja juurenkarkia
(Kuva 5). 24.10. tehtiin 30 kappaletta aloituspaloja, joihin kéytettiin kas-
vupisteitd, sek& juurenkarkid. 7.11. tehtiin 16 kappaletta aloituspaloja juu-
renkarjista ja kasvupisteistd. 25.11. tehtiin 12 kappaletta aloituspaloja kas-
vupisteistd. Aloituspaloja tehtiin yhteensa 58 kappaletta.

L

Kuva 5. Metsdimarteen maavarsi.

4.2 Sterilointimenetelmat

Kivikkoalvejuuren aloituspaloilla kokeiltiin kolme eri sterilointimenetel-
méaa (Liite 1). Aloitusmateriaalin vahyyden ja aloituskertojen laheisyyden
vuoksi kivikkoalvejuuresta tehdyt havainnot eivat vaikuttaneet steriloin-
tien suunnitellussa. Kaikissa steriloinneissa hammasharjapesu, Erisept-
pesu ja ionivaihdetulla vedelld (ivv.) huuhtelu pysyivat samanlaisina.
NaOCI- kasittely oli jokaisessa steriloinnissa erilainen, lisdksi Etax A 12 -
késittelyn ajankohta ja aika vaihtelivat eri kasittelyiden vélilla.

Sterilointi 1:

1. Hammasharjapesu juoksevassa vedessa.

2. Erisept-pesu 20 minuuttia (3 tippaa /100 ml ionivaihdettua vetta).

3. Maavarsien huuhtelu lavik6ssa ionivaihdetulla vedelld.

4. Sterilointi 1 % NaOCl:ssa (+Tween 3 tippaa/ 100 ml steriili ivv.) 15
minuuttia.

Huuhtelu 3x steriilissa ionivaihdetussa vedessa.

Alkoholikasittely: 70 % Etax:ssa 30 sekuntia.

7. Huuhtelu 1x steriilissa ionivaihdetussa vedessa.

oo

Sterilointi 2:

1. Hammasharjapesu juoksevassa vedessa.

2. Erisept-pesu 20 minuuttia (3 tippaa /100 ml ionivaihdettua vettd).

3. Maavarsien huuhtelu lavikéssa ionivaihdetulla vedelld.

4. Sterilointi 1,5 % NaOCIl:ssa (+Tween 3 tippaa/ 100 ml steriili ivv.) 10
minuuttia.
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5. Huuhtelu 1x steriilissa ionivaihdetussa vedessa.
6. Alkoholikésittely: 70 % Etax:ssa 1 minuuttia.
7. Sterilointi 1,5 % NaOCl:ssa (+Tween 3 tippaa/ 100 ml steriili ivv.) 5
minuuttia.
8. Huuhtelu 4x steriilissa ionivaihdetussa vedessa.

Sterilointi 3:

1. Hammasharjapesu juoksevassa vedessa.

2. Erisept-pesu 20 minuuttia (3 tippaa /100 ml ionivaihdettua vetta).

3. Maavarsien huuhtelu lavikossa ionivaihdetulla vedelld.

4. Sterilointi 1,5 % NaOCl:ssa (+Tween 3 tippaa/ 100 ml steriili ivv.) 10

minuuttia.

Huuhtelu 1x steriilissa ionivaihdetussa vedessa.

Alkoholikasittely: 70 % Etax:ssa 1 minuuttia.

Huuhtelu 1x steriilissa ionivaihdetussa vedessa.

Sterilointi 1,5 % NaOCI:ssa (+Tween 3 tippaa/ 100 ml steriili ivv.) 2,5
minuuttia.

9. Huuhtelu 4x steriilissa ionivaihdetussa vedessa.

NGO

Metsdimarteen aloituspaloille tehtiin nelja erilaista sterilointimenetelma&
(Liite 2). Sterilointimenetelmien kokeileminen aloitettiin voimakkaimmal-
la NaOCl-liuoksella. Kuolleiden osuus oli suuri, koska sterilointi oli ollut
lilan voimakas. Taman jalkeen kokeiltiin kolmea laimeampaa sterilointia.
Steriloinnin tehokkuus havainnoitiin, jonka jalkeen sitd muutettiin. Jokai-
sessa steriloinnissa tehtiin hammasharjapesu, Erisept-pesu ja ionivaihde-
tulla vedell& (ivv.) huuhtelu pysyivat samanlaisina (Kuva 6). Steriloinneis-
sa muuttuvana tekijana oli NaOCI-kasittelyn pituus, joka vaihteli 30 — 15
minuutin vélill4. Etax A 12-kasittelyé ei tehty metsdimarteille.

Kuva6.  Metsdimarteen aloituspalat Erisept pesussa.

Sterilointi 4:

1. Hammasharjapesu juoksevassa vedessa.

2. Erisept-pesu 40 minuuttia (3 tippaa /100 ml ionivaihdettua vetta).

3. Maavarsien huuhtelu lavikossa ionivaihdetulla vedelld.

4. Sterilointi 1 % NaOCl:ssa (+Tween 3 tippaa/ 100 ml steriili ivv.) 30
minuuttia.

5. Huuhtelu 4x steriilissa ionivaihdetussa vedessa.
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Sterilointi 5:

1. Hammasharjapesu juoksevassa vedessa.

2. Erisept-pesu 40 minuuttia (3 tippaa /100 ml ionivaihdettua vettd).

3. Maavarsien huuhtelu lavikossa ionivaihdetulla vedella.

4. Sterilointi 1 % NaOCl:ssa (+Tween 3 tippaa/ 100 ml steriili ivv.) 15
minuuttia.

5. Huuhtelu 4x steriilissa ionivaihdetussa vedessa.

Sterilointi 6:

1. Hammasharjapesu juoksevassa vedessa.

2. Erisept-pesu 40 minuuttia (3 tippaa /100 ml ionivaihdettua vettd).

3. Maavarsien huuhtelu lavikéssa ionivaihdetulla vedelld.

4. Sterilointi 1 % NaOCl:ssa (+Tween 3 tippaa/ 100 ml steriili ivv.) 20
minuuttia.

5. Huuhtelu 4x steriilissa ionivaihdetussa vedessa.

Sterilointi 7:

6. Hammasharjapesu juoksevassa vedessa.

7. Erisept-pesu 40 minuuttia (3 tippaa /100 ml ionivaihdettua vetta).

8. Maavarsien huuhtelu lavikossa ionivaihdetulla vedella.

9. Sterilointi 1 % NaOCI:ssa (+Tween 3 tippaa/ 100 ml steriili ivv.) 25
minuuttia.

10. Huuhtelu 4x steriilissd ionivaihdetussa vedessa.

4.3 Aloitusalustat

Aloitusalustoja valmistettiin kolme erilaista (kuva 7). Kahteen aloitusalus-
taan lisattiin aktiivihiilta ja yhteen liséttiin sokerinmaaradd. KIN ja NAA -
pitoisuudet olivat kaikissa alustoissa samat.

Kuva 7. Valmiit aloitusalustat. Aktiivihiilta sisaltdvat aloitusalustat erottaa tummasta
varista, kun lisésokeria sisaltava aloitusalusta on vaalea.

Aloitusalustat sisaltdvat makro- ja mikroravinteet, seka vitamiinit ja rau-
dan. Lisaksi alustaan lisattiin natriumfosfaattia (NaH,PQO,), sokeria, Myo —
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inositolia eli sokerialkoholi, agaria seka Bacto-peptonia bakteerien ja sien-
ten esilletulon jouduttamiseen.

Aloitusalustana kaytettiin ¥2 MFMM -alustaa Zenktelerin ja Kwa’snan
(2007, 81-86) tutkimuksen mukaisesti (Taulukko 1). Zenktelerin ja
Kwa’snan (2007, 81-86) tutkimuksen mukaan KIN-pitoisuudeksi valittiin
8 mg/l, sek& NAA pitoisuudeksi 0,5 mg/l, ndma pitoisuudet olivat antaneet
parhaan lopputuloksen heidén tutkimuksessa. Yhteen aloitusalustaan lisat-
tiin askorbiinihappoa 0,03 g/l estaméén aloituspalojen tummumisen koe-
putkessa.

Taulukko 1. Aloitusalustat, sekd kasvihormonipitoisuudet kinetiini (KIN) ja naftyy-
lietikkahappoa (NAA).

Tunnus Aloitusalusta

A Y%, MFMM + aktiivihiili 1 g/l + KIN 8 mg/l + NAA 0,5 mg/I

B Yo MFMM + aktiivihiili 1 g/l + KIN 8 mg/l + NAA 0,5 mg/l+ askor-
biinihappo 30 mg/I

C Y, MFMM + sokeri 30 g/l + KIN 8 mg/l + NAA 0,5 mg/I

Kivikkoalvejuurelle sekd metsdimarteelle kaytettiin kaikkia kolmea alus-
taa, jokaisesta sterilointierasta laitettiin kaikkiin kolmeen aloitusalustaan
aloituspaloja. Aloitusalustalle A laitettiin kivikkoalvejuuria 19 kappaletta
ja metsdimarteita 19 kappaletta. Aloitusalustalle B laitettiin Kivikkoalve-
juuria 17 kappaletta ja metsédimarteita 20 kappaletta. Aloitusalustalle C lai-
tettiin kivikkoalvejuuria 15 kappaletta ja metsédimarteita 19 kappaletta.

13
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5 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Zenktelerin ja Kwa’snan (2007, 81-86) tutkimuksen mukaisesti aloituspa-
lat, jotka otettaan saniaisen maavarresta ilman esikasittelyd, ovat alttiita
infektoitumiselle. Kivikkoalvejuuren mikrolisddminen osoittautui hyvin
haasteelliseksi. Metsédimarteen kohdalla saatiin steriloinnista tuloksia, mut-
ta kummankaan kohdalla aloitusalustoja ei paésty vertailemaan.

5.1 Kivikkoalvejuuren tulokset

Aloitusalustoille laitetuista 51 kappaleesta kivikkoalvejuuria infektoitui 47
kappaletta, kuoli 4 kappaletta ja jatkokasvatukseen siirrettiin 0 kappaletta
(kuva 8). Sterilointimenetelmien valilld ei juuri ollut eroja, kasvupisteista
tehdyista lisayksista kaikki aloituspalat infektoituivat ja kuolleita ei ollut
yhtadn (Liite 1). Aloituspalat tummuivat kaikissa aloitusalustoissa samalla
tavalla, merkittdvaa eroa askorbiinihappolisdykselld ja askorbiinihapotto-
milla alustoilla ei ollut.

50

45 -

40 -

35 -

30 +

25 -
20 -

15 A

10 ~

5 4

0 -
kp! Infektoituneet Kuoli Jatkokasvatukseen

Kuva8.  Kivikkoalvejuurelle tehtyjen sterilointien yhteenveto.

Eri sterilointimenetelmien valisia eroja ei juuri ollut, joten voidaan todeta,
ettei yksikaan testatuista sterilointimenetelmistd ollut hyva. Sterilointime-
netelmd 3:sta voidaan todeta, ettd se oli kaikkein huonoin, koska kaikki
aloituspalat, jotka olivat kasvupisteitd, infektoituivat. N&in ollen kéytetty
sterilointimenetelma on ollut liian kevyt, yhdestakaan aloituspalasta ei ole
saatu steriloitua kaikkia infektiotekijoita pois (kuva 9). Kahdessa muussa
steriloinnissa oli muutamia aloituspaloja jotka eivét infektoituneet vaan
kuolivat. Naiden yksildiden kohdalla voidaan todeta steriloinnin olleen lii-
an voimakas.
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Koeputkia tarkasteltaessa naytti silta, ettd kivikkoalvejuuren putkisoluista
olisi valunut aloitusalustalle alkoholikésittelysta jddmia, joten alkoholika-
sittely paatettiin jattad kokonaan pois metsaimarteita steriloinneista.

Binfektoituneet
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WJatkokasvatukseen
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kpl Sterilointi 1 Sterilointi 2 Sterilointi 3

Kuva9.  Eri sterilointimenetelmien vertailu kivikkoalvejuurella.

Aloitusalustojen sopivuutta kivikkoalvejuurelle ei pystytad vertailemaan,
silla yksikaan aloituspala ei lahtenyt kasvuun (kuva 10).

Kuva 10. Infektoituneita kivikkovejuuren aloituspaloja.
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5.2 Metsdimarteen tulokset

Aloitusalustoille laitetuista 58 kappaleesta metsdimarteita infektoitui 30
kappaletta, kuoli 27 kappaletta ja jatkokasvatukseen siirrettiin 1 kappale
(kuva 11). Sterilointimenetelmien eroja olivat infektoituneiden ja kuollei-
den maarat (Liite 1).
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Kuva 11. Metsdimarteelle tehtyjen sterilointien yhteenveto.

Sterilointimenetelmésséd 4 aloituspaloja oli 30 kappletta ja NaOCI -
késittelyaika oli 30 minuuttia, aloituspaloista kuoli 27 kappaletta, ja infek-
toitui 3 kappaletta, sterilointi oli ollut liian voimakas. Sterilointimenetel-
maéassa 5, jossa oli 16 aloituspalaa, infektoituneita oli 15, mutta yksi aloi-
tuspala oli l&htenyt kasvuun, eikd infektoitunut. Sterilointimenetelmassa 6
aloituspaloja oli 6 kappaletta, joista kaikki infektoituivat. Sterilointimene-
telmassa 7 oli aloituspaloja 6 kappaletta ja kaikki infektoituivat (kuva 12).
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Kuva 12. Eri sterilointimenetelmien vertailua metsaimarteella.

5.3 Tulosten tarkastelu

Aloituspalat tummuivat kaikissa aloitusalustoissa samalla lailla, merkitta-
vaa eroa askorbiinihappolisayksellad ja askorbiinihapottomilla alustoilla ei
ollut. Tummumiseen ei mydsk&an vaikuttanut pistettiinkod aloitusalustalle
kivikkoalvejuuren tai metsaimarteen aloituspala.

Aloitusalustojen vertailua niiden sopivuudesta kivikkoalvejuuren tai met-
sdimarteen lisaykseen ei pystytd tekeméaan silla vain yhdelle alustalle saa-
tiin kasvuun lahtenyt aloitus. Kaytetyt aloitusalustat mukailevat ulkomailla
tehtyja tutkimuksia ja niissé ndiden alustojen on todettu olevan sopivia sa-
niaisille. MFMM -alustan on suunnitellut saniaisten mikrolisaédmiseen Mu-
rashige (Zenkteler, E., Kwa’sna, H. 81-86 ).

Kivikkoalvejuurille tehdyt kolme sterilointia olivat kaikki liian kevyitd,
koska infektoituneiden maaré oli jokaisessa steriloinnissa suuri. Kasvu-
alustoja kivikkoalvejuurilla ei pystytty vertailemaan silla olisi tarvittu jat-
kokasvatukseen menevid aloituspaloja.

Metséimarteelle tehdyistd neljasta steriloinnista kolme oli liian kevyitd,
sill& infektoituneita oli l&hes sata prosenttia. Vain yksi aloituspala paatyi
jatkokasvatukseen.

Kasvussa oleva saniainen on alustalla B, johon on lisétty askorbiinihappoa
ja aktiivihiilta (kuva 13). Alustalla B oleva metsdimarre nayttéisi kasvavan
hyvin ja viihtyvan aloitusalustalla.
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Kuva 13.  Kasvuun l&htenyt metséimarre aloitusalustalla B.
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6 POHDINTAA

Saniaisten lisdédminen maavarresta osoittautui haasteelliseksi. Maavarsille
tulisi tehda jokin esikésittely ennen varsinaista sterilointia, jotta se saatai-
siin riittdvan puhtaaksi taudinaiheuttajista aloituksen onnistumiseksi. Tal-
16in nyt kokeessa infektoituneet aloituspalat olisivat niitd jotka saadaan
kasvamaan ja néin ollen saataisiin riittdva maard puhtaita aloituksia kau-
pallisen hyddyn saamiseksi.

Kokeillut sterilointimenetelmat voisivat olla toimivia, jos maavarsille teh-
taisiin esikésittely, kuten kasvattaminen puolisteriileissé oloissa. Erilaisia
esikasittelyita kannattaisi kokeilla saniaisten mikrolisddmisen. Tehtyjé ko-
keita voidaan kayttaa vertailussa, kuinka paljon erilaiset esikasittelyt aut-
tavat steriloinnin onnistumisessa.

Zenktelerin ja Kwa’snan tutkimuksessa oli esikasitteleméattomien maavar-
resta lisattyjen saniaisten infektoituminen saamaa luokkaa kuin kokeissa
jotka tehtiin opinndytetydssani. Saniaiset vaativat puolisteriilit olot ennen
varsinaista sterilointia, esimerkiksi kasvihuoneessa puhtaassa mullassa
kasvattamisen muutamien kuukausien ajan, jotta saataisiin riittdvd maaré
onnistuneita aloituksia.

Kasvuun lahtenyt metsdimarre kasvoi hyvin aloitusalustalla, joten kokeiltu
aloitusalusta on sopia. Avainasemaan saniaisten mikrolisaédmisen nousi
sieni- ja bakteeritartuntojen pois saaminen. Perinteisilla sterilointimene-
telmill& se ei onnistunut.

Kivikkoalvejuuren lisddmistd kannattaa kokeilla itiGista tai maavarret tulee
esikasitella. Itidistd mikrolisadminen on kannattavampaa silla silloin saa-
daan enemmaén aloitusmateriaalia ja ndin ollen myds enemman jatkokasva-
tukseen sopivaa materiaalia.

Metsdimarteen lisédminen maavartta jakamalla olisi taloudellisesti kannat-
tavampaa taimistoille, kuin mikrolisédminen. Metsdimarteen maavarsi on
varsin helppo jakaa niin, etta siitd saadaan monta jatkokasvatukseen sopi-
vaa palaa, jossa on maavartta ja lehdenalkuja.

Lisaksi saniaisten mikrolisddmistd itidistd kannattaa kokeilla, kunhan
huomioon muistetaan ottaa saniaisten lisdéntymistapa. Liséksi pitdd muis-
taa itididen kypsymisaika, jotta itiot saadaan kerattya oikeaan aikaan. Iti-
6illa lisdantyva saniainen eivéat lahde kasvuun yksittaisilla itioilla, vaan iti-
Oitd tarvitaan useampia samaan aloitusalustaan, jotta saadaan aikaiseksi
suvullinen sukupolvi, josta sitten muodostuu suvuton sukupolvi. Suvutto-
malla sukupolvella on maavarsi ja lehdet.

Itiiden itdmisolosuhteet, voidaan mikrolisdyslaboratoriossa pitdd ihan-
teellisina itdmisté ajatellen. Itididen kosteusolot pystytddn varmistamaan
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taysin suljetussa kasvatusjérjestelméssa. Kasvuun lahteneet itiét saadaan
steriileing jatkokasvatukseen.
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Suomen luonnonvaraisten saniaisten mikrolisays

Liite 1/1
ALOITUKSET
Aloituspvm: 13.10.2011 Aloitusalusta Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
Kasvilaji: pvm kpl pvm kpl pvm kpl
Dryopteris filix-mas 1/2 MFMM + 24.10.2011 6
lisdsokeri +
Aloituspala: KIN 8 +
Silmu maavarressa NAAO,5
Sterilointi: 1
6 kpl
1. Hammasharjapesu, varoen 1/2 MFMM + 24.10.2011 8(23.11.2011 1
Preparointi aktiivihiili +
2. Erisept 3 tippaa KIN 8 +
100 ml ionivaihdettua vetta NAA 0,5
20 minuuttia
3. Huuhtelu ionivaihdettulla vedella 9 kpl
lavikossa 1/2 MFMM + 24.10.2011 8
Laminaariin aktiivihiili +
4.NaOCl 1 % + Tween 20 askorbiinihappo +
3 tippaa / 100 ml KIN 8 +
sekoitus 15 min NAA 0,5
5. Steriilissa ionivaihdetussa vedessa 8 kpl
huuhtelu X 4
6. Etax A12 70 %, 30 sek. + huuhtelu
steriilissd ionivaihdetussa vedessa
Muuta: Koodit:
C - gameofyyteille ei Etax - kasittelya
A= B= C=
Dryopteris filix-mas |Dryopteris filix-mas Dryopteris filix-mas
13.10.11 nuorivaalea |13.10.11 vanhatumma 13.10.11 gameofyytti
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Liite 1/2
Aloituspvm: 14.10.2011 Aloitusalusta Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
Kasvilaji: pvm kpl pvm kpl pvm kpl
Dryopteris filix-mas 1/2 MFMM + 24.10.2011 4
lisdsokeri + 7.11.2011 2

Aloituspala: KIN 8 + 23.11.2011 1
Silmu maavarressa NAA 0,5
Sterilointi: 2
1. Hammasharjapesu, varoen 7 kpl
2. Erisept 3 tippaa 1/2 MFMM + 24.10.2011 7

100 ml ionivaihdettua vetta aktiivihiili + 7.11.2011 1

20 minuuttia KIN 8 +
3. Huuhtelu ionivaihdettulla vedella [NAAO,5

lavikéssa
4.NaOCl 1,5 % + Tween 20 8 kpl

3 tippaa /100 ml 1/2 MFMM + 24.10.2011 4

sekoitus 10 min aktiivihiili + 7.11.2011
5. Huuhtelu ionivaihdettulla vedelld [askorbiinihappo + 23.11.2011 2

Laminaariin KIN 8 +
6. Etax A12 70 %, 1 min + huuhtelu NAA 0,5

steriilissd ionivaihdetussa vedessa 8 kpl
7.NaOCl 1,5 % +Tween 20, 5 min
8. Steriilissa ionivaihdetussa vedessa

huuhtelu X 4
Muuta: Koodit:

A= B=

Dryopteris filix-mas  |Dryopteris filix-mas

14.10.11 nuori lehden |14.10.11 vanha lehden tyvi
tyvi
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Liite 1/3
Aloituspvm: 14.10.2011 Aloitusalusta Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
Kasvilaji: pvm kpl pvm kpl pvm kpl
Dryopteris filix-mas 1/2 MFMM + 24.10.2011
lisdsokeri +

Aloituspala: KIN 8 +
Kasvupiste NAA 0,5
Sterilointi: 3
1. Hammasharjapesu, varoen 2 kpl
2. Erisept 3 tippaa 1/2 MFMM + 24.10.2011

100 ml ionivaihdettua vettd aktiivihiili +

20 minuuttia KIN 8 +
3. Huuhtelu ionivaihdettulla vedella [NAAO,5

lavikossa
4.NaOCl 1,5 % + Tween 20 2 kpl

3 tippaa / 100 ml 1/2 MFMM + 24.10.2011

sekoitus 10 min aktiivihiili +

5. Huuhtelu ionivaihdettulla vedelld |askorbiinihappo +
Laminaariin KIN 8 +
6.Etax A12 70 %, 1 min + huuhtelu NAA 0,5
steriilissa ionivaihdetussa vedessa 2 kpl
7.NaOCl 1,5 % +Tween 20, 2,5 min
8. Steriilissa ionivaihdetussa vedessa
huuhtelu X 4
Muuta: Koodit:
C=

Dryopteris filix-mas
14.10.11 kasvupiste
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Liite 1/4
Aloituspvm: 24.10.2011 Aloitusalusta Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
Kasvilaji: pvm kpl pvm kpl pvm kpl
Gymnocarpium dryopteris 1/2 MFMM + 7.11.2011 5
lisdsokeri + 23.11.2011 5
Aloituspala: KIN 8 +
juuren karki ja lehdenkasvupiste NAA 0,5
Sterilointi: 4
10 kpl
1. Hammasharjapesu, varoen 1/2 MFMM + 7.11.2011 1 7.11.2011 9
Preparointi aktiivihiili +
2. Erisept 3 tippaa KIN 8 +
100 ml ionivaihdettua vetta NAA 0,5
40 minuuttia
3. Huuhtelu ionivaihdettulla vedella 10 kpl
lavikossa 1/2 MFMM + 7.11.2011 2| 7.11.2011 6
Laminaariin aktiivihiili + 23.11.2011 2
4.NaOCl 1 % + Tween 20 askorbiinihappo +
3 tippaa /100 ml KIN 8 +
sekoitus 30 min NAAO,5
5. Steriilissa ionivaihdetussa vedessa 10 kpl
huuhtelu X 4

Muuta:
Aloituspaloja 5 kappaletta /

sterilisointierd

Koodit:
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Liite 1/5
Aloituspvm: 7.11.2011 Aloitusalusta Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
Kasvilaji: pvm kpl pvm kpl pvm kpl
Gymnocarpium dryopteris 1/2 MFMM + 23.11.2011 5
lisdsokeri +
Aloituspala: KIN 8 +
juuren karki ja lehdenkasvupiste NAA 0,5
Sterilointi: 5
5 kpl
1. Hammasharjapesu, varoen 1/2 MFMM + 23.11.2011 5
Preparointi aktiivihiili +
2. Erisept 3 tippaa KIN 8 +
100 ml ionivaihdettua vetta NAA 0,5
40 minuuttia
3. Huuhtelu ionivaihdettulla vedella 5 kpl
lavikoéssa 1/2 MFMM + 23.11.2011 5 23.11.2011 1
Laminaariin aktiivihiili +
4.NaOCl 1 % + Tween 20 askorbiinihappo +
3 tippaa / 100 ml KIN 8 +
sekoitus 15 min NAA 0,5
5. Steriilissa ionivaihdetussa vedessa 6 kpl
huuhtelu X 4
Muuta: Koodit:
Kasvuun ldhtenyt aloituspala
lehden kasvupiste
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4.NaOCl 1 % + Tween 20
3 tippaa / 100 ml

askorbiinihappo +
KIN 8 +

Liite 1/6
Aloituspvm: 25.11.2011 Aloitusalusta Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
Kasvilaji: pvm kpl pvm kpl pvm kpl
Gymnocarpium dryopteris 1/2 MFMM + 2.12.2011
lisdsokeri +
Aloituspala: KIN 8 +
lehdenkasvupiste NAA 0,5
Sterilointi: 6
2 kpl

1. Hammasharjapesu, varoen 1/2 MFMM + 2.12.2011

Preparointi aktiivihiili + 14.12.2011
2. Erisept 3 tippaa KIN 8 +

100 ml ionivaihdettua vetta NAA 0,5

40 minuuttia
3. Huuhtelu ionivaihdettulla vedella 2 kpl

lavikossa 1/2 MFMM + 2.12.2011

Laminaariin aktiivihiili + 14.12.2011

sekoitus 20 min NAA 0,5

5. Steriilissa ionivaihdetussa vedessa 2 kpl
huuhtelu X 4

Muuta: Koodit:
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4.NaOCl 1 % + Tween 20
3 tippaa / 100 ml

askorbiinihappo +
KIN 8 +

Liite 1/7
Aloituspvm: 25.11.2011 Aloitusalusta Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
Kasvilaji: pvm kpl pvm kpl pvm kpl
Gymnocarpium dryopteris 1/2 MFMM + 14.12.2011
lisdsokeri +
Aloituspala: KIN 8 +
lehdenkasvupiste NAA 0,5
Sterilointi: 7
2 kpl
1. Hammasharjapesu, varoen 1/2 MFMM + 2.12.2011
Preparointi aktiivihiili + 14.12.2011
2. Erisept 3 tippaa KIN 8 +
100 ml ionivaihdettua vetta NAA 0,5
40 minuuttia
3. Huuhtelu ionivaihdettulla vedella 2 kpl
lavikossa 1/2 MFMM + 14.12.2011
Laminaariin aktiivihiili +

sekoitus 25 min NAA 0,5

5. Steriilissa ionivaihdetussa vedessa 2 kpl
huuhtelu X 4

Muuta: Koodit:
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Liite 2/1

Aloitusalusta A:

1/2 MFMM + aktiivihiili 1 g/l + KIN 8 mg/l + NAA 0,5 mg/I

KANTALIUOKSET

RAVINTOLIUOS

Nimike Huomioitavaa maara ml / litra ravintoliuoksessa
MS - makro 50

MS - mikro 0,5

MS - Fe 5

LS - vitamiinit 2
NaH,PO, punnitaan erikseen 0,255 g/l
KIN 8 mg/I punnitaan erikseen 8 mg/l
NAA 20 mg/ 100 ml 2,5ml/I
sokeri 15g/I
Myo - inositoli 10 ml/I
pH 5,7
Aktiivihiili 1g/l
Agar 85g/l
Bacto - peptone 0,27 g/
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Liite 2/2

Aloitusalusta B:

1/2 MFMM + aktiivihiili 1 g/l + Askorbiinihappo 30 g/l + KIN 8 mg/I + NAA 0,5 mg/|

KANTALIUOKSET

RAVINTOLIUOS

Nimike Huomioitavaa maara ml / litra ravintoliuoksessa
MS - makro 50

MS - mikro 0,5

MS - Fe 5

LS - vitamiinit 2
NaH,PO, punnitaan erikseen 0,255 g/l
Askorbiinihappo punnitaan erikseen 0,03 g/
KIN 8 mg/I punnitaan erikseen 8 mg/I
NAA 20 mg / 100 ml 2,5ml/l
sokeri 15g/I
Myo - inositoli 10 ml/I
pH 5,7
Aktiivihiili 1g/l
Agar 8,5g/l
Bacto - peptone 0,27 g/l
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Liite 2/3

Aloitusalusta C:

1/2 MFMM +sokeri 30 g/1 + KIN 8 mg/I + NAA 0,5 mg/|

KANTALIUOKSET

RAVINTOLIUOS

Nimike Huomioitavaa maara ml / litra ravintoliuoksessa
MS - makro 50

MS - mikro 0,5

MS - Fe 5

LS - vitamiinit 2
NaH,PO, punnitaan erikseen 0,255 g/I
KIN 8 mg/I punnitaan erikseen 8 mg/I
NAA 20mg/ 100 ml 2,5ml/l
sokeri 15g/I
lisdsokeri 30g/l
Myo - inositoli 10 ml/I
pH 57
Aktiivihiili 1g/l
Agar 8,5g/I
Bacto - peptone 0,27 g/




