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Sivut

Mikrolisdys on tehokas kasvien lisdystapa, jossa tyoskentely vaatii huolelli-
suutta ja aseptisia olosuhteita. Vaikka tydskentely on hyvin jérjestelméllisti,
liittyy sithen kuitenkin riskejd. Suurimmat riskit liittyvét turvallisuuteen ke-
mikaalien kanssa seké kasvien ja tyontekijoiden hygieniaan.

Opinnidytetyon tarkoituksena oli laatia Himeen ammattikorkeakoulun, Lepaan
yksikdon mikrolisdyslaboratoriolle toimintaohjeet. Toimintaohjeessa otettiin
huomioon ensisijaisesti opiskelijat, jotka ovat laboratorion suurin kaytté;a-
ryhmd. Toinen huomionarvoinen ryhmé on ulkopuolinen asiakas, joka haluaa
teettdd joko selkedn tilauksen tai tutkimushankkeen.

Henkilokuntaa haastattelemalla pyrittiin kartoittamaan mikrolisdyslaboratori-
on nykyiset ongelmakohdat. Kartoituksessa selvisi, ettd tietojen dokumen-
toinnissa, tuotannon hallinnassa seké ulkopuolisen asiakkaan kohdalta 16ytyi-
vét suurimmat puutteet. Naihin pyrittiin laatimaan ohjeistus, joka on kaikille
yhtendinen ja auttaa jokapdiviistd toimintaa laboratoriossa.

Toimintaohje on laadittu tdmén hetkisen tilanteen mukaan. Sita tulee péivittdd
aina, kun toiminta muuttuu. Toimintaohjeen noudattaminen vaatii sitoutumis-
ta, niin mikrolisidyslaboratorion henkilokunnalta, kuin heiddn esimiehiltdin-
kin.

Toimintaohjeeseen on kirjattu myds dokumenttien hallinnan jirjestiminen se-
ké aikataulutus. Ndiden ohjeiden jalkauttaminen kdytantoon jad HAMKin Le-
paan yksikon mikrolisdyslaboratoriolle.

Toimintaohje on tdmén opinndytetyon liite.
Mikrolisdys, toimintaohje, ohje

22 s. + liite 31 s.
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micropropagation laboratory

Micropropagation is effective way to increase plant, were the work requires
care and aseptic conditions. Although the work is done very systematically,
there are some risks related to work. Biggest risks are related the safety of
chemicals as well as plant and worker hygiene.

Purpose of this thesis was to make operating instruction for micropropagation
laboratory in HAMK University of Applied Sciences. The students are main
users of laboratory. The instructions were primarily made for students. The
other group is an external customer, who wants to carry out either a clear or-
der or a research project.

By interviewing staff sought to map out the current issues of the laboratory.
The survey revealed that the data documentation, production management as
well as external customer related processes were the main weaknesses. There
was designed to develop instructions, which are all united and to help the eve-
ryday activities of the laboratory.

The operating instruction has been drawn up according to the current situa-
tion. It will be updated as and when activities change. Compliance with the
operating instruction requires commitment, as staff of the micropropagation
laboratory than their managers.

To the operating instruction has also been written document management and
scheduling. Responsibility of implementation of these instructions will remain
to micropropagation laboratory of Lepaa Unit.

The operating instruction is a separate attachment of this thesis.

Micropropagation, operating instruction, guideline

21 p. + appendices 31 p.
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TERMISTO

Agar

Autoklaavi

Aseptinen

Embryogeneesi

Toninvaihdettu vesi
In vitro
Ex vitro

Kallus

Kasvatusalusta

Klooni

Kontaminaatio

Laminaarivirtauskaappi

Mikrolisédys

MS-alusta

Reklamaatio

Somaattinen

Osmoottinen potentiaali

Levistd saatava kasviperdinen tuote, jonka avulla kasvualusta
hyydytetdan.

Laite, jota kéytettddn sterilointiin kuuman vesihdyryn ja paineen
avulla.

Tartunta-aineeton, puhdas.

Alkion muodostuminen. Solukkoviljelyssd tapahtuva somaatti-
nen embryogeneesi tarkoittaa alkion muodostumista kasvullises-
ta (vegetatiivisesta) solukosta.

Puhdistettua vettd, josta ionisoituneet aineet on poistettu.

”Lasissa” esim. koeputkessa.

Organismissa tapahtuva.

Erilaistumaton haavasolukko, jota muodostuu luonnossa ja soluk-
koviljelyssa

Neste tai hyytelo, joka siséltdd viljelmén tarvitsemat ravinteet ja
vitamiinit. Energialdhteend kdytetién yleensa sakkaroosia eli ruo-
kosokeria.

Perintétekijoiltddn samanlaisten yksildiden joukko.

Saastuminen

Steriloitavissa oleva tydtila, jossa suodatettu ilmavirta estié kiin-
teiden kappaleiden esim. itididen siirtymisen steriiliin tilaan.

Kasvin aseptinen lisddminen pienisti paloista.

Toshio Murashigen ja Folke Skoogin kehittimé ravintoalusta.
Kasvualusta sopii erityyppisille kasveille.

Kirjallinen valitus virheellisesté tuotteesta tai palvelusta toimit-
tajalle.

Kasvullinen

Veteen liuenneet aineet aiheuttavat osmoottisen potentiaalin.
Puhtaan veden osmoottinen potentiaali on nolla. Mikali sithen



Mikrolisdys, mikrolisdyslaboratorion toimintaohje

Petrimalja

Vegatiivinen

WPM-alusta

on liuennut aineita, sen osmoottinen potentiaali muuttuu nega-
tiiviseksi.

Pyored, matala, kannellinen, lasista tai muovista valmistettu
malja, joita kéytetdédn mikrobien ja kasvisolukoiden viljelyasti-
oina.

Suvuton lisdys eli kasvullinen. Kasvullisesti kasveja lisdtddn,
kun halutaan tuottaa tdsmélleen emokasvin kaltaisia jélkeldisia.

Kasvatusalusta, joka kehitettiin 1980 leveidlehtikalmian (Kalmia
latifolia) puun kaupallista lisdysti varten.
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1

JOHDANTO

Mikrolisdys on menetelmi, jolla kasveja pystytddn lisddméén nopeasti ja te-
hokkaasti ympéri vuoden. Kasvien solukkoviljelylld tarkoitetaan solujen, so-
lukoiden ja kasvinosien viljelyd steriileissd olosuhteissa irrallaan kasvista.
Emokasvista irrotetun kappaleen viljely tapahtuu kasvatusalustalla, johon on
lisdtty solukon elossa pitdmiseksi tarvittavat aineet. Mikrolisdyksen avulla
emokasvin ominaisuudet siirtyvdt muuttumattomina uusiin kasviyksildihin,
jotka kaikki ovat periméltddn toistensa kaltaisia. (Haapala & Niskanen 1992,
3,13,22)

Hidmeen ammattikorkeakoulun laadunvarmistusjdrjestelmédn tavoitteena on
toiminnan jatkuva tavoitteellinen kehittiminen ja uudistaminen, jotta toiminta
tyydyttdisi opiskelijoiden ja ulkoisten asiakkaiden tarpeita kustannustehok-
kaasti. Laadunvarmistusjérjestelmé yhtendistdd ammattikorkeakoulun menet-
telyt ja varmistaa kestévin ja eettisen toiminnan. Toteuttaminen rakentuu ta-
voitteiden, suunnittelun ja toimintaohjeiden pohjalle. Toimintaa ohjataan péa-
osin kiyttden normaaleja johtamisen menettelyitd, toimintaohjeistusta ja ke-
hittdmisprojekteja. (Hdmeen ammattikorkeakoulun laadunvarmistusjérjestel-
maén kuvaus n.d.)

Lepaan mikrolisdyslaboratorion toimintaa on selkeytetty ohjeistamalla toimin-
toja uudessa toimintaohjeessa (Liite 1). Ohjeistuksessa on otettu huomioon
henkildkunnan ty6hon liittyvit asiat, kuten dokumentointi, turvallisuus ja ul-
kopuolisen asiakkaan rooli. Ohjeistuksessa on erityisesti huomioitu opiskeli-
jat, jotka tekevit opintoihin liittyvid harjoitustdité, kehitysprojekteja tai opin-
ndytetoitddn. Opiskelijoille on tehty mm. tydohjeita, joiden avulla he itsendi-
sesti pystyvit suorittamaan kyseisen tyon. Turvallisuus ja toiminnan ohjeistus
ovat etusijalla kaikissa toiminnoissa, joihin opiskelija osallistuvat.
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2 SOLUKKOVILJELY ELI MIKROLISAYS

Mikrolisdys eli solukkolisédys tarkoittaa kasvien lisdémistd aseptisissa olosuh-
teissa, joissa kasvit jddvét hyvin pieniksi. Siksi syntyvid kasveja kutsutaan
mikrotaimiksi ja menetelmdd mikrolisdykseksi. Mikrolisdyksesséd lisddmisen
lahtoaineistoksi riittdd parhaassa tapauksessa yksi ainoa silmu, josta voidaan
perinteisid menetelmid paljon lyhyemmaissé ajassa saada tuhansia emokasvin
kopiota. Tavallisemmin mikrolisdyksiin kdytetddn kidrki- ja hankasilmuja,
joissa on kasvupiste mukana, mutta muitakin kasvinosia voidaan kayttidi. (Fa-
gerstedt, Lindén, Santanen & Viinold, 2008, 155-156.)

2.1  Solukkoviljelyn perusta

Mikrolisdys on lisddmiseen erikoismenetelmi, jossa hyvin pienet kasvin solu-
kon osat uudistuvat keinotekoisesti steriileissd olosuhteissa. Siemenalkiot uu-
distuvat versosta ja juuren kérjestd, haavakudoksesta, lehdisté, siemenalkios-
ta, heteen ponsista ja jopa yksittdisestd solusta. Verson kérki on yleisin viljel-
ty puuvartisten kasvien osa. (MacDonald 1996, 595.)

Jo vuonna 1838 Matthias Jacob Schleiden ja Theodor Schwann esittivit kas-
vien soluteorian, jonka mukaan jokainen kasvisolu sisdltdd kaiken tiedon kas-
vista. Teorian mukaan kasvisolut ovat toisistaan riippumattomia ja jokainen
erilainen solu pystyy kasvamaan kokonaiseksi kasviksi. Tétd kasvisolun omi-
naisuutta kutsutaan totipotenssiksi ja sithen perustuu kasvien solukkoviljely.
(Haapala & Niskanen 1992, 13.)

Haapalan & Niskasen (1992, 13) mukaan kasvi regeneroituu eli muodostuu
uudelleen solukkoviljelyssd kahdella eri tavalla. Regeneroituminen or-
ganogeneesin kautta tarkoittaa sitd, ettd kasvinosat alkavat muodostua vili-
vaiheitta joko suoraan aloituspalasta tai siitd kasvaneesta kallussolukosta.
Embryogeneesin kautta tapatuvassa regeneroitumisessa muodostuu ensin al-
kio, josta kehittyy kasvi. Kun alkio kehittyy vegatiivisesta solukosta, sitd kut-
sutaan somaattiseksi alkioksi ja tapahtumaa somaattiseksi embryogeneesiksi.

2.2 Solukkoviljelyn kehitys

MacDonald (1996, 595) kirjoittaa, ettd ensimmdinen koe kasvimateriaalin
mikrolisdyksesti steriileissd olosuhteissa tehtiin 1900-luvun alussa. Monet sil-
loisista kokeista epdonnistuivat, johtuen laboratorioiden huonosta puhtaudes-
ta. Merkittéva edistys tapahtui vuonna 1939, kun tutkijat Amerikassa ja Rans-
kassa onnistuneesti saivat kasvin haavakudosta. Tdma tutkijoiden tekemé pe-
rustustyd oli kannustin, joka rohkaisi muita alan tutkijoita hyddyntdmééan
mikrolisdysta.
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Kudosviljelyn hyddyt havaittiin puutarhamaailmassa. Sen menetelmét auttoi-
vat valmistamaan terveitd kasveja kautta maailman. Tdma oli nopeaa seuraus-
ta moninkertaistaa muun muassa orkidean kloonaus. Kaupallinen kehitys tie-
dostettiin kasvihuoneviljelyssd, kuten neilikoissa, krysanteemeissa ja saniai-
sissa. Niitd seurasivat kylménkestavit heindkasviperennat. (MacDonald 1996,
595.)

2.3 Mikrolisdyksen hyoddyt ja haitat

Mikrolisdyksen etuna perinteisiin kasvintuotannon lisdysmenetelmiin verrat-
tuna on sen nopeus. Pienet kasvinosat tuottavat kasveja suuren méérin pie-
nessd tilassa. Mikrolisétyt taimet voidaan varastoida in vitrossa. Télloin ne
vaativat vihemmain tilaa ja tydvoimaa varastokasvien ylldpitimiseen. Mikro-
lisdtyt taimet ovat yleensd bakteerittomia ja sienitaudittomia. Joissakin tapa-
uksissa kasviaines voi olla myds virukseton. Ravinnetasoa, valoa, lampdétilaa
ja muita tekijoitd voidaan helposti hallita, eikd mikrolisdys ole riippuvainen
vuodenajoista lisdksi taimet voidaan tuottaa sovittuna ajankohtana. Kasvu-
alustalla olevia kasveja ei mydskidén tarvitse kastella tai hoitaa muutenkaan
ennen seuraavalle alustalle siirtdmistd. Tdmd vdhentdd tyOvoiman kayttoa.
(Ammirato, Evans, Sharp & Bajaj 1990, 26; Haapala & Niskanen 1992, 27-
28.)

Mikrolisdyksen haittana tavalliseen lisiysmenetelméan verrattuna on sen vaa-
timat erikoisvélineet, tyoskentelytilat sekd kehittyneet tyoskentelytaidot. Li-
sdysmenetelménd se on kallis ihmistyon takia. Jokaiselle lajille tulee kehittda
omat olosuhteet, jotta saadaan optimaalisia taimia. Alussa taimet ovat hyvin

pienid sekd mahdollisuus somaklooniseen muunteluun on suuri. (Ammirato,
Evans, Sharp & Bajaj 1990, 27.)

Mikrolisdyksen tavoitteena on tuottaa keskendén samanlaisia kasveja. Eroa-
vuuksia on kuitenkin joskus. Niitd eroja kutsutaan somaklonaaliseksi muunte-
luksi. Syynd muunteluun voivat olla monet tekijat, kuten kasvin genotyyppi,
ikd, aloituspalan tyyppi, kasvatusalustan koostumus tai viljelyolot. Erittdin
suuri vaikutus somaklonaaliseen muunteluun on kemiallisella tekijdlld, kuten
ulkoisesti liséttdvilld kasvihormoneilla sekd muilla kasvatusalustan kemialli-
silla yhdisteilld. Ndmi aineet ovat alustoissa suurempina konsentraatioina
kuin luonnossa kasvin kasvupaikalla. Pelkéstdén haitallinen tekijd somaklo-
naalinen muuntelu ei ole, sen avulla saadaan tuotetuksi hyddyllisidkin poik-
keavia yksiloitd. Esimerkiksi pysyvé kukan vdrin muutos voi tuottaa uuden la-
jikkeen markkinoille. (Haapala & Niskanen 1992, 29.)

2.4 Mikrolisdyslaboratorio, tilat ja vélineet

Mikrolisdyslaboratorion perusvélineistod ovat aseptiseen tydskentelyyn, kas-
vatusalustojen valmistamiseen sekd kasvatushuoneeseen tarvittavat laitteet,
kojeet ja vilineet. Mikrolisdykseen kdytetyn tilan koosta riippumatta sithen
tulisi kuulua erilliset tilat valmistelulle, siirrostamiselle ja kasvatukselle. Li-
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sdksi saatetaan tarvita toimisto- ja kylmévarastotiloja. Tilojen tulisi olla eril-
ladn vakituisesta taimistosta tai kasvihuoneen tuotantotilasta. Lisdksi sisdéin-
kdynnin tulisi sijoittua siten, ettd viljely huone ei saastu. Tilojen kaikki pinnat
tulee pitdéd puhtaana. Kuvissa 1-5 on eritelty mikrolisdyslaboratorion keskeista
laitteistoa. (Hartmann, Kester, Davies & Geneve 2011, 702; Haapala & Nis-
kanen 1992, 30.)

Kuva 1. Laminaarivirtauskaappi on steriili tyoskentelytila. Kaappeja on kahta
perustyyppié: toisessa suodatetaan ilmavirtaa vaakasuorassa tyonteki-
jad kohta tai toisessa ilmavirtaa suodatetaan ylhééltd alas. Yleisemmin
mikrolisdyksessd kiytetdén kaappia, jossa suodatettu ilmavirta kulkee
perdseindstd kohti tyOskentelijad. Néin estetddn partikkelien siirtymi-
nen ilmavirtaa vastaan. (Haapala & Niskanen 1992, 30.)
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Kuva 2.

Autoklaavi eli painekeitin, jossa sterilointi tehddén kuuman hoyryn ja
paineen avulla. Autoklaavissa voidaan steriloida kuumentamisen kes-
tdvid kemikaaleja, kasvatusalustoja, viljelyastioita ja instrumentteja.
Sterilointildimpoétila vaihtelee 110-130°C viélilld. Sterilointiaika on
riippuvainen esim. steriloitavasta madérastd. (Haapala & Niskanen
1992, 30.)

Kuva 3.

pH-mittari. Sen avulla varmistetaan kasvatusalustan oikea happamuus.
Tavallisesti mikrolisdyksessd se on 5,5-5,7. Mittarin tulee olla kalib-
roitu puskuriliuoksilla pH 4 ja 7. Magneettisekoittimen kéyttd nopeut-
ta pH:n sddtamistd. (Haapala & Niskanen 1992, 30.)
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Kuva 4. Tarkkuusvaaka kemikaalien punnitsemiseen. Tarkkuudeltaan vaa’an
tulee olla 0,1 grammaa. Sokeria, agaria ja aktiivihiiltd kiytetd4n suuria
madrid alustoissa ja ndma pitdd punnita. (Haapala & Niskanen 1992,
30.)

¥
Kuva 5. Lampolevy tai mikroaaltouuni. Kasvatusalustaan tarvittaessa lisdtdén

agar, jolloin alustaa joudutaan kuumentamaan. (Haapala & Niskanen
1992, 30).
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Kasvatusalustoissa on suurin osa vettd. Veden valmistamiseen kaupallisissa
laboratorioissa kéytetdén ioninvaihdinta, tdimé ionisoitu vesi ei sisdlld epdor-
gaanisia epdpuhtauksia. Alustassa voidaan kdyttdd vettd, joka on tislattu ker-
ran tai kahdesti ja josta on epdorgaanisten epdpuhtauksien lisdksi poistettu
my0s orgaaniset aineet. (Haapala & Niskanen 1992, 30.)

2.5 Mikrolisdyksen vaiheet

Ensimmaéinen vaihe mikrolisdyksessd on viljelmén perustaminen. Tasséd vai-
heessa valitaan mahdollisimman hyvékuntoinen kasvi, jonka parhaita ominai-
suuksia halutaan lisétd. Viljelyn onnistumiseen vaikuttaa kasvin ikéd. Parhaiten
monistuvat nuoret kasvit ja vanhojen kasvien nuorimmat oksat. Vanhan kas-
vin varttaminen auttaa joskus viljelmén alkuunldht6on. Talloin mikrolisdys
aloitetaan vartteesta. (Haapala & Niskanen 1992, 51, 59.)

Ennen mikrolisdyksen aloittamista kasvimateriaali pintasteriloidaan. Steri-
loinnin tarkoituksena on tuhota kasvin pinnalta mikro-orgasmit. Pinnan steri-
lointia voidaan parantaa esipesulla vedelld. Sterilointiaineena kdytetdan alko-
holia, hypokloriitti ja elohopeakloridi. Sterilointiaineen tulee olla helposti
huuhdeltavissa kasvin pinnalta. Livosvahvuudet ja vaikutusajat vaihtelevat eri
kasveilla. Mikaéli pintasterilointi on liian voimakas, se voi aiheuttaa viljelmén
kuoleman. Tillaisissa tapauksissa kannattaa kokeilla laimeampaa sterilointi-
livosta tai lyhyempaa sterilointi aikaa. Mikéli kontaminaatiosta on paljon hait-
taa, viljelmi voidaan aloittaa talvella. Kasvissa voi kuitenkin olla myds sisdi-
sid infektioita, jotka mikrolisdyksessd aiheuttavat kontaminaatio-ongelmia.
Talloin voidaan kokeilla viruspuhdistusmenetelméé, kuten 1dmpo- tai kylma-
kasittelyd. Néissd olosuhteissa viruksen kasvu hidastuu tai voi kokonaan laka-
ta. Tarkoituksena on, ettd kasvi kuitenkin pysyy hengissd ja kasvattaa uutta
solukkoa viruspuhdistusmenetelmén jdlkeen. Télloin késittelyn aikana kasva-
neet kasviosat sdilyvét puhtaina taudinaiheuttajista ja niistd voidaan aloittaa
mikroviljelma. (Haapala & Niskanen 1992, 35-36, 52, 59; Hartmann, Kester,
Davies & Geneve 2011, 651.)

Toinen vaihe on kasvuverson monistaminen, jonka tarkoituksena on saada vil-
jelmé kasvattamaan uusia versoja eikd juuria. Kasvua ohjataan haluttuun
suuntaan ravintoalustan kasvuhormonien viliselld suhteella. Téstéd johtuen sy-
tokiniinipitoisuus on auksiiniin verrattuna korkeampi ravintoalustalla. Ravin-
toalustan koostumisen suhteen kasveilla on laji- ja lajikekohtaisia vaatimuk-
sia. Usein sopiva alustan ravinneyhdistelmé 16ytyy kokeilemalla. Kun monis-
tuneet versot ovat saavuttaneet tarvittavan pituuden, ne kerdttddn joko uudelle
alustalle tai siirretdén juurrutukseen, mikrolisdyksen kolmanteen vaiheeseen.
Mikéli versot siirretddn uudelle alustalle, kasvatetaan niitd vield kahdesta
kahdeksaan viikkoa verson kehityksesté riippuen. Viljelmdd monistetaan talla
tavoin niin kauan kuin haluttu kasvimaara on saavutettu. (Hartmann, Kester,
Davies & Geneve 2011, 654-655.)
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Kolmas vaihe on juurien muodostuminen, joka joissakin tapauksissa valmis-
taa kasvit aseptisen tilan ulkopuolelle uudelleenistutukseen, suojattuun ympé-
ristdon koeputken ulkopuolelle kasvihuoneeseen. Juurien muodostuminen voi
tapahtua joko in vitro tai ex vitro. In vitro "ssa juurien muodostuminen tapah-
tuu laboratoriossa ravintoalustalla. Alustan koostumuksella sdddellddn versot
kasvattamaan juuria. Tdmén johdosta alustassa auksiinipitoisuus on sytokinii-
nipitoisuuteen verrattuna korkeampi. Makroravinteiden ja sokerin, joskus
my0s mikroravinteiden pitoisuudet ovat yleensd puolitettu. Viljelmd voi muo-
dostaa juurensa joko valossa tai pimedssd. Ex vitro’'ssa juuret jatkavat muo-
dostumistaan turvealustassa, olosuhteissa, jossa on korkea ilmankosteus. Mo-
nilla kasveilla juurtumista parantaa auksiinikdsittely, jossa pistokas vain no-
peasti kastetaan auksiinijauheeseen. (Hartmann, Kester, Davies & Geneve
2011, 657-658.)

Mikrolisdyksen viimeinen, neljds vaihe on kriittisin. Téssd juurrutusalustalla
juurrutetut mikrotaimet siirretdin normaalille kasvualustalle. Kasvatusalus-
toissa ja korkeassa ilmankosteudessa kehittyneet taimet ovat vield ilman va-
hapeitettd sekd haihtumiselta suojaavaa karvoitusta. Téllaiset mikrotaimet
ovat alttiita kuivumiselle siirtovaiheessa. (Haapala & Niskanen 1992, 54.)

Mikrotaimien juurien sopeuttamiselle on useita menetelmid. Naitd menetelmid
ei voi kuitenkaan toteuttaa ennen kuin taimet ovat juurtuneet turpeeseen Ylei-
sin sopeuttamisen menetelmd on vihentdd juurien ympérilld olevaa kosteutta
vihitellen. Kosteutta voidaan yllépiti4 ajoittaisella kastelulla tai suojata kasvit
muoviteltalla. Taimet voidaan karaista vield niiden ollessa in vitro -
olosuhteissa ja ennen uudelleenistutusta. Karaistuminen sisdltdd useita mene-
telmid kosteuden vdhentdmiseksi viljelyputkilossa. Yksinkertaisuudessaan se
voi olla korkin poistaminen viljelyputkilosta viidesti seitsemédn pdivén ajaksi
ennen uudelleenistutusta tai voidaan kéyttdd kuivatusaineita kosteuden vahen-
tdmiseksi. (Hartmann, Kester, Davies & Geneve 2011, 658.)

2.6  Aseptinen tyoskentely ja sterilointi

Haapala & Niskasen (1992, 33-34) mukaan mikrolisdystyoskentelyssé tarkedd
ovat tarkat tydohjeet ja niiden noudattaminen. Kasvuolot ovat erinomaiset
myds mikro-organismeille, kuten sienille ja bakteereille. Nédiden levidmista
alustalla kutsutaan kontaminaatioksi.

Ennen mikrolisdyksen aloittamista on varmistettava laminaarivirtauskaapin
puhtaus. Ennen sterilointia laminaarivirtauskaappi kdynnistetdén ja annetaan
ilmavirran puhaltaa noin 30 minuutin ajan. Laminaarivirtauskaapin kaikki si-
sdpinnat pyyhitddn 70 % alkoholilla, johon voi lisdtd myds muutaman tipan
antiseptista puhdistusainetta. Myods laminaarivirtauskaapin ulkopuolisesta
huonetilasta tulee huolehtia tarkasti. Huonetilojen pinnan pesuun soveltuu an-
tiseptinen pesuaine. Mikéli huone on ilmastoitu, tulee ilmantuloaukkoon asen-
taa suodatin. (Haapala & Niskanen 1992, 33-34.)
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Kiytettavit metalliset tyovilineet pestdfin késin tai pesukoneella. Pestyt ja
kuivatut tyovilineet kddritddn alumiinifolioon ja steriloidaan ldmpodkaapissa
160°C neljan tunnin ajan. Steriloidut metalliset tyokalut joita kdytetddn la-
minaarivirtauskaapissa kastetaan 70 %:een alkoholiin ja liekitetdéin kunnolla.
Kun vilineet ovat jddhtyneet esimerkiksi steriilissd petrimaljassa, voidaan
niilld koskea kasvimateriaalia. Mikéli preparoinnissa kéytetddn muovista leik-
kausalustaa, tulee se puhdistaa vedelld pesemaélld ja steriloimalla 70 %:n al-
koholilla. Lasiset tyovélineet ja astiat, steriloidaan autoklaavissa. (Haapala &
Niskanen 1992, 33-34.)

Kasvatusalustat steriloidaan autoklaavilla, joko yhtend suurena erdnd tai an-
nosteltuina kasvatusastioihin. Lampdtila autoklaavissa on 120°C. Sterilointi-
aika vaihtelee 15 minuutista puoleen tuntiin. Mikali sterilointi on tehty yhteni
suurena erdnd, kasvatusalusta annostellaan laminaarivirtauskaapissa steriilei-
hin kasvatusastioihin kuumana. Haittana on, ettd liian pitkd autoklavointiaika
aikaansaa kemiallisia reaktioita alustassa, kuten sokerin hajoamista, hormoni-
en tehon heikkenemistd, jolloin seurauksena on pH:n muutos. Toisaalta liian
lyhyt autoklavointi ei riittdvan tehokkaasti tuhoa mikro-orgasmeja. Tietyt ke-
mikaalit, kuten C-vitamiini eivat kestd kuumentamista. Talloin sterilointi suo-
ritetaan steriilisuodatuksella. (Haapala & Niskanen 1992, 35.)

Tyo6skennellessd on huomioitava, ettd viljelmd voi saada kontaminaation
my0s ihmisen kautta, koska ihmisen iholla eldd runsaasti mikro-orgasmeja.
Laminaarivirtauskaapissa tyoskenneltidessd hengityssuojaimen kiyttd ei ole
valttdmatontd. Kasistd tulee poista kello ja sormukset. Kédet tulee puhdistaa
joko 70 %:lla alkoholilla tai antiseptisella puhdistusaineella. Kéddet puhdiste-
taan aina kun on koskettu steriloimattomaan esineeseen tai astiaan, tai kun ké-
siteltdvd materiaali muuttuu. TyOasun tulee olla palamattomasta materiaalista
valmistettu. (Haapala & Niskanen 1992, 36.)

Kasvatushuonetta ei ole tarpeellista steriloida, mutta hyllyt tulee pestd muu-
taman kerran vuodessa antiseptisella pesuaineella. Kasvatushuoneen hyllypin-
tojen tulee olla helposti puhdistettavissa. Kasvatushuoneessa voidaan pitda
lievad ylipainetta, jotta ovesta ei virtaa ilmaa sisddn. (Haapala & Niskanen
1992, 36.)

2.7 Ravintoalusta

Haapala & Niskanen (1992, 12, 43) toteavat, ettd Toshio Murashigen ja Folke
Skoogin kehittivit vuonna 1962 tupakan solukkoviljelyyn MS-alustan, joka
lienee yleisin kasvatusalusta. Uusia kasveja lisdttdessd kannattaa kasvatusta
kokeilla MS—alustalla, koska monet kasvit menestyvit siind hyvin. Tosin joil-
lekin puuvartisille kasveille MS—alustan suolakonsentraatio on osoittautunut
litan korkeaksi. Ndmi saattavat menestyd paremmin WPM-alustalla (Woody
Plant Medium). Gregory Lloyd ja Brent McCown julkaisivat WPM-alustan
vuonna 1980. Se kehitettiin leveédlehtikalmian (Kalmia latifolia) nimisen puun
kaupalliseen lisdykseen.
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Ravintoalustasta suurin osa on vettd. Veden tehtévind on toimia alustalla liu-
ottimena josta kasvit ottavat veteen liuenneita ravinteita. veden laadulla on
merkitys solukon kasvulle. Vesijohtovesi siséltdd epdpuhtauksia eikd sovellu
kasvatusalustoihin. Kun vedesti poistetaan ionivaihdolla epdpuhtaudet, tulee
vedestd tarpeeksi puhdas kasvien tuotantoon. (Haapala & Niskanen 1992, 40.)

Levidstd valmistettua agaria kdytetddn ravintoalustan kiinteyttimiseen. Kun
agar liuotetaan veteen se hyydyttdd nesteen. Hyytymiseen vaikuttaa myds liu-
oksen pH. Ravintoalustan sopiva pH on 5:n ja 6:n vililld. Agarin laatuun on
syytd kiinnittdd huomiota, koska luonnontuotteena se sisiltdd useita epdor-
gaanisia ja orgaanisia aineita, jotka voivat vaikuttaa solukon kasvuun. Vaihto-
ehtona agarille on seki luonnollisia- ettd synteettisid materiaaleja, kuten sellu-
loosa, gelriitti, lasihelmi ja vaahtomuovi. (Haapala & Niskanen 1992, 40.)

2.7.1 Kasvunséaiteet

Haapalan & Niskasen (1992, 42) mukaan kasvihormonit ovat luonnon omia
kasvunsédteitd. Kasvihormonit ovat kasvin itsensd tuottamia yhdisteitd, jotka
edistivit ja kehittivit kasvin kasvua pienind miédrind. Suurina méérind ne
ovat kasveille myrkyllisid. Nditd aineita lisétddn solukkoviljelyssé tarvittaessa
kasvatusalustaan sddtelemddn solukkojen erilaistumista. Synteettisid hor-
moneja kdytetdén luonnon kasvihormonien liséksi.

Kiytettdessd kasvuhormoneja on huomioitava, ettd osa niistd hajoaa tai me-
nettdd aktiivisuuttaan autoklaavissa. Hormonit tulisi lisdtd vasta autoklaavin
jélkeen kasvatusalustaan steriilisuodattimella, jolloin bakteerit ja iti6t puhdis-
tuvat. (Haapala & Niskanen 1992, 42.)

Auksiini edistdé verson ja juuren kasvua laajentamalla soluja. Varsinkin juur-
rutusalustoissa auksiineja kiytetddn juurten muodostumisen edistimiseen.
Yleisin kéytetty luonnonauksiini on indolietikkahappo (IAA). Yleisimpid kei-
notekoisia auksiineja ovat o -naftaleenietikkahappo (NAA) ja indolivoihappo
(IBA). Luonnonauksiini ja synteettisen auksiinin ero on rakenteessa ja tehos-
sa. Luonnonauksiineja tarvitaan kasvatusalustoihin suurempi méérd kuin syn-
teettisid auksiineja. (Haapala & Niskanen 1992, 42.)

Gibberelliinit aktivoivat solunjakautumista. Niilld on merkitystd myos kukin-
nan alkamiseen ja talvihorroksen pééttymiseen. Mikrolisdyksessd kaytetddn
versojen pituuskasvua edistimdén GA; —gibberelliinihappoa yhdessd muiden
kasvunsditeiden kanssa. (Haapala & Niskanen 1992, 42.)

Sytokiniinit edistdvit solunjakautumista, sytokineesid. Kéytetyimmaét luonnon
sytokiniinit mikrolisdyksessd ovat isopentenyladeniini ja zeatiini. Synteettisié
sytokiniinejd ovat kinetiini ja bentsyladeniini. Sytokiniinin konsentraation ol-
lessa kasvatusalustassa 1 -10 mg/l, ne estévit juurten muodostumisen, mutta
edistévit versojen kasvua. (Haapala & Niskanen 1992, 42.)
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2.7.2 Pééi- ja hivenravinteet sekd sokerit

Makro- eli padravinteet ovat kalium, kalsium, magnesium, rikki, fosfori ja
typpi. Nditd ravinteita kasvit tarvitsevat runsaasti. Niité lisétddn kasvualustaan
epdorgaanisina suoloina. (Haapala & Niskanen 1992, 40.)

Mikro- eli hivenravinteita ovat mangaani, sinkki, kupari, boori, kloori, jodi,
molybdeeni, koboltti sekd joissakin tapauksissa alumiini ja nikkeli. Naitd hi-
venaineita tarvitaan pienid méérid. (Haapala & Niskanen 1992, 41.)

Kasvit eivdt pysty yhteyttimdan normaalisti mikrolisdysolosuhteissa, mikéli
hiili, josta ne saavat energiaa, puuttuu. Energianldhteeksi alustoihin lisétédn
myds sokeria, joka yleisesti on sakkaroosia eli ruokosokeria. Kun alustat kisi-
tellddn autoklaavissa, ruokosokeri hajoaa glukoosiksi eli rypélesokeriksi ja
fruktoosiksi eli hedelmdsokeriksi. Sokeri toimii alustassa energian ldhteen li-
sdksi my0s osmoottisen potentiaalia sddtelevdnd aineena. (Haapala & Niska-
nen 1992, 41.)

2.8 Taudit ja tuholaiset

Taudinaiheuttajien ja tuholaisten hallinta alkaa jo ennen lisddmistd kunnollis-
ten emotaimien kaytolld. Jos taudinaiheuttajia ja tuholaisia ei tarkkailla lisa-
yksen aikana, tuotetaan huonompi laatuisia kasveja sekd myohemmét tuotan-
tovaiheet myohéstyvit. Lisddmisen tavoitteena on pitdd emotaimi ja lisdysva-
lineet puhtaina sekd mahdollisimman puhtaina tuholaisilta. Ihanteellinen tuho-
laisten hallinta riippuu perusteellisesta tuholaisen eldménkierron tuntemukses-
ta, ympéristdolosuhteiden tuntemuksesta sekd viljelmédmenetelmastd. (Hart-
mann, Kester, Davies & Geneve 2011, 90-91.)

Mikrolisdyslaboratoriossa kontaminoituminen voi olosuhteista riippuen olla
lahes mitd vain. Kontaminaatiot ovat perdisin joko ulkoisesta ldhteestd, kasvi-
en pinnoilta tai kasvien sisdosista. (Uosukainen 1997, 11.)

Uosukainen (1997, 11) mainitsee, ettd mikrolisdyksessd kontaminaation
yleensd aiheuttavat bakteeri, sienet ja hiivat. Ndiden aiheuttamat kasvien kon-
taminaatiot on luokiteltu kolmeen eri tyyppiin: 1) ékillinen ja vakava konta-
minoituminen, 2) kontaminaatio, joka ilmestyy aloitusvaiheen jdlkeen ja 3)
kontaminaatio, joka on luonteeltaan pitkéllinen.

Mikrosolukkoviljelmén tuhoisin saastuttaja on punkki. Punkit ovat pienid alle
1 mm:n pituisia ja ne kulkeutuvat laboratorioon polyhiukkasten, hyonteisten
ja muiden eldinten mukana. Myos ihminen voi tuoda punkin laboratoriotiloi-
hin. Punkkien aiheuttama haitta kasvisolulle on sinénséd vdhdinen, mutta pun-
kit tuovat mukanaan bakteereita ja sienten itiditd. Punkkien lisddntymiskierto
on nopea, jonka johdosta niiden mééri saattaa olla jo huomattava, kun saas-
tunta vasta havaitaan. (Uosukainen 1997, 11.)
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3 MIKROLISAYSLABORATORION RISKIT

Mikrolisdyslaboratoriossa tydskentelevien opiskelijoiden ja henkilokunnan
turvallisuuden tulee olla etusijalla. Mahdolliset turvallisuuden riskitekijét tu-
lee tunnistaa, kartoittaa ja mahdollisuuksien mukaan ennaltachkéistd. Turval-
lisuuden riskit liittyvdt pidasiassa kemikaalien kayttoon ja kisittelyyn, sekd
alkoholin ja tulen késittelyyn yhdessa.

Mabhdollisia riskejd on kartoitettu ja sen perusteella on laadittu ohjeistus pe-
rehdytykseen. Mahdollisia tapaturmia pyritddn minimoimaan perehdyttdmalla
kaikki opiskelijat ty6tiloihin sekd kertomalle heille toimintaohjeista vahingon
tai tapaturman sattuessa.

Turvallisuuteen liittyy myds kriisiviestintd, johon henkilokunnan pitdd olla
varautunut. Himeen ammatillisen korkeakoulun kuntayhtymaélle on laadittu
Kriisi- ja turvallisuustyon toimintaohje. Titd ohjetta noudatetaan myos Le-
paan mikrolisdyslaboratoriossa noudatetaan. (Himeen ammatillisen korkea-
koulun kuntayhtymén

Kriisi- ja turvallisuustyon toimintaohje.)

Laboratorion hygienia ja puhtaus on tirked tekiji viljelmille. Tautien ja tuho-
laisten torjunta on osa toimintaa. Tuholaiset ja taudit voivat tulla laboratorioti-
loihin joko kasvin sisé- ja ulkopinnasta tai ihmisen mukana. Téstd johtuen la-
boratorioon tulevan on suojauduttava suojatakilla ja kenkdsuojalla sekd huo-
lehdittava hyvéstéd kdsihygieniasta. Kasvien tuomia tuholaisia voidaan ehkéis-
td kasvin pintasteriloinnilla.

Mikrolisdyslaboratoriosta tuleva jétteiden méaaré ei ole suuri. Metalli- ja bioja-
te ovat suurimmat mikrolisdyslaboratoriosta tulevat jételajikkeet. Jétteet kui-
tenkin tulee kierrdttdd jolla vahennetddn sekajétteen midrad. Jétteissd tulee
huomioida kasvuhormonit, jotka ovat ongelmajatteitd. Ndiden ongelmajéttei-
den kisittelyyn tulee kiinnittéa erityistd huomiota.

Tietojen dokumentointi on tarked osa piivittdistd tyotd ja siind on ollut jonkin
verran puutteita. Tall4 hetkelld laboratoriossa on olemassa kirjanpito viljel-
mistd. Taémén hetkinen kirjanpito koskee viljelmid, jotka ovat yldpidossa tai
odottavat toimitusta asiakkaalle. Nditd tietoja on kirjattava ja ylldpidettiva,
jotta laboratorion henkilokunta pysyy ajan tasalla aikataulujen, opetuksen ja
asiakkaiden suhteen. Tiedot tulee kirjata paikkaan, johon laboratorion henki-
16ston jdsenilld on yhteinen piddsy. Tietojen tallettaminen yhteen paikkaan
helpottaa tydskentelya.

Henkilokunnalla on my®s paljon tietoa mikrolisdykseen liittyen, josta tydnan-
taja on maksanut. Maksettu tieto koostuu henkil6kunnan koulutuksista, tapah-
tumiin osallistumisista, tietojen vaihdosta muiden alan toimijoiden kanssa se-
ki toiminnasta tullut kokemus. Tidtd maksettua tietoa ei kuitenkaan ole kirjattu
mihinkddn talteen. Riskind on, ettd henkilokunnan jdsenelle tapahtuu jotain,
jolloin silloin tima arvokas tieto kadotetaan.
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4 MIKROLISAYSLABORATORION TOIMINTAOHJE

Toimintaohjeen tarkoituksena on luoda mikrolisdyslaboratorion toiminnalle
yhteiset pelisdédnndt ja toimintatavat (Kuvio 1). Sen avulla opiskelijoiden ja
tyontekijoiden on helpompi ja turvallisempi tydskennelld. Toimintaohjeen yl-
lapitiminen on jatkuvaa kehittimisti ja toimintojen parantamista. Toimintojen
parantamiseen opiskelijoilla ja ulkopuolisella asiakkaalla on mahdollisuus
vaikuttaa.

Mikrolisdyslaboratorion suurin kéyttdjairyhmé ovat opiskelijat. He kiyttivit
laboratoriota opintoihin liittyvien kurssien suorittamiseen, opinndytetdihin se-
ki osallistuvat kehitys- ja tutkimustehtiviin. Opiskelijoille on tehty tydohjeita,
jossa on jokainen tydvaihe on kuvattu. Ohjeistuksen avulla opiskelijat oppi-
vat ymmirtdmaan, ettd tyoskenneltdessé steriilissd ympéristossd ja vaarallis-
ten kemikaalien kanssa, on toiminnan oltava yhtendistd vahinkojen vilttimi-
seksi.

Toimintaohjeessa on tarkennettu toimintaa ulkopuolinen tilaaja kanssa. Toi-
mintaohjeessa on pyritty ammattimaiseen toimintaan, sekd selkeyttimédn
kanssakdymista.

Turvallisuus Dokumentaatio

eJatehuolto «Sahkoinen dokumentaatio
*Tyoskentely ePaperinen dokumentaatio
*Tybohjeet +Viljelmatietojen jaljitettavyys
ePerehdytys

Mikrolisdyslaboratorion
toimintaohje

Toiminta Jatkuva parantaminen

eTarjoukset ja sopimukset asiakkaan eAsiakaspalaute
kanssa *Opiskelipalaute
eToimintojen vastuutus ePoikkeamat

eTuotantopalaverit, kk-palaverit eReklamaatiot
eTo6iden aikataulutus

Kuvio 1 Mikrolisdyslaboratorion toiminnan osa-alueet.
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5 JOHTOPAATOKSET

Toimintaohje ei ole koskaan kokonaan valmis, eiki sitd voida laatia palvele-
maan viiden vuoden pédstd tapahtuvaan toimintaan. Téstd johtuen toimintaoh-
jetta tulee paivittdd tarvittaessa sitd mukaan, kun toiminta muuttuu ja kehittyy.
Péivittdimiseen riittdd, ettd kerran vuodessa se kdydddn ldpi ja muuttuneet toi-
minnat kirjataan uudestaan. Toimintaohjeen pdivittimisestd vastaa tuotanto-
paéllikko. Toimintaohjeen hyvéksyy koulutusvastaava. Tuotantopidéllikon tu-
lee olla tietoinen mikrolisdyslaboratorion péivittdisestd toiminnasta ja sen vai-
kutuksista toimintaohjeistukseen.

Padivittdiseen toimintaan liittyy tiiviisti toiminnan jatkuva parantaminen. Toi-
minnasta saadaan palautetta niin asiakas- kuin opiskelijapalautteiden perus-
teella. Myo0s poikkeama ja reklamaatio ovat oman toiminnan kontrollointia ja
ndin ollen se toimii myds osana toiminnan jatkuvaan parantamiseen. Toimin-
nasta saatuja palautteita tulee kdyda lapi sadnnollisesti, esimerkiksi kaksi ker-
taa vuodessa. Mikdli samasta toiminnan osasta saadaan useita negatiivisia pa-
lautteita, on laboratorion henkilokunnan ja heiddn esimiehen ryhdyttiavé kor-
jaaviin toimenpiteisiin.

Toimintaohjeen kédyttoon ottaminen vaatii sitoutumista laboratorion henkil6-
kunnalta sekd heidin esimieheltd. Esimiehen osallistumisella toiminnan kehit-
tdmiseen on suuri merkitys henkilokunnan tydskentelymotivaatioon.

Jotta toimintaohjeesta ja sen liitteend olevista tydohjeista olisi hydtyé laa-
jemminkin, ne tulee kddntéd englannin kielelle. Koska mikrolisdyslaboratori-
ossa tyoskentelee vuosittain myds kansainvélisid opiskelijoita.

Ulkoinen tilaa on mikrolisdyslaboratoriolle tirked linkki opiskelun ja tydela-
mén yhteen sovittamiseen. Kehitystdissd opiskelijat padsevit tekeméédn konk-
reettisia tditd, joilla on oikea merkitys. Mahdollisuuksien mukaan ulkopuoli-
selle tilaajallekin tulisi kertoa, ettd viljelméan ovat osallistuneet opiskelijat.

Lepaan yksikon mikroliséyslaboratorion vastuulle jda toimintaohjeen jalkaut-
taminen opiskelijoille ja henkilokunnalle. Lepaan yksikkd my0s vastaa mah-
dollisten toimintaohjeiden mukaisten toimintojen ylldpitdmiseen liittyvistd in-
vestointeja tai muutoksista nykyiseen toimintaan.
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