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Tavoitteena opinndytetydssa oli luoda toimiva ohjeistus Kinnalan Taimis-
ton tarpeisiin mikrolisdysviljelmien aloitusvaiheen tyosta. Ohjeistus luotiin
oppaan muotoon. Opinnaytetydssa tehtiin mikrolisdysaloitus Prunus cera-
sus ’‘Suklaakirsikasta’ esimerkinomaisesti malliksi mikrolisaysaloituksesta.
Tehdyn tyon perusteella koottiin muistiinpanot mikrolisaysviljelmien aloi-
tusvaiheen tyostd ja dokumentoitiin tyon vaiheet sekd lopulta koottiin
opas.

Opas koostuu valmisteluvaiheen ohjeista, tyoselosteesta ja kuvista seka
tarkeimmistd mikrolisaysviljelmien aloittamisen ymparilla tapahtuvasta
tyosta. Ohjeiden ja muistilistojen lisdksi on koottu mikrolisdysviljelmien
aloittamiseen vaikuttavista tekijoista tiivis ohjeistus. Oppaassa mikroli-
saysviljelmien aloittamisen tyovaiheet selostetaan ja opastetaan selkeasti
ja johdonmukaisesti tyon etenemisen mukaan. Oppaan avulla voidaan
tehda mikrolisdysviljelman aloitusvaihe aina suunnittelusta jatkokasvatuk-
seen asti. Suklaakirsikasta tehty aloitus onnistui hyvin ja aloituksesta saa-
tiin hyvaa kaytannon tietoa oppaan kirjoittamiseen. Ongelmatilanteet on
tyontekijalahtoisesti selvitetty ja laadittu opas palvelee tulevaisuudessa
Kinnalan Taimiston kaytossa perehdytyksessa ja on myos sovellettavissa
muiden mikrolisayslaboratorioiden kayttoon.

Kokonaisvaltainen ohjepaketti monista muistakin mikrolisdyksen tyovai-
heista olisi paikallaan kaupallisesti taimia tuottavien mikrolisdyslaboratori-
oiden kaytossa. Ohjeet tehostavat tyoskentelyd sekd ajankayttda ja ohjei-
den laatiminen seka tyovaiheiden miettiminen johtavat ty6vaiheiden ja
tyovalineiden paivittdmiseen ja uudelleen organisointiin.
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The aim of the thesis was to create a practical set of instructions for Kin-
nalan Taimisto's demands for the initiation work of micropropagation. The
instructions were created in a form of a manual. In the thesis micropropa-
gation initiation was started from the Prunus cerasus 'Chokoladnaja’ as an
example of a micropropagation initiation. Based on the finished work, the
notes about the made initiation were gathered and the work stages were
documented, and the manual was put together.

The manual consists of preparation stage instructions, working specifica-
tions and pictures together with the working specifications for microprop-
agation initiation. Along with the instructions and the checklists, a com-
pact guide about the variety of things that affect the micropropagation in-
itiation was created. In the manual the stages of the initiation work are
described and guided clearly and consistently throughout the work pro-
gress. With the manual an initiation can be made from the planning of the
initiation all the way to the further cultivation. The initiation made from
the ‘Chokoladnaja’ succeeded well, and it gave great practical information
for the manual. Problematic situations were solved in an employee driven
manner and, in the future, the prepared manual serves Kinnalan Taimisto
in work orientation purposes and the manual is also adaptable for other
micropropagation laboratories.

A comprehensive manual about many other micropropagation work
stages could be very useful for nurseries that are producing plants com-
mercially. Manuals accelerate work and time management and compiling
manuals and reflecting work stages will lead to upgrading the work stages
and utensils and to reorganization.
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TERMIT JA LYHENTEET

agar

aloitusmateriaali

aseptinen

autoklaavi

bakteeri

bioburden

emokasvi

fenotyyppi

in vitro

kontaminaatio

laminaarivirtauskaappi

mikrolisdysaloitus

hiilihydraattipolymeeri, joka eristetdan punalevista. Agar-
jauhetta kaytetaan kiinteyttamaan mikrolisayksessa kaytet-
tavat alustat. Kiinteyttamiseen voidaan kayttaa muitakin ai-
neita

mikrolisdysviljelman aloitusvaiheessa tyostettava kasvin
pala, osa tai solukkoa

puhdas, mikrobiton; tydskentely-ympariston ja valineiden
pito puhtaana ja mikrobittomina steriloimalla

laite, jota kaytetaan kasvualustojen ja tyovalineiden steri-
lointiin paineen ja kuuman hoyryn avulla.

esitumallinen yksisoluinen mikrobi

steriloitavassa asiassa tulisi olla sterilointia aloitettaessa
mahdollisimman vahainen bioburden eli alkukontaminaatio,
eli steriloinnin kohteen tulisi olla valmiiksi niin puhdas kuin
on mahdollista

kasvullisessa lisdamisessa lisdysprojektin alkuperdinen yksilo
eli kasvi, josta otetaan materiaalia aloitukseen mikroli-
sayksessa

kasvin ilmiasu; havainnoitsijalle ilmeneva kasvi sellaisena
kuin se on

useimmin lasin tai koeputken sisalla

saastuminen, likaantuminen; mikrobien joutuminen ei-ha-
luttuun paikkaan

tyoskentelytila, jonka sisalld olevat viljelmat ja tavarat pysy-
vat puhtaina saastumiselta kaapin puhaltaman puhtaan il-
mavirran ansiosta

tapahtuma, jossa mikrolisdysviljelman mikrolisayskasittely
aloitetaan steriloinnilla ja aloitusmateriaali laitetaan kasva-
maan kasvualustalle



monistuskerroin

NaOCI

plagiotropia

saprofyyttinen

sterilointi

WPM-alusta

monistuskerroin kertoo, kuinka monta versoa saadaan yh-
desta versosta. Kerroin lasketaan jakamalla monistuksessa
saatujen versojen maara leikattujen versojen lukumaaralla

natriumhypokloriitti, kdytetaan mikrolisayksessa viljelmien
aloituksessa aloitusmateriaalin sterilointiin. Suomessa kay-
tetdaan yleisemmin lyhennetta NaClO

pikkutaimet alkavat kasvaessaan monistuksessa kayttaytya
samaan tapaan kuin vanha kasvinosa, josta silmu on perai-
sin

kasvi, bakteeri tai sieni, joka kayttaa ravinnokseen lahoavaa tai
matanevaa ainetta

poistaa kaikki elinkykyiset mikrobit, epapuhtaudet ja muut
saastuntojen aiheuttajat ja siten puhdistaa esimerkiksi jon-
kin pinnan

Gregory Lloydin ja Brent McCownin kehittama solukkovilje-
lyalusta puuvartisille kasveille. Yksi yleisimmin tunnetuista
lisdysalustoista.
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1

JOHDANTO

Tehokkaan tuottamisen maailmassa mikrolisdys on noussut suosioon eri-
tyisesti ulkomailla, myds Suomesta I6ytyy muutamia lisdyslaboratorioita.
Mikrolisdyslaboratoriot tuottavat emokasvin kaltaisia kasveja jopa suuria
maaria. Pienien maarien tuottaminen ei ole kustannustehokasta eika jar-
kevaa hintavalla mikrolisayksella. Mikrolisayksella voidaan tuottaa terveita
taimiyksil6ita ja lisata kasveja, joiden lisdays muilla menetelmilla ei onnistu
kovin hyvin tai ei ollenkaan. Suomessa mikrolisaysviljelmien aloituksia on
aiemmin valmistanut Luonnonvarakeskus Laukaalla. Luonnonvarakeskuk-
sen Laukaan yksikko lopettaa toimintansa ja siirtaa osan toiminnoistaan
muualle. Tasta syysta mikroviljelmia on yha vaikeampaa saada ostettua
valmiina. Laukaalla on my6s suoritettu ahkerasti useita vuosia kokeita,
joissa on perustettu mikrolisaysviljelmia uusista kasveista. Tilanne on syn-
nyttanyt toimivalle taimistolle tarpeen oppia mikrolisaysviljelmien aloitus-
vaiheen ty0, jotta voidaan perustaa itse viljelmiad. Tasta syysta halutaan
luoda kaytannot ja selkeat ohjeet mikrolisaysviljelmien aloituksien teke-
mista varten. Opinndytetyo on tyoelaman kehitystyo, joka tavoittelee kay-
tannon toiminnan kehittamista, ohjeistamista ja jarjestamista seka tyon
tehostamista.

Opinnaytetyon tilaaja on Kinnalan Taimisto, aikaisemmin Saarioisten Tai-
mistot. Yritys on tehnyt ennenkin mikroviljelmien aloituksia, mutta doku-
mentointi on jadanyt vahalle eikd osaamista |6ydy olemassa olevalta henki-
I6kunnalta kovinkaan paljon. Yritys haluaa pitda tyoohjeet paivitettyina ja
siksi tarvitaankin ohjeet, jotta tulevaisuudessa eri vaiheet ja tekniikat mik-
rolisdysviljelmien aloittamiseen ja sen ymparilla olevaan kdytannon tyo-
hon voidaan tarkistaa ohjeista eika tarvitse kayttaa aikaa kaytantojen luo-
miseen. Tyodssa kasitelladn mikrolisdysviljelmien aloittamisvaiheen kaytan-
ndn tyon osuutta, ennakkovalmisteluja seka hieman jatkokasvatusta. Tyon
rajaus on pyritty pitdmaan tarkasti viljelmien perustamisessa seka aloituk-
seen liittyvien valttamattomien tdiden parissa, silla aiheena pelkka aloituk-
sen tekeminen on tilaajan kannalta kiinnostava, koska taimistolla toimi-
taan paivittdin mikrolisdadamisen parissa.

Opinndytetyota varten tehty kdaytdnnon tyo on tehty Kinnalan Taimiston
laboratorion tiloissa syksylla 2017. Tydssa on selvitetty Suklaakirsikan mik-
rolisdyksen kdytantdja ottaen kaytannon tyostda mallia ja kdytannon tyo-
hon liittyen on kirjoitettu opas. Opas on tarkoitettu muille samankaltai-
sessa mikrolisayslaboratoriossa tyoskenteleville aloituksen tekijdille,
vaikka se onkin ennen kaikkea luotu Kinnalan Taimiston tarpeisiin. Tavoit-
teeksi nousevat seuraavat kysymykset: Miten mikrolisdysviljelmien aloi-
tuksia tehddan? Mita ohjeita tarvitaan mikrolisdysviljelman aloittamiseen?
Kuinka tehda mikrolisdysaloitus tehokkaasti ja puhtaasti? Tydssa on tut-
kailtu mikrolisaysta aloitusvaiheen kannalta kiinnostavista nakokulmista ja
esitelty tehty tyo ja saadut tulokset, jonka mukaan on kirjoitettu liitteeksi



mikrolisdysviljelmien aloitusvaiheen opas. Opas kasittelee jasennellysti
aloitusvaiheen eri tyovaiheet ja opastaa tyohon sanallisesti ja kuvallisesti.

2 MIKROLISAYS JA TAIMISTOTUOTANTO

Mikrolisdays toimii monella tasolla aina harrastelijasta, joka on oppinut li-
saamaan kasveja esimerkiksi omassa keittidéssaan, miljoonaluokan tuotan-
nollisiin puhdastilalaboratorioihin. Mikrolisayksen historia alkoi noin 1970-
luvulla, jolloin muutamat taimistot erikoistuivat solukkoviljelyn saralla.
(Kyte & Kleyn 1996, 13). Tehokkaaseen tuottamiseen tahdattdaessa pyri-
tdan myods mahdollisimman tehokkaaseen mikrolisaykseen. Resursseja ei
haluta heittaa hukkaan, mutta rahaa ollaan valmiita kayttdamaan tehok-
kaan lisdaamisen toivossa.

Jokaiselle kasville paras lisdysmuoto riippuu kasvilajista ja sen ominaisuuk-
sista. Mikrolisays on kasvullisen lisdaamisen muoto, jossa kasvavaa soluk-
koa hyvaksi kayttdaen kasvatetaan kasvimassaa, josta myohemmin saadaan
uutta kasvimateriaalia kasvavista versoista. Mikrolisdyksen idea on kayttaa
pienia kasvinosia, jopa yksittdisia soluja ja lisata niista emokasvin kaltaisia
klooneja. Klooneihin siirtyy kaikki emokasvissa olevat ominaisuudet, myos
huonot. (Kyte & Kleyn 1996, 13). Mikrolisdayksellad tuotetaan puhdasta kas-
vimateriaalia mikrobittomissa olosuhteissa (lliev, Gajdosova, Libiakova &
Jain 2010, 1-2).

Mikrolisattyjen taimien tuottaminen voi olla ainoa tapa tuottaa riittavasti
taimia ja vastata kysyntdan (Kyte & Kleyn, 1996, s. 16). Kasvimassan tuot-
taminen on suhteellisen nopeaa ja sen tehokkuutta arvostetaan erityisesti
sellaisten kasvien kohdalla, kun muut lisdyskeinot toimivat huonosti tai ei-
vat ollenkaan. Mikrolisdys voi tulla kysymykseen, jos kasvin siemenia ei ole
saatavilla, siemenien kasittelyyn ja kasvattamiseen kuluisi paljon aikaa tai
jopa jos siemenesta kasvanut kasvi ei ole yhtaldinen alkuperaisen kanssa.
(Kyte & Kleyn 1996, 16). Mikrolisays sopii erityisesti kasveille, joista halu-
taan nimenomaan emokasvin kaltainen, eli se sopii hyvin lisdystavaksi kas-
veille, joita myydaan lajikenimelld (Huhtama 2013, 19).

Kaupallisen mikrolisdayksen hyviin puoliin kuuluvat valittujen kasvikloonien
massatuottaminen, tautivapaiden kasvien lisdys ja kloonattujen emojen li-
says seka se, ettd mikrolisdys mahdollistaa taimistoiden ymparivuotisen
toiminnan. Mikrolisdyksen varjopuoliin kuuluvat mikrolisdyslaboratorion
perustamis- ja yllapitokustannukset, suuri tydmenekki ja riskit lisdyksen
onnistumisessa (Hartmann, Kester, Davies & Geneve 2014, 699-702). Li-
saksi huonona asiana voidaan nahda myds koulutetun tyévoiman puute.
Jokaisen kasvin kohdalla joudutaan kouluttamaan tyévoima, koska usein
eri kasveilla kdytetaan erilaisia tekniikoita aloittamisesta siirrostukseen.



Joka vuosi viljelijoiden ja taimistojen tilaa sekd aikaa menetetdaan havikin
muodossa. Havikkia syntyy, kun pistokasmateriaalista osa ei lahde kasvuun
tai nuoria kasveja menetetdan tuholaisille ja taudeille tai muiden ymparis-
tollisten seikkojen vaikutuksesta. Mikrolisdayksella pystytddan tuottamaan
tervetta kasvimassaa; terve kasvu on paras suoja tauteja vastaan taistelta-
essa (Kyte & Kleyn 1996, 17).

Mikrolisdaaminen on yleisen kasityksen mukaan kallista ja kasitys ei ole ai-
van vaaradssa, vaikka kyseessa onkin tehokas tapa tuottaa kasvimateriaalia.
Mikrolaboratorion vuosirytmi on ihanteellinen, silla se mahdollistaa tehok-
kaan tyontekemisen silloin, kun ulkona odotellaan parempia ilmoja (Kyte
& Kleyn 1996, 17). Tyovoima on kallein osuus mikrolisdystydssa (Kyte &
Kleyn 1996, 140). Mikrolisaysviljelmien hoitaminen ei vaadi paivittaisia toi-
mia, kuten taas siemenlisdyksen ja pistokaslisdyksen kanssa on (Kyte &
Kleyn 1996, 17). Suurien kasvimassojen tyostamiseen kuitenkin kuluu run-
saasti tyotunteja. Laboratorion perustaminen on satsauksena kallis, koska
laitteet ja valineet maksavat suuria summia. Pienelldkin repertuaarilla par-
jaa, mutta hyddyn saaminen lisddmisesta on hankalaa, mikali tyoskennel-
[aan minimilla esimerkiksi koneiden ja valineiden suhteen. Tuotannollisen
mikrolaboratorion on saatava kasvit tuottamaan (Kyte & Kleyn 1996, 19).
Laitteistoa on mahdollista ostaa tietysti myos kdytettynd, mutta niiden
saatavuus vaihtelee.

Useimmiten mikrolisatyt kasvit ovat elinvoimaisempia, tautiresistenssi on
parempi ja ne ovat tautivapaita seka lajikeaitoja, ndama ovat syita mikroli-
sayksen suosimisille. Vaikka tautivapaiden kasvien lisddminen mikrolabo-
ratoriossa ei toisi pelastusta maailman ruokaongelmaan, on kuitenkin
otettava huomioon, etta tautivapaat kasvit mahdollistavat niiden siirtami-
sen ihmisten saataville maailmanlaajuisesti, olivatpa ne sitten ruokakas-
veja tai koristekasveja. Mikrolisdayksen kehittamiseen ja tuottamisen jatka-
miseen motivaationa toimivat niin tuotto, tutkimus kuin henkilokohtainen
mielenkiinto. Mikrolisdykselld voidaan tuottaa huomattavan suuria maaria
terveita hyvin kasvavia taimia vdhemmassa tilassa ja vahemmalla tyovoi-
malla seka myds kustannustehokkaammin kuin muilla kasvullisen lisdyksen
menetelmilla. (Kyte & Kleyn 1996, 20). Mikrolisdyksella on lisaksi mahdol-
lista pelastaa kasveja sukupuutolta (Haymarket Media Group Ltd 2010),
kun katoamassa olevia kasveja aletaan lisata mikrolisaykselld ja viljelmia
yllapidetaan laboratoriossa.

Mikrolisdysaloituksien avulla voidaan ottaa tuotantoon sellaisia kasveja,

kun silla hetkella tarpeellista on. Versojen kasvattamisessa kuluu kuitenkin
aikaa, joten nopea prosessi aloitus ei ole.

3 MIKROLISAYSVILELMIEN ALOITTAMINEN



Mikrolisdyksesta ja mikroviljelmien aloittamisesta kertovaa kirjallisuutta
Ioytyy suhteellisen paljon englannin kielelld ja muutamia suomenkielisiakin
teoksia on olemassa. Keskeisimpia mikrolisdyksesta kertovia teoksia ovat
muun muassa Hartmann & Kester's Plant propagation: principles and prac-
tices (Part 1) vuodelta 2014, jonka kirjoittajia ovat Hartmann, H. T., Kester,
D. E., Davies, F. T. ja Geneve, R. L. seka In vitro culture of trees vuodelta
1992, jonka kirjoittajina ovat toimineet Bonga, J.M. ja Von Aderkas, P. Bon-
gan ja Von Aderkasin kirjoittamassa kirjassa on selitetty aina laboratorion
valineistOsta lahtien keskeisimmat tiedot mikrolisaykseen liittyen perusva-
lineistosta erilaisten tdiden kuvaukseen asti. Suomenkielista kirjallisuutta
on mikrolisaamisesta olemassa vahan. Ylipaataan kirjallisuus, jota loytaa
liittyen mikrolisdaamiseen on idltadn usein suhteellisen vanhaa. Tydssa lah-
teend on kaytetty, kuten usein mikrolisdyslaboratorioissakin kaytetaan,
suullista tietoa. Tiedoista osa on opittu Hameen ammattikorkeakoulun Le-
paan yksikon mikrolisdyslaboratoriossa tyoskentelemalla ja opiskelemalla.

Yrityksen, joka haluaa olla mukana nykypaivan kilpailuhenkisessa maail-
massa ja tuottaa tehokkaasti seka suunnitelmallisesti on koko ajan kehityt-
tava ja tarkkailtava omaa tyotaan, on myds puututtava epakohtiin, jotka
hidastavat tahtia. Tallaisessa yrityksessa tyontekijoiden kouluttaminen
syntyneiden tarpeiden mukaan nousee tarkeaan rooliin. Tyontekijoiden
tulee tietdd, mita he ovat tekemassa ja saatavilla tulee olla riittava ohjeis-
tus tyotehtadviin seka erilaisiin ongelmatilanteisiin, jotta jatkuvaan neuvo-
miseen ja ohjaamiseen ei kulu turhaa aikaa. Perehdyttaminen kuuluu
omalta osaltaan vahvasti yrityksen tehokkaan tyontekemisen pakettiin.
Perehdytykselld luodaan pohja tulevaisuuden osaamiselle ja katetaan
poytd, johon voidaan aina tarvittaessa lisata ainesosia eri puolilta yrityksen
tarpeisiin. Tyontekijoiden saatavilla olevat ohjeistukset ovat yksi tapa lisata
mikrolisdystyon potentiaalia, siitd syysta ohjeistusten tekeminen on tar-
keda ja tarpeellista.

Tyontekijoiden tietotaito, osaaminen ja kattavat ohjeet muodostavat yri-
tyksen tehokkaalle tuottamiselle kivijalan yhden osasen, jota ilman yritys
haparoi ja kuluttaa voimavaroja vaariin paikkoihin. Ohjeistukset, joista voi-
daan tarvittaessa tarkistaa tyon etenemista koskevia seikkoja ja joihin voi-
daan tyota tehdessa tukeutua ovat tehokkaat ja tyontekijavaihtuvuuden
kannalta jarkevat.

Opinndytetyona tehty mikrolisdysaloittamisen opas tehddan kaytannon
tarpeesta palvelemaan kaytannon ty6ta. Vastaavanlaisia aloittamiseen oh-
jeistavia kokonaisvaltaisia oppaita tai ohjeita ei ole saatavissa. Kirjallisuus
esittelee aloituksen vaiheita, mutta kokonaisvaltaiset opastukset siihen,
miten mikrolisdysaloitukseen liittyva tyo tehdaan, jadavat uupumaan.

Mikrolisdyksesta kertovassa kirjallisuudessa on esitelty laajasti erilaisia
tekniikoita ja aloitusalustoja seka aloittamiseen vaikuttavia seikkoja. lliev,
Gajdosova, Libiakova ja Jain (2010, 13) esittelevat kirsikan mikrolisdysaloi-
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tuksesta yhden version. Toinen versio kirsikan mikrolisdysaloituksesta I6y-
tyy esimerkiksi Hartmannin, Kesterin, Daviesin ja Geneven (2014) kirjoitta-
masta kirjasta. Ndiden kahden eri aloitustavan valilla on eroja. Esimerkiksi
sterilointiajassa ja sterilointivoimakkuudessa on selva ero ajallisesti seka
sterilointiliuoksen pitoisuudessa. Opinnaytetyossa ei paneuduttu niinkaan
kirsikan aloittamisen eri tekniikoihin, vaikka tarkoitus olikin saada aloituk-
sesta kayttoon toimiva viljelma. Opinnaytetyota varten tehty aloitus Suk-
laakirsikasta palveli oppaan kirjoittamisessa ja toimi esimerkin omaisena
tyona tulevaisuutta silmalla pitdaen. Taman opinnadytetyon tehtavana oli siis
selvittaa itse aloitukseen liittyvia kaytantoja ja asioita. Aiemmin on tehty
lukuisia opinndytetditd, joissa on vertailtu eri kasveille alustoja ja niiden
sopivuutta, tasta syysta alustojen vertailu ja parhaan mahdollisen Suklaa-
kirsikalle sopivan aloitustavan I6ytaminen on rajattu tyosta pois.

Mikrolisdayksen avulla voidaan poistaa viruksia kasveista ja tuottaa puhtaita
taimia, nain tehtiin ensimmaisen kerran vuonna 1952 karkikasvusolukosta
aloitetulle viljelmalle (Dodds & Roberts 1982, 99). Mikrolisaysviljelmia on
mahdollista aloittaa solukkoviljelymenetelmalla, jolloin silmut preparoi-
daan esille versoista mikroskoopin avulla. Kaupallisen mikrolisdayksen pe-
rusta on kuitenkin hankasilmuista tehtavissa aloituksissa ja niista tehta-
vassa monistuksessa (Dirr & Heuser 2006, 85). Mikrolisayksessa aloituk-
seen kaytettava kasvin osa voi olla oksan pala, juurta, lehti tai silmu ja jopa
yksittdiset solut (Kyte & Kleyn 1996, 13). Monistaminen tarkoittaa kasva-
vista versoista leikkaamalla saatavaa kasvimassan lisdamista. Kun esimer-
kiksi hankasilmusta alkaa aloitusvaiheen jalkeen kasvaa verso, siirretdaan se
aloitusalustalta monistusalustalle kasvamaan. Kasvuvaiheen jilkeen uu-
delleen kasvaneesta versosta leikataan paloja uudelleen alustalle laitetta-
vaksi, kutsutaan tdtd monistamiseksi. Monistusvaiheen jilkeen versot
juurrutetaan ja mikrotaimet kasvatetaan isoiksi taimiksi. Hankasilmuista
tehtavat aloitukset perustuvat uinuvien vaihtoehtoisten meristeemien sti-
mulointiin, jolloin ne alkavat kasvaa. (Dirr & Heuser 2006, 85).

Aloitusvaiheen tarkoitus on yrittda saada kasvit sopeutumaan ja kasva-
maan aseptisissa oloissa (Huhtama 2013, 17). Mikrolisaysviljelmien aloit-
taminen vaatii perehtyneisyytta ja mikrolisdayksen perusteiden tulee olla
hallussa. Tyoskennellessa tulee pysya karryilla siita, mita on tekemassa ja
miksi jotakin tehdaan. Mikroviljelman aloittamista varten otetaan selvaa
kasvin ominaisuuksista ja tarpeista hyvan kasvuun lahddn varmistamiseksi.
Aloituksessa ei kuitenkaan useinkaan onnistuta niin hyvin, etta kaikki ver-
sot lahtisivat kasvuun. Jotta aikaansaadaan toimiva viljelma voi riittaa, etta
yksi aloitusverso ldhtee kasvuun ja siitd saadaan monistettua uutta kasvus-
toa. (George, Hall, De Klerk 2008, 33-34).

Mikrolisdysviljelman aloitusvaiheen tyosta kaytetdaan termia aloitus. Aloi-
tus kasittda suunnitteluvaiheen, versojen tyoston ja joissakin tilanteissa
aloituksesta puhutaan myo6s nimittden siten kasvamaan laitettuja verson-
paloja eli tulevaa viljelmaa. Myéhemmin mikrolisdysviljelman aloitusvai-
heen tydsta puhutaan kasitteella aloitus.
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3.1 Emokasvi ja aloitusmateriaali

Emokasvi toimii mikrolisdysviljelmaa aloitettaessa lisdysprojektin alkupe-
raisena yksilona eli kasvina, josta otetaan materiaalia aloitukseen. Emokas-
vin valintaan tulee kiinnittdaa huomiota ei vain ian puolesta, vaan kokonai-
suutena. Emokasvin ominaisuus, jonka vuoksi se halutaan monistaa, voi
pahimmassa tapauksessa osoittautua virukseksi, joka aiheuttaa esimer-
kiksi lamoavan kasvutavan ja ominaisuus saattaa havita kasvia monistetta-
essa. Tama on kuitenkin useimmiten puhdistettujen viljelmien ongelma,
tavallisella steriloinnilla kasveista ei pystyta havittamaan kaikkia viruksia ja
bakteereita, vaikka haluttaisiinkin. (Haapala & Niskanen 1992, 59).

Versot preparoidaan 2-3 cm mittaisiksi paloiksi (Dirr & Heuser 2006, 85).
Mikrolisdysaloituksen onnistuminen tai epdaonnistuminen riippuu usein
emokasvin kunnosta (Bonga & Aderkas 1992, 55). Nuoremmat kasvit ylei-
sesti monistuvat usein paremmin kuin vanhat (Haapala & Niskanen 1992,
59. Kasvien fysiologinen tila kudoksessa muuttuu myods vuodenajan mu-
kaan ja niihin vaikuttaa sen lisaksi sdaololliset tekijat seka sijainti kasvissa.
Esimerkiksi elinymparistolliset olot vaikuttavat mikrobikontaminaatioiden
madraan kasvimateriaalissa. (Bonga & Aderkas 1992, 55).

Kasvien kasvussa on selvd nuoruusvaihe, minka aikana kasvi ei kuki eika
niiden fysiologinen tila ole samanlainen kuin vanhemmilla kasveilla. Mo-
nistusmateriaalin valinnassa on tarkeaa kiinnittad huomiota ikaan. Jotkin
pikkutaimet alkavat kasvaessaan kayttaytya samaan tapaan kuin vanha
kasvinosa, josta silmu on perdisin. Nain kdyttaytyvat esimerkiksi vanhoista
havupuista aloitettujen viljelmien pikkutaimet, ilmiéta kutsutaan pla-
giotropiaksi. Jotkin kasvit sen sijaan pystyvat siirtymaa jo kasvussa ohitet-
tuihin vaiheisiin ja monistumaan kuten siementaimet. (Haapala & Niska-
nen 1992, 58). Joillakin kasveilla nuoruusvaihe kestaa pidempaan kuin toi-
silla, ndin toteaa Ahuja (1993, s. 96). Vaikka vanhemmat kasvit yleensa ovat
vaikeampia in vitro lisata kuin nuoremmassa kasvun vaiheessa olevat sa-
man lajin edustajat, tulevat vanhemmat kasviyksilot yleensa helpommin
valituksi juuri niiden ian vuoksi. lakkaampia kasveja halutaan valita, koska
ne ovat osoittaneet jo kasvunsa aikana parjaavansa. Naista kasveista voi-
daan kayttaa lisdykseen nuoria kasvinosia (Bonga & Aderkas 1992, 95). Kui-
tenkaan pelkka ika ei kerro kaikkea. On paljon kasviyksilosta riippuvaa,
kuinka siitd leikattava materiaali lahtee kasvamaan in vitro lisdyksessa
(Ahuja 1993, 99). Bonga ja Aderkas kirjoittavat myods (1992, 96), ettd mik-
rolisdysaloituksen onnistumiseen vaikuttaa lisdaksi emokasvin puhti, vaikka
kyseessa olisi helposti mikrolisattava kasvi. Aloituksessa kaytettava mate-
riaali tulee olla mahdollisimman nuorta solukkoa. Aloitukseen kaytettava
materiaali I0ytyy mahdollisimman ldhelta runkoa ja kasvin tyved. (Bonga &
Aderkas 1992, 97).

laltadn vanhempien emokasvien kanssa varttaminen helpottaa toisinaan
viljelman alkuunlaht63, silloin on kuitenkin ehdottoman tarkeaa aloittaa
viljelma vartteesta (Haapala & Niskanen 1992, 58). Vanhemmista kasveista
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voidaan kayttaa myds juurivesoja useimpien puuvartisten kasvien kohdalla
(Bonga & Aderkas 1992, 97. Vanhemmilla kasveilla my0s tyvi- tai kantove-
soista aloittamalla viljelma voidaan saada aikaan helpommin kasvuun lah-
teva viljelma (Bonga & Aderkas 1992, 97. Riikonen (2003, 7) kertoo tutki-
muksessaan myos aktiivisessa kasvussa olevan verson olevan useammin
parempi valinta mikroviljelman aloitusmateriaaliksi kuin lepotilassa oleva
silmu. Lisaykseen otettavan silmun tilaa kannattaa miettia erityisesti sil-
loin, jos viljelman aloitus ei onnistu ensimmaisella kerralla.

3.2 Aloitusajankohta

Useimmilla kasveilla mikroviljelmien aloittamiseen paras aika on aikainen
kevat (Haapala & Niskanen 1992, 59). Kevat on suotuisa aika aloittamiselle,
koska kasvit ja siten myos silmut heraavat talven jalkeen horroksesta ja
talvi on tappanut suurimman osan taudeista ja muut haittatekijat, jotka
saattavat viljelyn edetessa aiheuttaa viljelman infektoitumisen. Mikrobien
elinoloissa pitda olla sopivassa suhteessa lampda, ravintoa ja kosteutta
seka happea ja happamuutta. Mikrobit voivat lisdantya kaukana optimikas-
vuoloista, mutta niiden toiminta hidastuu, kun jokin niiden toimintaa vai-
kuttavista asioista jaa kokonaan pois tai on kauempana optimista. Parhai-
ten mikrobien kasvuun voidaan vaikuttaa [ampétilan kautta.
(Elintarviketurvallisuusvirasto Evira, 2017). Kesan kuumuus ja kosteus saa-
vat aikaan mikrobien kasvun, ne ovat haitaksi mikrolisdysaloitukselle.

Steriloinnin voimakkuuden tulee olla suurempi kostean ja [dmpiman sdan
aikaan (Haapala & Niskanen 1992, 59), talla on vaikutusta pintasteriloinnin
suunnittelussa ja toteutuksessa. Steriloinnin voimakkuus tarkoittaa steri-
loinnissa kadytettdavan tekniikan kykya puhdistaa kasvimateriaali. Voimak-
kuuteen vaikuttavat sterilointiaine, sterilointiaineen vahvuus ja steriloin-
nin kesto.

3.3 Kasvualusta

Mikrolisdyksessa esiintyy lukuisia muuttujia, jotka vaihtelevat kasvien ja
jopa lajikkeiden valilla. Esimerkiksi kasvualustassa olevien ravinteiden, so-
kerin ja pH:n suhde voi vaihdella runsaasti. Uusien viljelmien aloittami-
sessa vaikeudeksi nouseekin sopivien suhteiden [6ytyminen ja jopa pienien
erojen vaikutus.

Mari Hakala (2010) vertailee tekeméassaan opinnaytetydssa kirsikan eri la-
jikkeiden mikrolisdysaloitusta. Opinndytetytdssa on vertailtu kolmea eri
aloitusalustaa kolmelle eri kirsikkalajikkeelle. Kirjallisuudessa esimerkiksi
Dirr ja Heuser (2006) kertovat valmiiksi erilaisille kasveille sopivista alus-
toista. Kirjasta 16ytyy tietoa hapankirsikan (Prunus cerasus) mikrolisdyk-
seen sopivasta alustasta ja steriloinnista. Tallaisia tietoja voidaan soveltaa
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tehtaviin mikrolisdysaloituksiin ja kokeilla eri alustojen toimivuutta. Sovel-
taminen vaatii usein kokeita ja toistoja, jolloin voidaan saada selville paras
mahdollinen alusta. Eri [ahteissa sterilointitekniikan osaset vaihtelevat.

3.4 Puhtaus mikrolaboratoriossa

Mikroviljelmien onnistuneen viljelyn edellytys on puhtaat, hyonteisvapaat
tilat ja mahdollisimman hyva puhtaus sienista ja bakteeri-infektioista. Kon-
taminantit ovat usein peraisin kasvien sisalta, ulkoisista tekijoista tai kasvin
pinnalta. Kasvissa saattaa lymyta virus tai viljelma saattaa alkaa nayttaa
huonolta jonkin ulkoisen tekijan vaikutuksesta, kuten esimerkiksi punkki-
kontaminaation sattuessa voi kdayda. Kasvualustat viljelypurkeissa tarjoa-
vat oivat olosuhteet viljelmien lisdksi myds muille kasvustoille. (Haapala &
Niskanen 1992, 33). Kun noudatetaan tarkkoja tyoskentelyohjeita ja pide-
taan tilat seka valineet puhtaina, voidaan valttda kontaminaatioiden levia-
minen. Saastunnat synnyttavat havikkia ja lisddvat tyota, koska kontami-
noituneet viljelypurkit steriloidaan ja kasvustot, myds elossa olevat versot,
tapetaan yleensa autoklavoinnilla.

Yksi suurimmista riskeistda mikrolisayksen kannalta on tyontekija. Tyonte-
kijan mukana laboratoriotiloihin saattaa kulkeutua bakteereita, hyonteisia
tai likaa. Henkilokunnan perusteellinen kouluttaminen ja perehdyttaminen
pyrkii estamaan mikrobisaastunnat tyontekijoista viljelmiin. Tyontekijoi-
den osaaminen on myds suuressa roolissa, silla mitda aiemmin kontaminaa-
tiot pystytdan huomaamaan ja poistamaan, sitd paremmin ne pysyvat ku-
rissa ja ennaltaehkaistyna. (Uosukainen 1997, 9-11).

Bakteerikontaminantit aiheuttavat mikrolisdyslaboratorioissa infektioita.
Niiden on todettu levidavan tyovalineiden kautta viljelmasta toiseen. Vili-
neiden puhdistamisessa suurin levidamiseen vaikuttava syy on puhdistuk-
sessa kdytetty etanoli ja liian nopea liekitys tai muun steriloinnin kesto ja
riittamattomyys. (Boxus & Terzi 1987, 91-93).

Vanhoissa viljelmissa saattaa esiintya ja ne voivat oirehtia piilevien konta-
minanttien vuoksi. Piilevdt kontaminantit aiheuttavat kasvun heikkene-
mista ja saattavat jopa tappaa viljelmia seka aiheuttaa nekroosia ja vaikut-
taa juurtumiseen (Uosukainen 1997, 12).

Aseptinen tydskentely on avainasemassa mikrolisdysviljelmien kanssa
tyoskentelyssa aina viljelman aloittamisesta ldhtien. Puhtaus on muistet-
tava lahtokohtana kaikessa tyoskentelyssa.

3.5 Kasvatus

Dirr ja Heuser (2006, 85) neuvovat mikrolisdysaloituksia kasvatettavaksi
kylman valkoisen loisteputkivalon alla 24 tuntia vuorokaudessa (100 — 300
lumenia nelidlle). Lampdotila tulee heiddn mukaansa asettaa 28-30 °C tieta-
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mille. Vallitsevat olosuhteet vaikuttavat aloittamiseen aivan kuten kaik-
keen kasvuun yleensadkin. Mikrolisatyt kasvit ovat herkkia kuivumiselle,
silld ne kasvavat hyvissa olosuhteissa kasvatuspurkissa. Kosteus lasipurkin
sisalla on korkeampi kuin ulkopuolella, eika lasipurkin sisalla vaikuta ilman
liilke, joka lisdisi kuivumista normaalisti. Kasvualusta viljelypurkeissa on
my0s suurimmaksi osaksi koostumukseltaan vetta. Optimaalisia kasvatus-
oloja yllapidetaan viljelyhuoneessa, jossa kasveja sadilytetdaan aina aloitus-
vaiheesta juurrutukseen asti. Dirr ja Heuser (2006, 84-86) neuvovat pita-
maan viljelyhuoneen ovea kiinni vedon ja olosuhteiden vaihteluiden mini-
moimiseksi.

3.6 Prunus cerasus 'Suklaakirsikka’ esimerkkikasvina

Prunus-sukuiset kasvit kuuluvat kooltaan isoon Rosaceae-heimoon. Maail-
manlaajuisesti Rosaceae-heimoon kuuluu ainakin 130 sukua ja yhteensa yli
2000 lajia. Prunus-suku eli tuomikasvit on suurin Rosaceae-heimon su-
vuista ja se kasittaa yli 200 lajia. Prunus-sukuun kuuluvat muun muassa eri-
laiset luumut ja kirsikat, aprikoosi, tuomet ja monenlaisia muita kasveja.
Ruusukasvien heimoon kuuluu niin puu- kuin ruohovartisiakin lajeja ja jou-
kosta loytyy runsaasti ihmisten hyodyntamia ja jalostamia lajeja kuten
marjoja ja esimerkiksi omenat (Malus). Suomessa taloudellisesti tuottavin
ruusukasvien heimoon kuuluva laji on lakka (Rubus chamaemorus).
(LuontoPortti, 2017).

Yleisesti hedelmapuita, kuten myos kirsikoita, voidaan lisata juurivesoista,
jos kyseessa on jalojuurinen lajike, seka jalontamalla eli varrentamalla tai
silmuttamalla ja mikrolisdayksella eli solukkolisdyksen keinoin seka sieme-
nesta kasvattamalla. Yleensa lisdystapana kaytetaan silmuttamista ja vart-
tamista (Hakala 2010, 8) seka mikrolisaysta. Esimerkkina kirsikan mikroli-
saysviljelman aloittamisesta voidaan mainita Mari Hakalan (2010) toteut-
tama opinnadytety®, jossa aloitetaan kolme eri kirsikkalajiketta: Nordia,
Kirsa ja Pernilla, seka vertaillaan eri sterilointeja ja aloitusalustoja. Tallai-
sesta tyosta saadaan helposti vinkkeja aloituksen tekemiseen ja voidaan
huomioida epdonnistuneet kohdat ja hyvaksikdyttdd onnistumiset aloi-
tusta tehtdessa. Muitakin vastaavan kaltaisia mikrolisdysaloituksia on
tehty ja opinndytetoiden joukosta l6ytyy useiden eri kasvien aloituksia. Kir-
sikan sanotaan olevan joskus jopa hankala kasvi mikrolisattavaksi (Hart-
mann, Kester, Davies & Geneve 2014, 722).

Prunus cerasus 'Chokoladnaja’ eli Suklaakirsikka kasvatetaan usein pensas-
maiseksi, mutta myds pienid puumaisia Suklaakirsikkapuita tuotetaan.
Suklaakirsikka kasvaa tavallisesti pyoreahkoksi ja 150—200 cm korkeaksi ja
se on kotoisin Baltian maista ja Venajalta (Kinnalan Taimisto Oy, 2017). Sa-
toa saadaan Suklaakirsikasta nopeasti, jopa 1-2 vuoden kuluttua istutuk-
sesta (Blomqvist 2011, 228). Suklaakirsikkaa voidaan kasvattaa vyohyk-
keilla I-1V(V) (Kinnalan Taimisto Oy, 2017). Suklaakirsikka on suosittu sen
hyvan talvenkestavyyden takia (Blomqvist 2011, 228).
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Marjat ovat luumarjoja, joiden vari on tumman punainen ja mehu on mygs
tummaa. Suklaakirsikka on morellityyppinen kirsikka ja, kuten morellikirsi-
koille tyypillista, se on itsepolytteinen. Maultaan marja on miellyttava, ha-
panimeld ja manteliin vivahtava. Suklaakirsikka sopii suoraan puusta syo-
tavaksi, viineihin ja mehuihin seka leivontaan. (Blomqvist 2011, 228).

4 CASE: SUKLAAKIRSIKKAVILJELMAN ALOITTAMINEN

Entinen Saarioisten taimistot Oy eli nykyinen Kinnalan Taimisto halusi
luoda omiin tarpeisiinsa mikroviljelmien aloittamiskaytannoét. Opinndyte-
tyon tavoitteena oli luoda toimivalle mikrolisayslaboratoriolle kattava opas
mikrolisaysviljelmien perustamista varten. Tyon aikana kartoitettiin millai-
sia ongelmia voidaan kohdata viljelmia aloitettaessa ja yritettiin 16ytaa nii-
hin ratkaisu, jotta jokaisella perustamiskerralla ei tarvitsisi kohdata samoja
ongelmia. Ohjeet haluttiin luoda laboratoriolle my6s perehdyttamistarkoi-
tukseen ja opetustarkoitukseen, jotta tulevaisuudessa uudet tyontekijat
voivat tehda aloituksia ohjeiden avulla. Ohjeistuksella pyritddan luomaan
tyoturvallisuuden kannalta riittdvan kattava paketti siitd, mika voi menna
vikaan aloituksia tehdessa ja kiinnittda ohjeistuksessa huomiota naihin
seikkoihin. Mikrolisdysaloituksien tekemisesta kertova opas, joka valmis-
tui tdssa opinndytetydssa, tulee kayttoon uusia tyontekijoitd perehdytet-
tdessa aloituksien tekemiseen. Vanhemmat tyontekijat kayttavat tulevai-
suudessa opasta muistin tukena ja apuna eri tydvaiheiden tekemisessa.
Oppaan tarkoitus on kuvata tapa tehda mikrolisdysaloitus niin tarkasti ja
yksityiskohtaisesti, etta aloitus on mahdollista toteuttaa oppaan ohjeiden
perusteella. Oppaan tyoselosteet ja valineluettelot sekd muistutukset tyo-
hon liittyvista seikoista, joita tulee huomioida, on laadittu silla ajatuksella,
ettei jokaisella aloituskerralla tarvitse erikseen kuluttaa aikaa vélineiden
valmistelun miettimiseen ja pystytaan ottamaan huomioon kaikki tarvit-
tava. Ajankaytto tehostuu, kun voidaan ottaa valmis valinelista ja seurata
oppaan tyoohjeiden vaihekuvauksia ja kuvia.

Ohjeistuksen tekemisen tueksi perustettiin mikroviljelma Prunus cerasus
’Suklaakirsikasta’. Taimiston kdytdssa on toiminut aiemminkin Suklaakir-
sikkaviljelma, mutta viljelma haluttiin uusia laboratorion kaytt66n sen van-
han idn vuoksi ja monistamisen edistamiseksi. Viljelmien uudistaminen on
valttamatonta ja jarkevaa toiminnan kustannustehokkuuden kannalta. Tai-
mistotuotannon on oltava kilpailukykyista ja tehokkaaseen tuottamiseen
on siten panostettava monella tasolla. Viljelman perustamisesta saatiin
kdaytannon tietoa toteutuksesta ja tyovaiheista. Sitd kautta voitiin todeta,
toimiiko teorian tasolla valittu aloittamistapa laboratoriossa kaytannon
osalta.

Tavoitteeksi asetettiin saada aloituksesta kasvavia versoja, jotta niista voi-
taisiin monistaa lisad kasvimassaa ja saada lopulta aikaan toimiva viljelma.
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Toimiva viljelma tarkoittaa yleensa parempaa monistuskerrointa, mika an-
taa mahdollisuuden suurempien massojen viljelemiseen. Ndin pystytaan
vastaamaan kysyntdan tehokkaasti. Kaupallisten mikrolisayslaboratorioi-
den kalliiksikin sanotun toiminnan on tuotettava ja toiminnalla on pystyt-
tava tuottamaan kasveja mahdollisimman kustannustehokkaasti. Mikrola-
boratorion kallein osa on tyd, mikrolisdys. Tyon kustannuksiin voidaan vai-
kuttaa kouluttamalla tyontekij6ita, osaava henkilékunta ei hukkaa aikaa
vaan tyot tehdaan siten ajankaytollisesti viisaasti.

Yrityksen mikrolisdyslaboratorion tuotannossa on ollut Suklaakirsikkaa jo
vuodesta 2010. Viljelma on saanut alkunsa Padlkaneella taimiston omasta
aloituksesta ja sita on monistettu siita lahtien. Viljelma ei ole enaa viimei-
simpina vuosina toiminut niin hyvin kuin olisi toivottu ja halutuissa tuotan-
tomaarissa on jaaty jonkin aikaa alle suunnitellun maaran. Mikroviljelmia
tulee tarkkailla saannoéllisesti monistuskertoimen ja taimien laadun kautta,
jotta voidaan tarvittaessa uusia viljelma ennen kuin se alkaa monistua niin
huonosti, ettei se ole enaa tuotannollisesti kannattava. Tuotannon kannat-
tavuutta pidetaan yhtena tarkeana tekijana perustaa viljelma Suklaakirsi-
kasta, siten voidaan taata elinvoimaisen viljelman yllapysyminen ja monis-
tuminen ja sitd kautta vaikutetaan myos tyon tehokkuuteen, koska elinvoi-
maista viljelmda on helpompi monistaa. Elinvoimaisen viljelman parempi
monistuminen nakyy monistuskirjanpidossa, josta voidaan tarkkailla mo-
nistuskertoimia, mitkd kertovat hiljalleen hiipuvasta monistustahdista vil-
jelmien vanhetessa.

4.1 Projektin suunnittelu ja toteutus

Projektin suunnittelu sai alkunsa kevaalla 2017 yrityksen toiminnan kehit-
tyessd herdnneestd tarpeesta. Kinnalan Taimisto halusi itse alkaa teke-
maan mikrolisdysviljelmista aloituksia. Nain paastaisiin turvaamaan viljel-
mien saatavuus ja mahdollinen viljelmien uusiminen tulisi siten myds ky-
seeseen. Kinnalan Taimiston toive oli, etta pystyttdisiin luomaan mikroli-
sdysaloituksien tekemista tukeva ja siihen perehdyttava toimintamalli ja
kirjallinen ohjepaketti. Lisdksi haluttiin laaja kuvallinen otos siitd, mita kay-
tantoja luodessa tehtiin seka kuvasarja tukemaan tulevaisuudessa tehtavia
aloituksia. Tehtavasta kehitystyodsta sovittiin yrityksen kanssa keskustellen.

4.1.1 Viljelman aloittamisen ajankohta

Mikroviljelman aloitusajankohdaksi valikoitui kesa, tarkemmin elokuu,
koska se oli taimistolla laboratoriossa vahiten kiireista aikaa vuoden syk-
lissa. Koska tarkoituksena oli luoda ohjeet aloittamiselle, kouluttaa henki-
I6kunta aloittamisprosessiin ja tietenkin luoda toimiva viljelma, oli kesa
aloittamisajankohtana sopivin ajankayton kannalta. Viljelmaa suunnitelta-
essa tiedostettiin ulkoiset riskitekijat emokasvissa, jota ei suojannut tuho-
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laisilta talven pakkanen tai kevaan sisatiloissa tapahtuvassa hy6ddssa no-
peasti kasvavan verson mahdollisesti vahdisempi kosketus ulkoisiin tekijoi-
hin.

Vuoden 2017 kesa oli sddoloiltaan runsaan sateinen ja viiled. Kesan kuumat
ilmat eivat oikeastaan olleet vield ehtineet alkaa viljelmaa aloitettaessa,
vaikka syksy olikin melkein koittanut. Tama nahtiin eduksi viljelmia aloitet-
taessa, koska bakteerikanta kasvaa kasveissa seka ilmassa [lampiman ilman
seurauksena.

Viljelmien aloittamisen ajankohtaa ei haluttu siirtdaa myéhemmaksi, silla
kasvuun ldhteneet versot olisivat saattaneet olla lilan puutuneita. Liian
puutuneista versoista aloittaminen on hankalampaa kasvin solukon fysio-
logisen tilan vuoksi. Aloituksen ajankohdan valikoiduttua versojen kasvun ja
laboratorion toiminnalle sopivan ajankohdan mukaan suoritettiin aloitukset
suunnitellusti.

Koko aloitusten tekemisprosessin ajan kirjattiin ylos muistiinpanoja ja kuvat-
tiin tekemista ja valineita muistin tukemiseksi seka laadittavia ohjeistuksia sil-
malla pitden. Muistiin kirjattiin tiedot myds yrityksen oman aloitusraportin
mukaan.

4.1.2 Suunnittelu

Aloituksen onnistumisen kannalta merkityksellista on sterilointitapa seka
aloitusalusta. Naiden kahden asian selvittaminen vie eniten aikaa suunnit-
telussa. Ennakkoon selvitetddan mahdollisesti jo kokeiltuja aloitusalustoja
ja sterilointeja. Onnistuneen mikrolisdysviljelman aikaansaamiseksi tulee
selvittdd my6ds monistus ja juurrutusalusta aloitettavalle viljelmalle, tassa
tyossa keskitytaan kuitenkin vain aloittamiseen. Tietoa erilaisista alustoista
voidaan 16ytdaa mikrolisayksesta kertovasta kirjallisuudesta, samoin steri-
loinneista l6ytyy erilaisia variaatioita internetista ja kirjallisuudesta.

Suunnittelutyo ei l6ytanyt taysin lopullista muotoaan ennen kuin vasta kun
aloitusviljelmat oltiin jo tehty. Ohjeistuksen muotoa mietittiin pitkdan ja
pohdittiin sen laajuuden tarpeellisuutta. Osana toteutusta tehtava ohjeis-
tus aloitusten tekemisesta ja siihen liittyvista kaytannoista seka tarkeiksi ja
olennaisiksi koetuista seikoista paatyi lopulta muototutumaan opastyyp-
piseksi. Lisdksi oppaassa kuvataan sterilointivaiheen ty6ta tarkasti, mutta
joissakin muissa kohdissa vahemman tarkasti niiden vaihtelevuuden ja
muuttuvien tekijoiden takia.

4.1.3 Aloitusmateriaalin valitseminen

Lisdysmateriaali opinnaytetyon mikrolisdysviljelman aloittamiseen saatiin
Kinnalan Taimiston astiataimesta. Emokasviksi valikoitui nuori astiataimi.
Muut saatavilla olleen Suklaakirsikan emot olivat idltdan vanhempia ja



18

tasta syysta paadyttiin valitsemaan nuori tervekasvuinen ja tyypillinen Suk-
laakirsikan taimi. Taimi saatiin Kinnalan Taimiston omasta tuotannosta ja
aloitusmateriaali kerattiin taimiston alueella olevalta kasvatuskentalt3,
jossa viljellaan astiataimia tippukastelujarjestelmassa.

Aloitusmateriaaliksi valittiin nuorta kasvustoa, koska aloitusmateriaalin tu-
lee aina kun mahdollista olla mahdollisimman hyvakuntoista. Koska ky-
seessa oli nuori taimi, voitiin suurin osa kasvavien versojen latvaosista
kayttaa aloituksen tekemiseen. Nuorta taimea paadyttiin kayttamaan sen
ian takia, silla sen ian takia altistuminen ulkoisille haitoille ja saasteille on
pienempi. Aloitusmateriaaliksi leikattiin aktiivisesti kasvavia versojen kar-
kia. Aloitusmateriaaliksi parhaiten kelpaava materiaali |6ytyy mahdollisim-
man laheltad runkoa ja kasvin tyvea. Puutumattomat kasvin osat lahtevat
parhaiten kasvuun. Aloitukseen kaytetyt versot leikattiin saksien avulla as-
tiataimesta taimimaalla. Leikkaamisessa huomioitiin silmujen paikat ja
leikkaus suoritettiin varoen vaurioittamasta kasvia enempaa kuin on tarve.

Kasvimateriaali aloitusta varten voidaan kerdta mihin aikaan vuodesta ta-
hansa, mutta useiden kasvien aloittaminen onnistuu parhaiten jo kasvuun
lahteneista silmuista kevaalla tai horroksessa olevista silmuista talvella tai
aikaisin kevaalla. Koska taman viljelman aloittamisen ajankohta on kasva-
vien versojen aikaa, ei versoja tarvitse hyotaa.

4.1.4 Aloituksessa kaytettavien alustojen valitseminen

Kinnalan Taimiston alustareseptivalikoimasta lI0ytyy valmiina aloitusalus-
toja, jotka ovat olleet kaytossa aiemmin tehdyissa aloituksissa eri kasveille.
Aiemmin aloitettujen kasvien joukossa on my0ds Suklaakirsikka. Tyossa paa-
dyttiin vertailemaan kahta eri aloitusalustaa, jotka olivat aiemmin olleet
kirsikka-aloitukissa mukana Kinnalan mikrolisdyslaboratoriossa. Vertailu
paadyttiin suorittamaan, silld heikon kirjanpidon ja muistiinpanojen puut-
tumisen vuoksi ei ollut tiedossa kumpi alustoista toimii ja miksi ne oli aiem-
min valittu. Olemassa olevista raporteista kuitenkin nahtiin, etta alustoille
tehdyista aloituksista oli lahtenyt versoja kasvuun ainakin alkuun.

Aloitusalustoiksi valikoitui MS-alusta, Wa-alusta ja RV2-alusta. MS-
pohjainen alusta on perusreseptiltdan 16ydettavissa verkosta, silla se on
yksi tunnetuimmista alustoista. Kaksi muuta alustareseptia ovat alunperin
tulleet Kinnalan Taimiston kayttoon Luonnonvarakeskuksen Laukaan yksi-
kon mikrolisdyslaboratoriosta. MS-pohjaista alustaa kaytetdan Lepaan
mikrolisdyslaboratoriossa aloitusalustana ja verrokkina Kinnalan Taimis-
tolla kaytetty WA-alusta. Kolmantena alustana mukaan otettiin RV2-
alusta, koska haluttiin nahda kasvin kayttaytyminen talla alustalla ja tata
alustaa oli valmiiksi koeputkissa tehtyna. Kaikki kolme alustaa nahtiin so-
piviksi ravinteiltaan kirsikalle aloitusvaiheessa.
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4.1.5 Sterilointi

Steriloinnilla pyritddn poistamaan kasvien pinnalla eldvia bakteereita, tu-
holaisia, hiivoja seka lahottajasienia eli saprofyyttisia sienid (Uosukainen,
1997, s. 9). Sterilointi on valttdmaton, silla kasvin pinta on puhdistettava,
jotta pinnalla olevat kasvustot eivat padse kasvamaan viljelyn alkaessa
koeputkissa. Poistettavat tekijat saattavat kasvin pinnalle jaddessaan ai-
heuttaa aloitusmateriaalin tuhoutumisen. Sterilointi tarkoittaa mikro-
beista puhdistettua ja tahan steriloinnilla myos pyritaan. Pintasterilointi on
tarkeaa, silla yleensa kasvin pinnalla olevat sienet ja bakteerit kasvavat
aloitusversoa rajummin ja valtaavat tilan hukuttaen sen. Lisdksi aloitus-
verso ja tallaiset kasvustot kilpailevat alustan ravinteista ja muodostavat
myrkyllisia aineita. (Dirr & Heuser 2006, 81). Aloituksen onnistumista voi-
daan mitata aloitettujen puhtaina pysyneiden koeputkien maaralla. Mik-
rolisdysviljelman aloitusta voidaan pitdaa onnistuneena, jos 10 % koeput-
kista pysyy puhtaina aloitettujen putkien kokonaismaarasta. 30 % puhtaina
pysyneita aloitettuja koeputkia kokonaismaarasta voidaan todeta onnistu-
neen erinomaisesti. (Leppakoski, 2018).

Sterilointitapoja on useita ja niissa esiintyy vaihtelua aina tekotavan, ainei-
den vahvuuden kuin vaiheiden ja tyojarjestyksenkin suhteen. Dirr ja
Heuser (2006, 82) ovat luetelleet useita erilaisia aineita, joita voidaan kayt-
taa steriloinnissa. He esittavat myos sopivia kasittelyaikoja riippuen ai-
neesta ja sen vahvuudesta. Luetelluista aineista tavallisimmin tormaa 70 %
etanoliin ja natriumhypokloriittiin eri vahvuisina liuoksina. My0os kasittely-
ajoissa on eroja.

Steriloinnin toimivuuteen vaikuttaa suuresti kasvin pinnan rakenteelliset
seikat. Sterilointitapaa valitessa tulee ottaa huomioon kasvin ominaisuu-
det ja sen kyky kestaa sterilointia. Jotkut sterilointikasittelyt tehoavat mik-
robeihin huonommin ja toiset ovat jopa niin voimakkaita, etta steriloitava
kasvi tuhoutuu kasittelyssa. Kasvimateriaali kuluu yleensa aina sterilointi-
kasittelyssa jonkin verran, steriloinnin ei kuitenkaan ole tarkoitus tappaa
kuin pinnalta ei halutut mikro-organismit. Jos kasvimateriaali kuolee pin-
takasittelyssa, tulee sterilointiaikaan tai sterilointiaineen pitoisuuteen
tehdd muutoksia. Jokaiselle aloitukselle pyritdan tekemaan optimaalinen
puhdistus, joka tappaa bakteerit, mutta ei ole liian tehokas. (Dirr & Heuser
2006, 81-82). Aloitusmateriaaliksi valitaan nuorta kasvustoa myos steri-
loinnin helpottamiseksi. Nuoremmat kasvinosat ovat helpommin puhdis-
tettavissa steriloinnilla, silla niissa on vdhemman mikro-organismeja kasvin
pinnalla (Uosukainen 1997,2-4).

Sterilointimenetelma opinndytetyohon valikoitui pitkalti sen mukaan, mita
aineita ja valineita oli saatavilla ja siten paattelemalla millainen sterilointi
voitaisiin tehda. Lisdksi tiedossa oli jo aiemmin yrityksen tiloissa kaytetty
sterilointiprosessi ja tata paatettiin kayttaa sovelletusti. Pintasterilointiin
kaytettavaa kemikaalia valittaessa on hyva pitda mielessa lahdekritiikki ja
huomioida terveysvaikutukset, silld osa mikrolisdyksen kirjallisuudesta on
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ajalta, jolloin esimerkiksi elohopeaa ei pidetty kovinkaan vaarallisena.
Dirr:n ja Heuserin (2006, 82) mukaan elohopeakloridi toimii sterilointiai-
neena, eika kirjassa varoitella timan tai muiden aineiden kohdalla niiden
vaarallisuudesta, vaikka kirja on vuodelta 2006.

Tehty sterilointi paapiirteittain:

Versojen pesu hammasharjalla juoksevan veden alla

Saippuapesu 10 minuuttia magneettisekoittajassa sekoittaen: 3 tippaa
/ 100 ml ioninvaihtovettd

Versot huuhdellaan lavikdssa ioninvaihtovedella

Versot kasitelldan 70 % Etax:lla 30 sekuntia

Huuhdellaan yhden kerran steriilissa ioninvaihtovedessa

Steriloidaan versot 1 % NaOCI (natriumhypokloriitti) + Tween20 3 tip-
paa / 100 ml steriloitua ioninvaihtovetta 10-15 minuuttia

7. Versot huuhdellaan 4 kertaa steriloidussa ioninvaihtovedessa: 1, 2, 5 ja
10 minuuttia.

N
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Jatkuvalla tarkkailulla steriloinnin jalkeen pystytdan huomaamaan pintaka-
sittelyn riittamattomyys, silla hyvinkin nopeasti vakavat ripeasti kasvavat,
perustamisen jadlkeiset kasvustot alkavat vallata alaa paljastaen sisdiset ja
piilevat kontaminaatiot (Uosukainen 1997, 9). Jotta aikaansaadaan riittava
sterilointi, hypokloriitin pitoisuutta ja liottamiseen kdytettavaa aikaa saa-
tamalla voidaan tehda helposti muutoksia sterilointiin optimaalisen tulok-
sen aikaansaamiseksi (Dirr & Heuser 2006, 82).

4.2 Tyon toteutus

Suklaakirsikkaviljelman aloitus tehtiin Kinnalan Taimiston mikrolaboratori-
ossa kolmena eri pdivana. Aloitusmateriaali kerattiin ennen jokaista aloi-
tuserda: 3.8., 23.8. ja 6.9. vuonna 2017. Tyon seuranta jatkui lokakuun lop-
puun asti, jonka jalkeen seurantaa tehtiin ilman kirjanpitoa vdhaisten in-
fektioiden ilmaantumisten takia. Tiedonhankintaan kaytettiin ensisijaisesti
taimiston omia muistiinpanoja. Tietoa aloituksen alulle laittamiseksi saa-
tiin aloitusraporteista, joita |6ytyi useita kappaleita. Aloitusraporttien huo-
nojen muistiinpanojen vuoksi tietoa haettiin myos kirjallisuudesta, jota on
kaytetty myos taman opinndytetyon tekemisessa ja kirjallisuus mainitaan
[ahteissa.

Ty06 toteutettiin Kinnalan Taimistolla olevia ohjeita noudattaen ja suunni-
telmassa pysytellen. Tyon aikana pyrittiin dokumentoimaan kuvaamalla ja
muistiinpanoja tekemalla tyohon liittyvia seikkoja ja vaiheita, jotta ohjeis-
tuksen ja kaytantojen luominen olisi helpompaa ja naihin materiaaleihin
voitaisiin tallentaa kdytannon tyota malliksi.

Materiaalia kerattiin noin 130 cm korkeasta taimesta, jossa oli runsaasti
oksia. Taimi kasvoi kahden litran ruukussa Kinnalan Taimiston rannassa si-
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jaitsevalla kasvatusalueella. Yksil6 valikoitui useista taimista sen hyvan kas-
vukunnon ja terveyden vuoksi. Lisdksi nuorella kasvilla odotettiin olevan
vahemman viruksia tai tauteja, joista olisi haittaa aloitukselle. Runsasta
haaraista kasvua pidettiin myds elinvoimaisuuden merkkind ja haaroista
toivottiin saatavan mahdollisimman hyvin materiaalia kerattya aloitusta
varten.

Ennen varsinaisia paiva, jolloin aloitukset tehtiin, valmisteltiin aiempina
padivind valineet ja tarvittavat astiat aloituksia varten. Lisaksi tarkastettiin
tarvittavien aineiden saatavuus. Alustat valmistettiin viikko etukateen re-
septien mukaan, ja koeputkiin jaettu sekda autoklavoitu alusta laitettiin
kylmioon sailoon koeputkitelineissa. Kahta alustoista valmistettiin ensin ja
seuraavan viikon kuluttua kolmatta alustaa tehtiin era. Ndin ollen kaikkiin
aloituseriin kaytettiin yhta alustaa jokaisella kerralla (Wa), yhta alustaa
vain yhteen aloituskertaan (RV2) ja kolmatta alustaa (WMP) kaytettiin kah-
della kerralla. Alustojen jakautumista tasaisesti aloitusten kesken ei pi-
detty merkityksellisend; aloituksen koeosuus tehtiin pdaasiassa Kinnalan
Taimiston kayttéon. Kokeesta ei odotettu saatavaksi tuloksia. Alustojen li-
saksi valmisteltiin valineisto steriloimalla ne lampdkaapissa; tarvittavasta
valineistosta |oytyy listaus tasta opinndytetyosta. Ennen aloitusmateriaalin
leikkaamista valmisteltiin laminaarikaappi ja otettiin esille tarvittavat vali-
neet seka alustat ja aineet.

Laminaarikaapin sisalla tyoskentelyn helpottamiseksi astioiden foliokan-
siin merkittiin numerot ja tekstit, mita aineita niihin tulee steriloinnin eri
vaiheissa. Kun valineet pyyhittiin alkoholilla laminaarikaappiin, valmistel-
tiin tyota kaatamalla pieniin dekantterilaseihin steriloitua ioninvaihtovetta
valmiiksi odottamaan.

Aloitusmateriaali leikattiin emokasvista aina aamulla, kun laboratoriossa
tehtavat valmistelut oli saatu tehtya ja valineet valmisteltu. Aloitusmateri-
aalin kerdamiseen kaytettiin muovista mittakannua, joka oli puolillaan io-
ninvaihtovettd. Materiaali leikattiin saksilla irti emokasvista. Materiaalin
leikkaamisessa noudatettiin harkintaa ja valittiin nuoria ja terveita versoja
aloitusmateriaaliksi. Leikattu materiaali asetettiin veteen imupinnat ve-
teen pain.

Materiaali tuotiin taimiston laboratorion keitti6tilaan ja versot huuhdeltiin
juoksevan hanaveden alla. Kerdaykseen kaytetty kannu ja sakset huuhdel-
tiin my0s. Versoista poistettiin lehdet siten, etta lehtiruodista jai noin puo-
len sentin patka runkoon pystyyn. Kuljetusastia pyyhittiin 70 % Etax:lla la-
boratorioon siirrettdessa. Puhdistetut versot ja valineet kuljetettiin labora-
torioon, jossa versot puhdistettiin irtoliasta viela juoksevan hanaveden alla
pehmealla hammasharjalla poispain silmuista harjaten. Harjatut versot lei-
kattiin aloituspaloiksi. Pitkista versoista leikataan saksilla tai leikkuulau-
dalla veitsella sopivia. Pala leikataan silmun kohdalta, silmun yla- ja alapuo-
lelle jatetdan vartta, joka suojaa silmua. Jatettavan varren pituus riippuu
kasvista, mittaan taytyy varata tilaa leikata kuollutta solukkoa steriloinnin
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jalkeen. Suunnilleen kahden sentin kokoiset palaset, joissa hankasilmu jaa
palan keskelle, ovat sopivia.

Aloituspalat laitettiin dekantterilasiin, jossa on 100 ml ioninvaihtovetta ja
kolme tippaa Erisept-saippuaa. Versonpalat siirrettiin dekantterilasissa
magneettisekoittajalle, sekaan lisattiin magneettisauva. Versoja sekoitet-
tiin 10 minuuttia, aikaa mitattiin ajanottokellolla. Sekoitetut aloituspalat
huuhdeltiin siivilassa ioninvaihtovedella. Palat kaadettiin siivilasta petri-
maljalle, johon kaadettiin ioninvaihtovettd, kunnes versot peittyivat ja
kansi suljettiin.

Suljettu petrimalja pyyhittiin laminaarivirtauskaappiin, kuten muutoinkin
laminaarissa tyoskennellessa, rattiin kaadetaan 70 % Etax -liuos ja ratilla
pyyhitaan kaikki laminaarikaapin sisaan siirrettavat asiat. Samaan aikaan
pyyhittiin alkoholilla my&s ajanottokello laminaariin. Aloituspalat siirrettiin
pinseteilla petrimaljalta pieneen dekantterilasiin, jossa valmiiksi steriloitua
ioninvaihtovetta siten, etta versot peittyvat.

Ajanottokello asetettiin ottamaan aikaa 30 sekuntia. Ison dekantterilasin
pohjalle siirrettiin huuhdellut versot pinseteilld ja pdalle kaadettiin 70 %
alkoholi 150 ml. Versoja huljuteltiin 30 sekuntia, jonka jalkeen versot siir-
retdan pieneen dekantterilasiin, johon on kaadettu ioninvaihtovetta.
Foliokannet suljetaan dekantterilasien paalla aina kun tyoskentely loppuu.

Ison dekantterilasin pohjalle tiputettiin pipetilla Tween20:td kolme tippaa
/ 100 ml. Ajanotto-kello asetettiin mittaamaan aikaan 10 minuuttia ja aloi-
tuspalat nosteltiinTween20:n jalkeen dekantterilasiin ja alkoholilla pyy-
hitty magneettisauva nostetaan versojen paélle. Aloituspalojen,
Tween20:nen ja magneettisauvan paalle kaadettiin natriumhypokloriitti-
liuos (1 %) 150 ml. Dekantterilasin foliokansi paineltiin tiiviisti takaisin as-
tian paalle ja nostettiin astia magneettisekoittajalle ulos laminaarista. Pa-
lasia sekoitettiin 10 minuuttia. Ajan kuluessa valmisteltiin tarvittavia tava-
roita valmiiksi laminaarikaappiin.

Dekantterilasi pyyhittiin etaxilla takaisin laminaarikaapin sisaan noin puoli
minuuttia ennen ajan loppumista. Kun aika paattyi, versot nosteltiin pinse-
teilla pieneen dekantterilasiin, jossa on valmiiksi kaadettuna steriloitua io-
ninvaihtovetta. Astian paalle asetettiin takaisin foliokansi ja kello asetettiin
yhden minuutin paahan. Paloja sekoiteltiin heiluttelemalla astiaa, kunnes
versot lahtivat py6rimaan astian pohjalla vedessa. Minuutin kuluttua aloi-
tuspalat siirrettiin pinseteilla seuraavaan pieneen dekantterilasiin, johon
oli kaadettu valmiiksi steriloitua ioninvaihtovetta. Kello asetettiin kahden
minuutin padhan ja foliokansi paineltiin paikoilleen. Versoja huljuteltiin,
kunnes aika loppui, jonka jalkeen aloituspalat siirrettiin seuraavaan de-
kantterilasiin. Astiaa heiluteltiin kuten aiemmankin huuhtelun kohdalla.
Taman huuhtelun kestoksi asetettiin viisi minuuttia ja ajan paatyttya ma-
teriaali siirrettiin jalleen pinseteilld seuraavaan huuhteluasiaan. Viimeisen



23

huuhtelun pituudeksi asetettiin 10 minuuttia ja samaa huljuttelua jatket-
tiin. Viimeisen huuhtelun 10 minuutin ajan kuluttua loppuun sterilointi oli
valmis ja aloituspaloja alettiin siirrostaa petrimaljalla koeputkiin laitetta-
vaksi.

Jokainen aloituspala nosteltiin huuhteluvedesta yksi kerrallaan puhtaalle
kertakayttopetrimaljalle. Steriloinnissa kuollut ja vaurioitunut solukko lei-
kattiin pois veitsen ja pinsettien avulla. Leikatut palat asetettiin koeputkiin
pystyyn pitkien pinsettien avulla. Koeputken suu liekitettiin ja koeputken
korkin suu liekitettiin ennen paikalleen asettamista. Ensimmaisella aloitus-
kerralla kdytdssa oli vain foliotaitoksista tehtyja korkkeja. Alustoissa saily-
tyksen ajan olleet foliokorkit poistettiin ennen versojen siirtamista putkiin.
Vanhojen foliokorkkien tilalle laitettiin uusi steriloitu foliotaitos korkiksi,
kun verso oli asetettu putkeen. Taitoksen toiselta puolelta, joka sijoitettiin
koeputken suulle, steriloitiin keskikohta liekittamalla. Foliotaitos painettiin
paikoilleen putken suulle kdsin, samalla pitdaen kiinni pinsetilla foliotaitok-
sen reunasta. Puolet koeputkista saivat viela ennen laminaarikaapista ulos
siirtdmista foliotaitoksen paikallaan pitamisen varmistamiseksi ymparil-
leen parafilmia. Parafilmirullasta leikattiin puolentoista sentin levyisia sui-
kaleita, jotka venytettiin koeputken ymparille foliokorkin ja koeputken yh-
teen sitomiseksi.

Jokaisella aloituskerralla noudatettiin samaa kaavaa ja tydjdrjestystd, kah-
della viimeiselld kerralla kdytossa oli koeputkiin sopivat muoviset korkit.
Myos kahdella viimeisella aloituskerralla puoleen koeputkien kokonais-
maarasta kiedottiin korkkien ja koeputken ymparille parafilmia. Koeputket
merkittiin kayttaen tussia. Koeputken kylkeen kirjoitettiin aloituksen pai-
vamaara, kasvin koodi, alustan koodi ja alustan valmistuspaiva.

Tyoskennellessd noudatettiin normaaleja kaytantoja valineiden ja kasien
steriloinnin suhteen. Lisadksi kiinnitettiin huomiota vaatetukseen ja muu-
hun yleiseen puhtauteen. Muuttujana tyossa voidaan mainita tyontekija,
joka toimii jokaisella aloituskerralla hieman eri tavoin. Lisaksi aloituskerto-
jen sddolot, ajankohdat sekd mittaamisessa ja punnitsemisessa olevat
mahdolliset heitot ovat tyén muuttujia, joilla saattaa olla vaikutus loppu-
tulokseen.

Tyovalineet pysyivat suurimmaksi osaksi samanlaisina tyon alusta lop-
puun, valineet kuvataan liitteena olevan oppaan selosteissa. Tulokset (Tau-
lukko 1) on arvioitu silmamaaraisesti ilman mittavalineistoja. Kaikissa aloi-
tuksissa esiintyi suunnilleen yhta paljon infektioita. Kaikissa alustoissa aloi-
tus onnistui kdytannon kannalta suhteellisen hyvin.
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Taulukko 1. Suklaakirsikkaviljelman aloitettujen versojen jakautuminen
aloituspaivamaarittdin ja mikrolisdysaloitusalustoittain jatkokasvatukseen
paatyneiden, infektoituneiden ja kuolleiden versojen kesken.
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3.8. Wa 3.8.RV2  23.8.Wa \3\/3Pill 6.9.Wa  6.9. WPM Yhteensa
Jatkokasvatus 6 2 3 2 1 2 16
Infektoituneet 6 8 13 13 15 14 69
B Kuolleet 0 2 0 1 0 0 3

4.3 Tulosten tarkastelu

Suklaakirsikasta tehty aloitus oli hyvin onnistunut, vaikka infektioita il-
menikin runsaasti. Kaikkiaan 88 koeputkesta 69 kappaletta infektoitui.
Vain hyvin pieni osa koko aloitusversojen maarasta kuoli, kokonaisuudes-
saan 3 kappaletta eli vain 3 prosenttia. Kaikista aloitusversoista 18 prosent-
tia eli 16 versoa 88 versosta paasi jatkokasvatusvaiheeseen.

Steriloinnin onnistumista havainnoitiin ensimmaisen eran jalkeen, ja to-
dettiin, etta sterilointi ei ollut tappanut versoja ja infektioiden maara pysyi
kohtalaisena. Steriloinnin voimakkuus oli kasville sopiva. Aloitusalustalle
siirrettyja versoja havainnoitiin noin viikon kuluttua perustamisesta viikon
véalein siihen saakka, kunnes ne siirrettiin kasvamaan jatkokasvatusalus-
talle.

Tyon tavoite oli selvittda sopivat metodit tehda aloituksia Kinnalan Taimis-
tolla ja samalla luoda toimiva viljelma Prunus cerasus Suklaakirsikasta. Ta-
voitteessa onnistuttiin ja pystyttiin selvittamaan hyva tapa tehda sterilointi
ja mita aloituksen tekeminen on kdytannossa. Kartoitettiin tarvittavat vali-
neet ja opittiin, mitd tietoa tai taitoa puuttuu mikrolisdysviljelmien aloitta-
miseen liittyen. Lisdksi tavoitteena oli luoda ohjeistus. Kdytannon toiden
kautta pystyttiin luomaan kattavat kuvalliset ohjeet ja nain tulevaisuu-
dessa voidaan luottaa siihen, ettd mikrolisdysaloituksia tehtdessa aloitus-
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vaiheenty6hon voidaan ottaa tukea ja kerrata vaiheita ohjeen avulla. Hen-
kilokunta, joka toimi tyon suorittajana perehtyi aloittamiseen laajasti ja si-
ten myos koulutettiin henkilokuntaa, niin kuin yhdeksi tavoitteeksi asetet-
tiin. Suklaakirsikasta onnistuttiin aloittamaan toimiva viljelma ja

Ensimmaiselld aloituskerralla kaytettiin foliotaitoskorkkeja ja parafilmia.
Foliokannet valmistettiin tavallisesta kotitalousfoliosta taittelemalla ja
leikkaamalla noin 5 cm x 5 cm kaksinkertaiset palaset. Foliokannet steriloi-
tiin foliokaareen sisassa lampokaapissa ja kdare pyyhittiin alkoholilla lami-
naariin, jossa kaare kaarittiin pitamaan taitoksia tarjolla poydalla laminaa-
rikaapissa. Muutoin foliokansien kanssa toimittiin, kuten muidenkin kork-
kien kanssa. Jos opinnaytetyon tarkoitus olisi ollut selvittaa Suklaakirsikan
viljelman aloittamisen paras mahdollinen aloitustekniikka, olisi ollut jarke-
vampaa kayttaa samoja korkkeja jokaisella eralla, jotta muuttujat olisivat
olleet pienempia. Aloitusera, jossa kaytettiin foliokansia, menestyi erista
parhaiten. Infektioiden maara oli pienin ja versot kasvoivat hyvin. Syyta on
vaikea sanoa, mutta eran onnistumiseen saattoivat vaikuttaa muun mu-
assa aikaisin aloitusajankohta seka juuri foliokansien kaytto.

Ensimmaisen aloituserdan jalkeen Kinnalan Taimistolle saapuivat tilatut
muoviset koeputkiin tarkoitetut korkit, jotka otettiin kdytt66n toiseen aloi-
tuserdan. Koska korkit eivat olleet kovinkaan tiiviin oloiset, paatettiin puo-
leen aloituksessa tehdyista putkista laittaa varmistukseksi parafilmi korkin
ja putken ympari. Nain paastiin kokeilemaan korkkien tiiviytta ja parafilmin
vaikutusta infektioiden maaraan. Parafilmin kaytolla muovisten koeput-
kenkorkkien kanssa ei todettu olevan suurta vaikutusta infektioiden maa-
raan. Kokeen otos todetaan kuitenkin liian pieneksi, jotta voitaisiin sanoa
tarkasti sen merkityksellisyys.

Suuri osa jatkokasvatukseen siirtyneista versoista (Taulukko 1) kuoli jatko-
kasvatuksen aikana tai niissa ilmeni infektioita. Lokakuun alussa (9.10.)
tehdyssa siirrostuksessa elossa ja kasvussa oli viela kuusi versoa. Versot
olivat hyvdssa kasvussa ja ne monistuivatkin hyvin. Saadut tulokset teh-
dysta kokeesta Suklaakirsikalla eivat ole opinnaytetyon kannalta merkityk-
sellisia, silla tyon tavoitteena ei ollut kokeilla erilaisia sterilointeja tai tapoja
aloittaa Suklaakirsikkaa, vaan selvittaa kaytannon tyon kautta aloituksien
tekemista.

Ty6 vastaa kysymykseen, miten mikrolisdysviljelmien aloituksia tehdaan,
erittdin hyvin. Tyon kautta saatiin paljon kdytdnnon tietoa ja kaytdnnon
tyon kautta laadittiin opas mikrolisdysaloitusten tekemisesta. Lisaksi sel-
ville saatiin, mita ohjeita tarvitaan viljelmien aloittamista koskien. Opas on
saanut rajauksensa juuri kdytannon tyon kautta tulleesta tiedosta ja tar-
peesta, kaikki tarpeelliseksi koettu ohjeistus on kirjattu. Mikrolisaysaloitus-
ten tehokkuutta on myds pohdittu ja pyritty 16ytamaan ajankayténkan-
nalta tarkeitda apukeinoja esimerkiksi erilaisten listausten kautta oppaa-
seen. Koska alussa kysymykseksi herasi, miten voidaan tehda aloitus mah-
dollisimman tehokkaasti ja puhtaasti, oppaaseen kerattiin kddesta pitden
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|api aloituksen vievat ohjeet. Ohjeita seuraamalla voidaan tehda puhtaasti
aloitus ja onnistua aloituksen tekemisessa, mika lisda tehokkuutta. Vaikka
aloituksia tehtdessa yleensa aina esiintyy infektioita ja syntyy havikkia,
mika on epatehokasta, pystytaan jarkevalla tyoskentelylld ja virheiden valt-
tamiselld tehostamaan aloituksen tekemista.

5 JOHTOPAATOKSET

Opinndytetyo on tehty lahtokohtaisesti vastaamaan tydelaman tarvetta,
joten tutkimusongelman asetteleminen ei ollut haasteellista. Kinnalan Tai-
misto haluaa itse tuottaa viljelmien aloituksia eri kasveista omiin tarpei-
siinsa. Oppaan laatiminen mahdollistaa aloitusten tekemisen ja palvelee
samalla muissa tarkoituksissa yrityksen kaytossa. Kun Kinnalan mikrolabo-
ratoriossa on hyva opas mikrolisdysaloitusten tekemiseen ja aloittamisen
tekemisen kdytannon tyo opitaan, voidaan tuottaa aloituksia juuri sellai-
sista kasveista ja lajikkeista kuin halutaan. Oppaan muotoon tehty ty6 on
suunniteltu vastaamaan tyoelamassa eteen tuleviin kysymyksiin ja anta-
maan tukea mikrolisdayksen aloitusvaiheen tyohon. Opinndytetyona tehty
opas on kokonaisuudessaan tyoelamaa kehittava, silla sen tekeminen kou-
lutti Kinnalan Taimiston henkilokuntaa ja mahdollistaa tiedon jakamisen
tulevaisuudessa uusille tyontekijoille. Viljelmien aloittamisen kdytannon
tyd on dokumentoitu kuvina seka kirjallisesti, joten henkilékunnan mah-
dollisesta vaihtumisesta huolimatta aloituksia pystytdaan tekemaan oppaan
avulla. Tyontekijoiden kouluttaminen nousi esiin tarkeana seikkana aloi-
tusvaiheen opasta laadittaessa. Kun tyo opitaan, voidaan sita kautta vai-
kuttaa ajankayttoon ja nopeuteen sekd vaikuttaa moniin muuttujiin aloi-
tusprosessissa. Kouluttaminen aloitusprosessiin on tarkedaa hyvan loppu-
tuloksen aikaansaamiseksi.

Mikrolisdysviljelmien aloitusvaiheen opas on erittdin kdytettava ja sen hyo-
dyntaminen kdytannon toissa on helppoa kirjallisen ja kuvallisen ohjeistuk-
sen vuoksi. Oppaan kdyttaminen myos muissa mikrolisdyslaboratorioissa
on mahdollista tiedon soveltamisen kautta. Tyon tuloksena tehty opas so-
veltuu ammattimaiseen mikrolisdystuotantoon ohjeeksi aloitusten teke-
miseen. Ohjeessa kuvataan eri tyOvaiheet tarkasti ja yksityiskohtaisesti
tehdyssa jarjestyksessd. Ongelmatilanteet ja epdkohdat ovat tyontekija-
lahtoisesti selvitetty.

Kirsikan aloittamisesta 16ytyy useita aiemmin tehtyja kokeita ja sen tode-
taan joissakin lahteissa olevan jopa hankala kasvi mikrolisattavaksi (Hart-
mann, Kester, Davies & Geneve 2014, 722). Tehdyn aloituksen kautta saa-
tiin kuitenkin merkittavasti tietoa aloittamisen kaytannon tyosta ja toiden
valmisteluista seka valineistosta. Opinndytetyon kannalta aloitus onnistui
erittdin hyvin. Aloituksesta saatiin kuvamateriaalia ja aloituksen tekemi-
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nen mahdollisti kdytantdjen luomisen ja oppaan kirjoittamisen sen nykyi-
seen muotoon. Kirsikan aloittamisen vaikeudesta huolimatta kayttoon saa-
tiin toimiva mikrolisaysviljelma.

Aloituksen tekeminen Kinnalan Taimistolla johti valineiston paivittami-
seen ja mikroviljelmien aloitusten tekemisen taitojen kehittymiseen. Tai-
miston mikrolisdyslaboratoriolla on nyt valmius tuottaa aloituksia eri kas-
veista ja lisata kasveja omaan tuotantoonsa. Lisdksi opittiin mista voidaan
hakea tietoa aloitusten tekemiseen eri kasvien kohdalla. Oppaan tekemi-
nen opetti, etta aloitustekniikoita on monia ja toimiva viljelma voidaan ai-
kaansaada monella eri tavalla. Eri muuttujat aina tyontekijasta sadoloihin
vaikuttavat mikrolisdysaloituksen tekemiseen ja yhta ainoaa oikeaa tapaa
aloittaa mikrokasveja eiole. Tiedonhankinnassa opinndytetydssa etuna oli,
ettd tyota toteutettaessa ei tekijalla ollut aiempaa kokemusta aloituksista.
Taman seikan vuoksi paastiin helposti kosketuksiin sellaisten kysymysten
kanssa, joita ensikertalaisella on mikrolisaysviljelman aloitusvaiheessa.

Mikrolisdysaloituksen tekeminen on tyolasta ja vaatii runsaasti aikaa. Ai-
kaa kuluu suunnitteluun, valineiden valmisteluun ja itse sterilointiin seka
vield aloituksen jalkeen tarkkailuun. Kokonaisuudessaan prosessi vie tyo-
tunteja runsaasti, vaikka toisinaan kokonainen mikrolisdysaloitus saattaa
infektoitua ja ndin tyon hyoty menee hukkaan. Koko prosessi osoitti, etta
suunnitteluun ja valmisteluun on kulutettava aikaa mahdollisimman hyvan
lopputuloksen saamiseksi. Ajankdyton kannalta osoittautui erittdin jarke-
vaksi koostaa opas ja kuvaus toistd. Ajankayton tehostaminen mahdollis-
tuu turhan tyon minimoinnilla ja tyota tukevalla materiaalilla seka valineis-
tolla. Ajankdyttoon voidaan kiinnittad enemmankin huomiota, kun mikro-
viljelmien aloittamiseen liittyvat tyot tulevat tutuiksi. Ajankaytollisiin seik-
koihin pystytaan vaikuttamaan ennakkovalmisteluilla ja erilaisten mikroli-
saysaloituksiin vaikuttavien asioiden huomioinnilla. Jos esimerkiksi emo-
kasvin valinta on suoritettu huolimattomasti, voi koko viljelman aloittami-
sen onnistuminen olla kiinni siitd; terveellda emolla on suuri vaikutus aloi-
tuksen onnistumiseen

Tehokkaaseen tuottamiseen pyrittdessa tulee tyonteon sujua sulavasti ja
vaivattomasti. Téiden suunnitteleminen ennakkoon ja tilanteiden ennakoi-
minen ja siten my®s varautuminen on osa tehokasta tuottamista. Kun ver-
soviljelman aloituksen tekeminen on suunniteltu valmiiksi tarpeeksi hyvin,
voidaan tekohetkelld keskittya vain hetkelliseen ajankaytt66n. Ajanhallin-
taa tulee miettia koko ajan aloitusta tehdessa, silla esimerkiksi tyopaivan
puitteissa tauot saattavat rajoittaa tai haitata tekemista. Ajankayttoon voi-
daan vaikuttaa jarkevan tyoskentelyn kautta aina aloitusalustan valmista-
misesta ja tyovalineiden valmistelemisesta saakka. On jarkevaa valmistaa
alustaa suurempia eria kerralla ja valineitd useammalle viljelmien aloitus-
kerralle samalla kertaa. Esimerkiksi aloitusalustan valmistamisessa pienia
eria valmistettaessa tyotekniset seikat, kuten pH-saato, vaikeutuvat. Suu-
rempien erien kanssa tyoskentely on mittaamisen ja pH-sdaadon kannalta
tehokasta ja helpompaa. Useita pienia erid valmistettaessa joudutaan val-
mistukseen kaytettavaa valineistda puhdistamaan useita kertoja, kun taas
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yhden suuremman erdn kerralla tiskaamisen kdytettava aika kulutetaan
vain kerran.

Ajankaytollisesti seka tehokkuuden kannalta on mielenkiintoista tietda pal-
jonko mihinkdkin tyovaiheeseen kuluu aikaa. Opinndytetyota tehtdessa
kellotettiin tyoskentelyn eri vaiheita, jotta voitaisiin miettia teoreettisesti
suurien viljelmien aloittamiseen kuluvaa aikaa. Tyon kellottamiseen ei kui-
tenkaan ole paasty paneutumaan taman opinnadytetyon tiimoilta. Kellotta-
misesta paateltiin, etta pienetkin seikat aloitustyon eri vaiheissa kuluttavat
hyvinkin paljon aikaa. Esimerkiksi foliokansien kayttamisessa parafilmisui-
kaleiden pyérittaminen koeputken ymparille kulutti aikaa huomattavasti
enemman kuin, mita koeputkien korkittamiseen kului muovisia korkkeja
kaytettaessa.

Ensimmaisessa aloituserassa kaytettiin foliotaitoskansia ja parafilmia kork-
keina. Folioiden taitteluun ja leikkaamiseen saatiin kulumaan hyva tovi ai-
kaa, silla oikeita mittoja ei ollut tiedossa ennakkoon. Aikaa kului huomat-
tavan paljon enemman, kuin ennakolta kuviteltiin. Lisdksi foliokansien
kayttamisessa kuluu paljon aikaa myds laminaarikaapissa tyoskennelta-
essa. Kansien kaytto koettiin hitaaksi ja huomattiin, etta foliota kuluu pal-
jon vaikka hukkapaloja ei syntyisikaan taitoksia valmisteltaessa. Kinnalan
Taimistolle tilattiin muoviset koeputkiin sopivat korkit. Korkit todettiin hel-
poksi kdyttaa ja tyoskentely sujui varmemmin kuin foliotaitosten kanssa.
Tyoskentelyvarmuus vahentaa infektioriskia ja mahdollistaa paremman
onnistumisen mikrolisdysaloituksen tekemisessa. Muoviset koeputkien
korkit todettiin kannattavaksi ostokseksi, silla niitd voidaan kayttaa pesun
jalkeen aina uudelleen jatkossakin.

Ty6hon olisi voitu valita samat aloitusalustat jokaiselle aloituskerralle. N&din
saadut tulokset olisivat olleet paljon enemman vertailtavissa. Aloituksen
ajankohta jai suhteellisen myohaiseen syksyyn. Kylman kesan jalkeen talla
seikalla ei tuntunut olevan suurta merkitysta infektioiden kannalta.

Mikrolisdysviljelmien aloittamiseen kuluu resursseja, eikd rahalle aina
saada vastinetta. Aloitukset eivat aina onnistu, varsinkaan silloin kun koke-
mus aloittamisesta on vahaista. Usein aloituksien tekeminen vaatii aloitus-
alustojen ja sterilointitekniikoiden kanssa hienosaatéa ennen kuin saadaan
aikaan toimiva aloitustapa ja mahdollisesti kasvavia versoja.

Mikrolisdysaloitusten tekemisessa voisi yrittaa kehittda yhteistyota mui-
den mikrolaboratorioiden kanssa. Asetelmaan liittyy hankaluuksia muun
muassa salassapidon kannalta, mutta yhteistyon kehittdminen saastaisi ai-
kaa ja kulut pienenisivat. Mita voitaisiin tehda toisin, jotta jokaisen labora-
torion ei tarvitse tehda aloituksia, tai onko jokaisen mikrolaboratorion jar-
kevaa tehda itse aloituksia jaa selvitettdvaksi ja nahtavaksi tulevaisuuteen.

Tyota kootessa huomasi selvasti olemassa olevan perusteellisen ohjema-
teriaalin puuttumisen koskien mikrolisdysaloituksia. Tarvetta suomenkieli-
selle ohjeistukselle ei sindnsa ole olemassa, silla Suomessa mikrolisdys on
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pienialaista ja tieto periytyy tekijalta toiselle. Kuitenkaan olemassa ei ole
myo6skaan kokonaisvaltaisesti kddesta pitden aloittamiseen ohjeistavaa te-
osta edes englanniksi. Joihinkin mikrolisdyslaboratoriossa tehtaviin téihin
on olemassa ohjeita, joiden alkupera ei ole tiedossa. Tallaista tietoa saa-
daan, kun mikrolaboratorioissa tehdaan koemaisesti kokeiluja ja todetaan
asioita, joita ei valttamatta koskaan kirjata mihinkaan eika lahdeta todista-
maan suuremmilla koe-erilla. Opinnaytetyota varten lapikayty kirjallisuus
osoitti myos mikrolisdaysta kasittelevan kirjallisen tiedon olevan iadltaan
melko vanhaa. Ehka uutta kirjallisuutta aiheen ymparilta olisi paikallaan
saada.

Mikrolisdystyohon ja aloituksien tekemiseen liittyy monia riskeja ja vaaran-
paikkoja, jotka tyontekijan tulee tiedostaa. Tapaturmien vahentamiseksi
tyontekijoiden olisi hyva olla kouluttautuneita edes riskien tiedostamisen
vuoksi.

Tutkimuskysymyksena ollut mikrolisdysaloitusten tehokkuus vaatii lisa-
tyota. Vaikka tehokkuuteen vaikuttavia seikkoja pysyttiin huomioimaan
opinnaytetydn tekemisen kautta ja aikaa kuluttaviin seikkoihin voidaan si-
ten varautua ja puuttua jatkossa, jaa silti mahdollisimman tehokkaan aloi-
tuksen tekemisen kysymys edelleen vaille taydellista vastausta. Lisatydssa
tulisi selvittda eri vaiheiden nopeutta ja miten niitd pystyttaisiin nopeutta-
maan. Lisaksi selvitettdavaa olisi erilaisten sterilointien valisessa vertailussa
eri kasveille. Pienten aloitusalustamdarien todettiin olevan epatehokasta
ja epataloudellista.
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1 JOHDANTO

Tama ohjeistus on laadittu ohjeistamaan mikrolaboratoriossa tyéskentelya ja neuvo-
maan mikroviljelmien perustamisessa. Ohjeen tarkoitus on selventaa mikrolisayksen
aloittamisen eri vaiheet ja siihen liittyvat tyot seka opastaa tyohon. Kasvien lisaamisesta
I6ytyy runsaasti kirjallisuutta seka internetlahteita. Oppaan tarkoitus on selventaa vain
mikrolisdyksen osuutta ja keskittyda nimenomaan viljelman perustamiseen ja antaa val-
mius suorittaa aloitus ohjeen avulla.

Mikrolisdayksessa on omat haasteensa ja helppoutensa. Kasvien lisadmismuotona se toi-
mii useiden kasvien kohdalla erinomaisesti ja tekniikalla pystytdan tuottamaan terveita
ja halutulla tavalla kasvavia taimia. Taimikasvatuksellisesti mikrokasvien kasvattaminen
on oma lukunsa, silla mikrokasvit ovat vaativia ja tarvitsevat saannéllista hoitoa. Mikro-
taimet saattavat kasvaa monistusvaiheessa kausiluontoisesti, niiden kasvattaminen
saattaa olla eri huoneiden valilla erilaista ja ne voivat kasvaa eri tavoin eri huoneissa.
Tallaisten haasteiden kanssa tydskennellessa mikrolisayksesta oppii paljon tarkkaile-
malla ja seuraamalla viljelmia ja niiden kayttdaytymista. Aloittamisessa myds on omat
haasteensa ja helppoutensa. Koko aloitusprosessi menee muuttujista huolimatta usein
samalla kaavalla ja kaavan muuttujia muuttamalla voidaan tehda aloitus eri kasveista.
Tama voidaan nahda helppoutena, silla aloittaminen toteutetaan ohjeita noudattaen.
Haasteena on steriloinnin onnistuminen ja riittdvan sterilointivasteen saavuttaminen
aloitusmateriaalia puhdistettaessa.

Ohjeessa on selostettu mahdollisia ongelmakohtia ja pyritty selventdmaan tyotapoja,
joilla aikaansaadaan mahdollisimman hyva viljelman aloitus. Ongelmakohtiin ei aina ole
olemassa suoraa vastausta, eika kaikesta pysty millddn sanomaan mistd ongelmat joh-
tuvat; aina ei ole edes jarkevaa selvittaa syita kaikelle. Kuitenkin avustavia vinkkeja sii-
hen, millaisista asioista on kyse, on kdyty oppaassa lapi ja pyritty kuvaamaan seikat siten,
ettd ongelmia ratkottaessa pystyttaisiin mahdollisesti saamaan selville ongelman ai-
heuttaja ja korjaamaan tilanne.

Ohjeeseen on koottu suosituksia siita, kuinka aloituksien tekeminen saataisiin sujumaan
Kinnalan Taimiston puitteissa mahdollisimman jouhevasti. Kehityskohteitakin on pyritty
avaamaan. Opasta mikrolisaysviljelmien aloittamisesta voidaan soveltaa muissakin mik-
rolisdyslaboratorioissa ottaen puitteet huomioon. Opas on koottu ajatellen Kinnalan Tai-
miston olemassa olevia ohjeistuksia ja luottaen niiden kadytettavyyteen seka oppaan
kayttajan kykyyn ammentaa puuttuvat tiedot sita kautta. Nain ollen ulkopuoliselle luki-
jalle saattaa jaada aukkoja ohjeistukseen, mutta perusperiaatteelta opas mahdollistaa
viljelman aloittamisen ja kuvailee sen tarkeimmat kohdat sanallisesti ja kuvallisesti.

Oppaan tekemisen tueksi kaytetyt lahteet tulevat ilmi opinndytetydsta, jonka seurauk-
sena opas on tehty. Ldhteet on listattu opinnaytetyon loppuun. Koska ohjeistus on to-
teutettu kirjoittajan omien havaintojen perusteella, seka lahdetietoihin vedoten, on
hyva muistaa, ettd kokonaisuudessaan aihe kasittaa laajasti sellaista asiaa, jotka on ja-
tetty oppaasta pois. Opinnaytetyon liitteena oleva ohjeistus on laadittu ensisijaisesti pal-
velemaan kaikkia tyOvaiheita ja valmistelemaan aloittamiseen sekd viemaan loppuun
aloitettujen viljelmien hoito aina monistusvaiheeseen asti. Lisaksi on liitetty ohjeistusta
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tarkeimmista aloittamiseen liittyvista toista steriloinnin lisdaksi. Ndiden lisdohjeiden
avulla voidaan toteuttaa kokonaisvaltaisemmin aloitukseen liittyvia toita aina valmiste-
lusta infektioputkien pesemiseen asti.

Oppaasta loytyy toistomaisesti kuvallinen ja sanallinen ohjeistus. Tdman toiston tarkoi-
tus on tahallinen ja tukee oppaan kayttajan tyota.
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2 EMOKASVI

Kun paatetaan perustaa mikrolisaysviljelma, on aivan ensimmaiseksi hyva perehtya asi-
aan kirjallisuuden kautta. Kirjallisuudesta saadaan hyvaa pohjatietoa aloittamiseen liit-
tyen. Pohjatiedon lukeminen ja ymmartaminen kuuluvat aloitusprosessiin varsinkin sil-
loin, kun tekija tekee aivan ensimmaisen mikroviljelman aloituksensa. Mikroviljelmien
aloittaminen vaatii ymmarrysta kasvien fysiologiasta seka ymmarrysta laboratoriotyds-
kentelysta.

Alkuvaiheessa valitaan monistettava kasvi, niin sanottu emokasvi, josta halutaan luoda
kopioita. Mikrolisayksella tuotetut versot ovat emonsa kaltaisia, joten emokasvi valitaan
huolella ja harkiten. Emokasvin tulee olla hyvakuntoinen. On tarkeaa muistaa, etta kloo-
nit omaavat my6s emonsa kaikki huonot ominaisuudet ja kasveista tulee samaan tapaan
kasvavia kuin emosta. Emokasvin ominaisuus, jonka vuoksi se halutaan monistaa, voi
pahimmassa tapauksessa osoittautua virukseksi, joka aiheuttaa esimerkiksi lamoavan
kasvutavan ja ominaisuus saattaa havitd kasvia monistettaessa. Tama on kuitenkin
useimmiten puhdistettujen viljelmien ongelma, tavallisella steriloinnilla kasveista ei pys-
tyta havittdamaan kasvin sisalla olevia viruksia, vaikka haluttaisiinkin. Tassa vaiheessa tu-
lee kiinnittdda huomiota myos lajikkeeseen ja sen aitouteen. Jotta mikrolisayksellad tuo-
tettuja versoja voidaan kasvattaa ja myyda lajikenimell3, on tiedettadva, ettd emo on ol-
lut kyseista lajiketta.

Emokasvin valintaan vaikuttaa lisdksi myds emotaimen ika, nuoret kasvit monistuvat pa-
remmin mikrolisdyksella. Emokasvina voidaan kayttdda myos vanhojen kasvien nuorem-
pia osia, viimeisimpana kasvaneita versoja, jotka ovat fysiologisesti nuoria. Emokasvin
ollessa jo vanhemmalla ialla, voidaan saavuttaa parempi tulos kasvin varttamisen avulla.
Varttaminen helpottaa toisinaan viljelman alkuunlaht6a, silloin on kuitenkin ehdotto-
man tarkeaa aloittaa viljelma vartteesta.

Mikrolisdysviljelmien aloittamiseen voidaan kayttdaa samaa emomateriaalia kuin pisto-
kaslisayksessa kaytetdaan. Mikrotaimia tuotettaessa on kuitenkin tarkeaa kiinnittdaa huo-
mio kasvien terveyteen ja ikaan, silla pistokasmateriaalina ei aina kayteta uusia kasveja,
vaan pistokkaat leikataan vanhoista tai hyvinkin idkkaista kasveista. Mikrotaimimateri-
aaliksi tulisi valita parhaimmat tuoreista kasvuista ennen pistokasmateriaalin ottamista.

Lisdysmateriaalia voidaan kerata myos hyodetyista kasveista. Kasvin ollessa lepotilassa,
voidaan kasvista ottaa oksia hyotoéon esimerkiksi kasvihuoneeseen ja sita kautta saa-
daan materiaalia aloitusta varten. Tama on hyva tapa tuholaisherkkien kasvien kohdalla,
sillda dormanssissa olevia kasveja ei yleensa vaivaa tuholaispopulaatiot niidenkin vietta-
essa horroskautta. Kasvihuone tarjoaa lisdksi lamp06a ja valoa tarpeeksi lepotilan loppu-
miseksi. Hyodon tullessa kysymykseen on hyva varmistaa kasvukaudella kasvin yleis-
kunto ja todeta sopivuus viljelman aloitusmateriaaliksi. Hyot6 voidaan suorittaa kasvista
riippuen myos huoneoloissa.
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2.1 Aloitusmateriaali

Aloitusmateriaaliksi kelpaavat mahdollisimman tuoreet ja nuoret verson osat. Viimei-
simpana kasvaneissa versoissa on vahiten taudinaiheuttajia ja ulkoiset tekijat ovat paas-
seet vahiten vaikuttamaan nuoriin kasvinosiin. Sopivat kasvinosat voi tunnistaa taivut-
tamalla versoa. Liian puutuneita versoja ei tule kayttaa.

Emokasvin kuntoon vaikuttavat monenlaiset tekijat. Emokasviksi ei kelpaa niin sanottu
stressikasvi, jota ovat vaivanneet tuulet, kuivuus, paahde tai liilan marka kasvualusta.
Emokasvin oloja voidaan parantaa lannoituksella. Jos saatavilla on vain iakkaampaa kas-
vimateriaalia, voidaan aloitusta varten kasvin oloja parantaa myds nuorentamalla kasvia
kasvattamalla emosta otettuja pistokkaita tai vartteita kasvihuoneessa, kunnes kasvu on
parempaa. Aloituspalan kohta kasvissa on merkityksellinen, silla kasvin oksat ovat eri
kohdissa kasvia erilaisissa kasvun vaiheissa.

Aloitusmateriaali

Kun emokasvi on valittu, tulee kaikki siita
tiedossa olevat tiedot kirjata ylos

Kasvin terveys tarkastetaan huolellisesti

Aloituksessa kdytettavd materiaali tulee olla
mahdollisimman nuorta solukkoa.

Aloitukseen kaytettavd materiaali kerdtaan
mahdollisimman uusista sivuversoista ldheltd
kasvin tyved. Vanhinta solukko on kasvin
latvassa ja tyvella.

Aloitusmateriaaliksi valikoituu emokasvi, joka on
mahdollisimman terve ja kasvultaan mahdollisimman
hyva. Kasvutapa siirtyy aloitusmateriaalin versoihin.

Aloitusmateriaaliksi pyritdan valitsemaan
mahdollisimman nuoria versoja niiden hyvan
monistumisen ja elinvoimaisuuden vuoksi. Lisdksi
tuoreisiin kasvuihin eivat ole viela ehtineet vaikuttaa
sddolot kuten vanhoihin kasveihin. Nuoriin kasvuihin
eivit ole paasseet vaikuttamaan niin suuresti
myoskaan bakteerit, hiivat, sienet ja muut aloitukselle
haitalliset tekijat.

Kasveihin vaikuttavia tekij6itd ovat vuodenajat ja
sddololliset tekijat, ne tulee ottaa huomioon
materiaalia valitessa ja kerdtessa. Lisaksi
kasvimateriaalin sijainti kasvissa vaikuttaa
aloitusmateriaaliin

Materiaalia voidaan kerata ulkona kasvavien kasvien
lisdksi hyotdon otetuista kokonaisista kasveista tai
oksista.
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3 VALMISTELUT

Valmistelut ovat suuri osa viljelmien aloituksen tydsta. Valineiden valmisteleminen vie
aikaa ja vaatii suunnittelua. Tarvittavat tavarat ja aineet suositellaan katsottavaksi lapi
ennakkoon ja suunniteltavaksi valmiiksi, milloin valineiden ja tarvikkeiden sterilointi ta-
pahtuu.

3.1 Tyovalineet ja aineet

Laboratoriovalineiden hankkiminen on hintavaa ja valineiden toimittaminen kestada
yleensa jonkin aikaa. Suomessa toimii muutamia laboratoriovalineita toimittavia yrityk-
sia.

Mikrolisaykseen tarvitaan paljon valineistda ja valineiden maara riippuu paljon labora-
torion koosta ja sen toiminnan suuruudesta. Padasaantoisesti on hyva varmistaa ennen
viljelman perustamisen aloittamista, etta tarvittavat valineet ovat valmiina.

3.2 Vailineiden sterilointi ja ennakkovalmistelut

Laminaarivirtauskaapissa tyoskennellessa tyovalineiden, kuten pinsettien, steriloimi-
seen voidaan kdyttaa kvartsi-sterilaattoria eli lasihelmisterilisaattoria tai spriilamppua.
Spriilamppu palaa polttonesteen voimin ja valineet steriloidaan kastamalla ne ensin al-
koholiin ja polttamalla alkoholi pois; tata kutsutaan liekitykseksi.

Ennen viljelmadn perustamispdivaa tulee valmistella valineita ja tarvikkeita, koska lami-
naarissa tyoskennellessd on myos osan vélineista oltava steriileita. Sterilointi kuumen-
tamalla [ampokaapissa on hyvaksi havaittu tapa poistaa kontaminantit valineista, joita
aiotaan kayttaa laminaarissa. Ldmpo- eli kuumailmasterilointiin kdytetaan laboratorio-
oloissa lampoOkaappia. Limpokaappeja 16ytyy markkinoilta runsaasti eri kokoisia ja na-
koisia, erilaisilla ohjelmilla ja toiminnoilla. Padsaantoisesti lampdkaapin ei tarvitse omata
mitaan erityisia ominaisuuksia valineiden sterilointia varten. Lampdkaappia pidetaan
paallad 4 tuntia 160 °C:ssa.

Lampokaappiin laitetaan steriloitumaan neljaksi tunniksi, mielelldan viimeistaan paivaa
ennen seuraavat valineet:

- 5 x pieni dekantterilasi (noin 100 ml) tai pieni lasipurkki (vauvanruoka-
purkki), kaksinkertainen folionelié kanneksi, painele kansi hyvin kiinni
reunoihin

- 2 xiso dekantterilasi (noin 300 ml), kaksinkertainen folionelié kanneksi,
painele kansi hyvin kiinni reunoihin

- Tyovalineita: kaksi veista ja kahdet lyhyemmat pinsetit, yhdet tai kah-
det pitkdvartiset pinsetit kdaritaan folion sisdan ja suljetaan lampotei-
pilld tai valineet suljetaan lammon kestavan muovin sisdan ja suljetaan
muovi tiiviiksi sithen tarkoitetulla laitteella

- Haihdutusmalja folioon kaarittyna, suljetaan lampoéteipilla
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- Jos kaytossa on lasiset petrimaljat eli haihdutusmaljat, tulee ne laittaa
steriloitumaan ennen kayttda lampdkaappiin, mahdollisesti jo edelli-
sena paivana tai yona. Mikali kdytossa on muoviset steriilipakatut pet-
rimaljat, niiden saatavuus on hyva varmistaa etukateen

- Foliokannet taiteltuna ja kaarittyna sterilointipakettiin putkimaaran
mukaan

- Jos koeputkiin laitetaan foliokorkit, laitetaan koeputket steriloitumaan
lampokaappiin folioon kaarittyna.

- (Foliokannellinen mittalasi)

Steriloi valmiiksi ioninvaihtovettd, sita kuluu siirrostuksessa ja steriloinnissa. Kuluva
maara riippuu aloitettavan mikrolisaysviljelman aloitusmateriaalin maarasta ja tyosta-
jasta. Ylimaaraista on hyva olla saatavilla, jos pullo sattuu hajoamaan tai korkki on ste-
riloinnin jalkeen jumiutunut liian tiukalle.

Viljelmaa perustettaessa tarvitaan myos koeputkia ja koeputkitelineita. Koeputki on
juuri sopiva kasvupaikka pienelle kasvin alulle. Koeputket on helpoin hallita koeputkite-
lineiden avulla, silla koeputket rikkoutuvat herkasti eivatka kaikki koeputket pysy pys-
tyssa pohjan kaarevan muodon vuoksi. Koeputkia tulee olla riittavasti, silla kasvualustaa
tarvitsee tehda jarkeva maara eika keitettya alustaa ole jarkevaa kaataa pois, jos se ei
mahdu putkiin. Koeputkien maaralla pystytaan hyvin aloittaessa miettimaan esimerkiksi
jonkin kasvualusta kokeen otoksen laajuutta ja kerralla tehdyt aloituserat voivat olla
suurempia. Vaikka tavoite mikroviljelmien aloittamisessa on saavuttaa yksi kasvava
verso, jota aletaan monistaa, on silti todennakdisempaa onnistua, kun koeputkia on kas-
vatuksessa enemman.

Koeputket ja muut lasiset laboratoriovélineet ovat usein borosilikaattilasia. Lasin kaytto
laboratoriovalineissa on turvallista, koska materiaali kestaa hyvin kemikaaleja ja kulu-
tusta, myos puhdistaminen kdy suhteellisen helposti. Lasi ei useinkaan ime itseensa ke-
mikaaleja ja jdamat on helppo puhdistaa jopa kasin tiskaamalla.

Foliokansia kaytettdaessa kansien taittelu tapahtuu seuraavasti:

1. Paksua foliota taiteltaessa taitos kaksinkertainen, tavallinen kotitalousfolio tai-
tellaan kolmeen kerrokseen.

2. Foliorullan paasta taitetaan noin kymmenen sentin kohdalta taitos, jotta saa-
daan kaksinkertainen suikale

3. Suikaleen katkaiseminen kdy nopeimmin viivoittimen avulla

4. Foliorullan leveyden ja sitda myo6ta suikaleen pituuden mukaan suikale taitetaan
kolmeen tai neljaan kertaan siten etta voidaan leikata noin 10 cm x 10 cm kaksin-
tai kolminkertaiset palaset irti

Taitellut ja leikatut foliokannet laitetaan pinoon ja foliosta otetaan palanen, joka lai-
tetaan kaksin kerroin. Folioneliépino taitellaan foliopalan sisdan siten, etta taitettu
reuna tulee kdaretta laminaarissa avattaessa helposti saataville. Nain helpotetaan
foliokansien ottamista pinosta. Kayttamattomat foliokannet voidaan taitella uuden
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kdareen sisaan. Kaarityt kannet laitetaan lampdkaappiin muiden steriloitavien vali-
neiden mukaan.

Valmistelut —
valineet ja aineet

Tarvittavat valineet kerdtaan
valmiiksi ja valmistellaan
laminaarikaappi. Vélineet voidaan
pyyhkia alkoholilla odottamaan
laminaarivirtauskaappiin ennen tydn
aloittamista.

Ennen varsinaisen tyon aloittamista
on tarkedd varmistaa, ettd kaikki
oikeat vdlineet 16ytyvat ja astioita on
steriloitu tarpeeksi. Lisdksi pitda
valmistaa natriumhypokloriittiliuos
valmiiksi odottamaan sterilointia.

Valmistelu — dekantterilasien
merkinta

Tydskentelyn aloittamisen helpottamiseksi ja sekaannuksilta
valttymiseksi voidaan dekantterilasien foliokansiin kirjoittaa
kuvan kaltaisesti niiden roolit steriloinnissa.

Numerot yhdestd neljaan ovat pienia dekantterilaseja ja
edustavat huuhtelukertoja, etax ja NaOCl ovat
sterilointiaineita ja ne tulevat isoihin dekantterilaseihin.
Lisdksi tarvitaan ioninvaihtovedelld varustettu pieni
dekantterilasi.

Tiedot foliokansissa helpottavat tyoskentelya ja astiat eivat
mene sekaisin kun ne pitda jarjestyksessa.

4 LABORATORIOPUHTAUS

Puhtaus on tarked asia, silla epdapuhtaus voi aiheuttaa hallitsemattomia kontaminaa-
tioita, pilata viljelmia ja aiheuttaa suuria taloudellisia tappioita. Puhtaus on hyvin moni-
ulotteista ja tyontekijoiden kouluttaminen on ensisijaisen tarkeaa tyon onnistumisen
kannalta. Mikroviljelmien onnistuneen viljelyn edellytys on puhtaat, hyonteisvapaat tilat
ja mahdollisimman hyva puhtaus sienista ja pienelidista.
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Infektoituneita viljelyastioita ei suositella avattaviksi. Aloittamisen kannalta tdama on
myo0s tarkeaa, silla [ahes poikkeuksetta aloituksissa ilmenee runsaasti infektioita aloitus-
putkissa ja vield sen jalkeenkin. Putkia ei mydskaan saa avata ja niiden kasittelyssa tulee
noudattaa erityista varovaisuutta herkan rikkoutumisen mahdollisuuden vuoksi. Infek-
tiopurkeista levida ilmaan itioita, jotka saattavat aiheuttaa lisda infektioita myohemmin
avatuissa purkeissa.

4.1 Vaatetus

Laboratoriossa kasitelladan kemikaaleja, pesuaineita ja toisinaan ollaan tekemisissa myds
tulen kanssa. Tasta syysta pukeutumiseen ja vaatetukseen tulee kiinnittaa jonkin verran
huomiota. Vaatteiden lisaksi suojavarustukseen kuuluu joissakin tyotehtavissa hengitys-
suojain ja kemikaalin kestavat suojakasineet. Hengitysmaskeja ja kasineita on saatavilla
runsaasti erilaisia, niiden sopivuus ja tilauspaikka kannatta katsoa sen mukaan kuinka
suuri menekki on ja mihin tarkoitukseen seka kuinka puhdasta halutaan.

Paasaantoisesti laboratorioon ei kannata pukeutua pollyaviin villaisiin vaatteisiin tai lie-
huviin vaatteisiin. Ylimaaraiset polyt voivat olla haitaksi puhtaille viljelmille ja laminaari-
virtauskaapin toiminta saattaa hairiintya suurista pélahdyksista, eika se pysty pitdamaan
kaikkea kaapin ulkopuolella puhaltimensa avulla. Tyoskentelya saattaa haitata myos lie-
huvat vaatteet, jotka voivat jaada kiinni tai syttya palamaan. Tama on riski tyon tekemi-
sen kannalta, mutta myos ilmiselva riski tyontekijalle.

Vaatetuksella tarkoitetaan myos suojatakkia, jota yleensa laboratoriossa pidetaan ylla.
Yleisesti laboratorion suojatakeissa suositaan materiaalina puuvillaa; puuvilla syttyy
huonommin tuleen kuin keinokuituiset vaatteet. Laboratorio-oloissa takki suojaa rois-
kuvilta ja kaatuvilta kemikaaleilta ja pitdd omissa vaatteissa olevia hiukkasia kurissa. Suo-
jatakkeja myydaan hoitajille tarkoitetuissa nettikaupoissa, laboratoriotyontekijoille tar-
koitetuissa nettikaupoissa seka tyovaatteita myyvissa erikoisliikkeissa. Laboratoriossa
kaytetdan suojatakkia, joka suojaa kasveja tyontekijaltd seka omia vaatteita tydssa mah-
dollisesti aiheutuvalta sotkeutumiselta. Kirjallisuudessa kehotetaan valttamaan pitkia
hihoja suojavaatteissa, silla ne kerdavat polya.

Jalkineet, joita kaytetdan laboratorion tiloissa, on hyva pitda vain laboratoriossa sisalla
kaytettavina jalkineina. Mikrolisdyslaboratoriotiloihin ei saa menna ulkojalkineilla. Jalki-
neiden mukana kulkeutuu likaa ja kontaminantteja laboratorion tiloihin. Ulkokenkien
paalle voidaan vetda suojapussit, jotta nopeat vierailut laboratoriossa helpottuvat. Yli-
maaraisia vierailuja laboratorion tiloissa tulee kuitenkin valttdaa turhan kulkeutumisen
estamiseksi. Tydssa kaytettaviksi jalkineiksi soveltuvat useimmat kengat. Tydskentelyn
kannalta mukavampaa on, jos kenkien pohjista 16ytyy kantapaan alta hieman korkoa ja
pohjat ovat jamakat. Esimerkiksi keittidissa kaytettavat jalkineet soveltuvat hyvin mik-
rolisdyslaboratorioon. Ohutpohjaisia kenkia ei suositella, silla mahdolliset lasinsirut saat-
tavat lavistaa pohjat. Kenkien pohjat desinfioidaan tai puhdistetaan muuten saannolli-
sesti.
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Tyoskennellessa voi olla paljain kasin tai vaihtoehtoisesti kdyttdaa kertakayttoisia kasi-
neitd. Laminaarivirtauskaapissa tyoskenneltdessa on suositeltavaa, ettd pitkdt hiukset
pidetaan kiinni, jotta ne eivat hairitse tyontekoa, eika niita tarvitse siirrella pois edesta.

ViljelImaa perustettaessa tulee muistaa suojavaatteiden olevan tarkoitetut kaytettavaksi
vain laboratoriossa. Esimerkiksi sisdakengissa tai laboratoriotakissa ei tule lahted ulos
noutamaan aloitusmateriaalia. Aloitusmateriaalin kasittelyssa tulee myds huomioida
vaatteiden mahdollinen likaantuminen ja pyrkia olemaan kuljettamatta likaa laborato-
rion puolelle.

4.2 Siivous ja desinfiointi

Kengissa ja vaatteissa seka astioissa ja tavaroissa kulkeutuvan irtolian estaminen koko-
naan on lahes mahdotonta. Kulkeutumista voidaan kuitenkin hillita asettamalla labora-
torion kulkuvaylalle hiukkasia imevia mattoja. Kenkien pohjia tulee pesta ja desinfioida
aina tarvittaessa, kuitenkin hyvana pesuvalina voidaan pitaa noin viikkoa. Aloituksia teh-
tdessa aloitusmateriaalista irrotettavat lehdet putoilevat helposti lattialle, silloin jalki-
neiden pesemista voidaan harkita tilanteen mukaan.

Siivous tulee suorittaa saanndllisesti ja yleisesta puhtaudesta tulee huolehtia paivittai-
sessa tyossa. Siivoukseen kuuluu tyoohjeiden mukaisesti poytien pyyhinta alkoholilla
joka aamu seka imurointi ja lattioiden pesu sadanndllisesti. Siivouksesta pidetaan kirjan-
pitoa.

Aloitukseen liittyen siivoamiseen ja desinfioimiseen on hyva kiinnittda huomiota aloitus-
materiaalia sisdan tuotaessa. Valineiden huolellinen puhdistaminen jalkeenpdin on osa
puhtaanapitoa, joka edistda aloituksen onnistumista ja yleista laboratorion puhtautta.

Kasvatushuoneen siisteydesta tulee huolehtia muiden tilojen siistimisen ohella. Hyllyt
pyyhitaan saanndllisesti ja desinfioidaan ajoittain.

5 TYOTURVALLISUUS MIKROLABORATORIOSSA

Turvalliseen tydymparistdon panostamalla aikaansaadaan turvallisempaa ty6skentelya
ja vahennetaan tyotapaturmia. Kun tiedostetaan riskit ja osataan varautua niihin, voi-
daan yrittda ymmartaa tyoturvallisuutta ja luoda turvallista tyoskentelya, lisaksi voidaan
minimoida tapaturmat ja vahingot. Turvallisuus liittyy aina tyontekijaan ja turvallisuus
voidaan nahda monialaisesti sekd monelta kantilta. Tyontekijan pitdaa tuntea tyoéturval-
lisuusohjeet hyvin ennen tyon aloittamista.

5.1 Kemikaalit

Kemikaalit tulee pitaa suljettujen ovien takana, lukollisessa kaapissa tai huoneessa. Ke-
mikaaleista tulee olla laboratoriotiloissa CLP-asetuksen mukainen luettelo. Kemikaalien
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kanssa noudatetaan aina varovaisuutta ja tarkistetaan kadyttéturvallisuustiedotteista ai-
neiden vaarallisuutta ja kasittelya koskevat tiedot ennen tyon aloittamista. Tyossa kay-
tetdan aina asianmukaisia suojaimia. Kemikaalien kasittelyssa kdytetaan hengityssuo-
jainta. Kemikaaleja kaytetdan aloituksissa alustojen valmistamisessa. Alustojen valmis-
tamisessa noudatetaan tydohjeita, jolloin kemikaalien kanssa tydskentely on tydnteki-
jalle turvallista.

Kemikaalien sadilytyspakkauksissa on usein merkittyna niiden haitallisuus, kuitenkaan
usein laboratorio-oloissa pakkauksiin ei ole aina merkitty vaarallisuudesta tiedottavia
asioita. Kemikaalien vaarallisuus selvida kayttoturvatiedotteista. Laboratoriossa tulee
aina olla saatavilla kayttoturvallisuustiedotteet jokaiselle kdytettavalle kemikaalille. Jo-
kaisen laboratoriossa tyoskentelevan henkilon, joka kayttaa kemikaaleja tai on niiden
kanssa tekemisissa, tulee tutustua kayttoturvallisuustiedotteisiin. Kayttéturvallisuustie-
dotteiden ajantasaisuus tulee myds tarkistaa ajoittain.

Hallitsemattomia reaktioita pitda tietoisesti valttaa koko ajan kemikaalien kanssa tyos-
kennellessa ja yleisesti laboratoriossa. Hallitsemattomat reaktiot syntyvat useimmiten
merkitsemattémista astioista tai valineiden kaytosta ohjeiden vastaisesti. Laboratorion
tyontekijat pitavat huolta astioiden merkitsemisestd. Astioiden kylkiin tulee merkita
mita ne sisaltavat. Jos laboratoriosta I6ytyy astia, jonka sisdltd on epavarma, tulee tal-
laisissa tilanteissa menetelld niin, ettd aine voi reagoida minka tahansa toisen aineen
kanssa ja aiheuttaa terveydelle vaaraa ja havitys tapahtuu sen mukaan.

Pullojen ja erilaisten astioiden kylkiin merkitaan tarralla, teipilla tai tussilla aineen selke-
asti tunnistettava koodi tai nimi. Lisaksi merkitdan valmistuspadivamaara vuosiluvun kera
seka astiassa olevan aineen maara tai pitoisuus. Lisdksi voidaan merkita muita tarvittavia
tietoja. Periaatteena on hyva pitaa sitd, ettd jonkun toisen on tiedettava merkintojen
perusteella mita astia sisaltaa.

Laboratorio-oloissa kaikki merkitsematta jatetyt astiat, pullot ja muut sailytysastiat ovat
suuri riski. Vain se henkild, joka on jattanyt astian merkitsematta, tietaa mita astia sisal-
taa. On kuitenkin mahdollista, ettd unohdetaan, mitd mihinkakin astiaan on laitettu ja
tasta syysta laboratoriossa tulee aina merkita kaikki astiat, jos ne sisaltavat jotakin. As-
tioissa, joissa ei ole merkintaa, tulee aina suhtautua varauksella. Téllaisissa tilanteissa
pyritdan selvittamaan astian sisaltd, mikali selvyytta ei tule, havitetaan kyseisen astian
sisalto, kuten tydohjeissa kerrotaan. Tulee my6s ottaa huomioon, ettd astian sisalto
saattaa aiheuttaa terveydelle haitaksi olevia asioita, kuten vaikuttaa hedelmallisyyteen
tai vaikuttaa hengitysteihin. Astioita merkittdaessa tulee pitda yhteiset pelisaannot sel-
villd ja muistaa, ettd joku toinen saattaa lukea sinun kirjoittamaasi merkintaa, joten huo-
lellisuus ja selkeys on pidettdva osana tyota.

5.2  Muu turvallisuuden edistdaminen

Yleista turvallisuutta voidaan yllapitdaa asentamalla palovaroittimet mikrolaboratorion
tiloihin voimassa olevien maarayksien mukaan. Lisaksi tiloissa olisi hyva olla saatavissa
sammutuspeite seka hiilidioksidisammutin. Jauhe- tai vaahtosammuttimen kayttoa la-
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boratoriotiloissa suositellaan valtettavaksi, koska nama sammuttimet aiheuttavat sot-
kua ja saattavat pilata laitteiston, kuten virtauskaapin, kdyttokelvottomaksi. Sammutti-
mien tulee sijaita helposti havaittavilla paikoilla ja tyontekijan on tutustuttava sammut-
timien kayton perusperiaatteisiin. Muihin tyéturvallisuutta edistaviin asioihin laborato-
riossa kuuluu myds silmasuihku, jota pidetdan lahettyvilla ja helposti saatavilla kemikaa-
leja kasiteltaessa. Myos hatdasuihku kuuluu laboratorioiden turvavarusteluihin.

Turvallisuutta voidaan edistdd myés pitamalld laitteet huollettuna. Al3 kiyta laitteita,
mikali ne pitavat outoja dania tai ovat jotenkin rikki. Laboratorion tiloissa ei milloinkaan
saa syoda. Syodessa kemikaaleja saattaa kulkeutua kasien kautta suuhun tai ruokien mu-
ruset ja jatteet aiheuttaa laboratoriossa ei haluttuja vaikutuksia.

Lampolevya kaytetdan alustojen keittamisessa seka toisinaan kantaliuosten valmistami-
sessa liukenemisen nopeuttamiseksi. Lampodlevya kaytettdessa se lammitetdaan useim-
miten korkeisiin [ampdtiloihin. Kuuman levyn lahelld tydskenneltdessa on noudatettava
varovaisuutta ja pyrittava estamaan palovammojen syntymista. Kasien suojaksi tulee
laittaa kuumuutta kestavat kasineet ja pitaa alustojen keittdmisen ajan kasineet lahet-
tyvilla.

Spriilamppua kadytetdan liekitykseen aloituksessa; liekki steriloi pinnan. Lampun kay-
tOssa tulee tiedostaa polttonesteen syttymisvaara lampun kaatuessa. Lamppu saattaa
polttaa myos tyontekijan kasia, mikali tyoskentely tapahtuu liian lahellad liekkia. Myos
alkoholiratti saattaa syttya lampun liekista. Valineita liekitettdessa tulee huomioida, etta
alkoholin valuessa kasille myos kasissa oleva alkoholi saattaa syttya palamaan. Tulen la-
heisyydessa on suositeltavaa pitaa pitkat hiukset sidottuina, silla ne saattavat syttya pa-
lamaan. Lisdksi hiukset saattavat kantaa kontaminantteja, jotka ovat vaaraksi viljelmille.

Kontaminanttien, tuholaisten ja vedon estamiseksi seka tasaisten olojen yllapitamiseksi
viljelyhuoneen ovea pidetaan aina kiinni.

6 KASVUALUSTA

Kasvualustaa valittaessa tulee muistaa, ettd aloituksissa kdytetddan yleensa aloituksia
varten suunniteltuja alustoja. Tallaisten alustojen pitoisuudet eroavat monistusalus-
toista ja alustojen tarkoitus on tukea kasvuun lahtoa.

Kasvualustan valinta aloitetaan selvittamalla olemassa olevaa tietoa. Jos tietoa sopivasta
kasvualustasta ei [6ydy valmiina, voidaan soveltaa olemassa olevaa tietoutta kasvualus-
toista ja ravinteista ja tehda kokeiluja. Kokeiden tekeminen on usein aikaa ja rahaa vie-
vaa, tasta syysta taustoitus on syyta tehda tehokkaasti ja hyvin selvitellen eri ldhteista.
Kasvualusta kokeilujen tekeminen on usein haastavaa, silla pelkastaan eri sokerin kayt-
tdminen kasvualustan valmistamisessa voi vaikuttaa kasvien kasvuun. Hyvia ldhteita [6y-
tyy kirjallisuudesta. Useimmissa mikrolisdyksesta kertovassa kirjallisuudessa on ohjeel-
lista tietoutta hyvinkin yksityiskohtaisesti alustojen kaytosta eri kasveilla. Esimerkkeja
I6ytyy useimmista mikrolisaamista kasittelevista teoksista
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Ravinteiden oikeanlainen saatavuus on tarkeaa nuorelle viljelmalle. Aloitusalustoja var-
ten voidaan joutua valmistamaan omia kantaliuoksia, koska ravinnemaarat vaihtelevat
monistus- ja aloitusalustojen valilla. Tama seikka kannattaa huomioida ja verrata ravin-
teiden maaria ja suhteita ennen alustan valmistamista. Aloitusalustan valinnassa tar-
keintd on tutustua kasvin tarvitsemiin ravinteisiin ja luoda alusta, joka sopii kasvityypille.
Kaikki alustat eivat sovi kaikille kasveille vaan alusta valitaan aina tapauskohtaisesti. Ra-
vinnemaarien saataminen vaikuttaa kasvin kasvuun, kasvun laatuun ja terveyteen seka
tietynlaisten solujen kasvuun ja erilaistumiseen. Ravinteiden saatamisesta ja niiden vai-
kutuksesta on olemassa tietoa kirjallisuudessa.

Aloitusalusta tulee valmistaa huolellisesti, jotta koostumus on oikeanlainen ja aloitettu
kasvi saa alustasta irti tarvitsemansa. Alustoja valmistettaessa on hyva huomioida val-
mistettavan alustan maara. Vaikka koeputkiin mahtuu hyvin vahan kasvualustaa kerral-
laan, tulee kuitenkin huolehtia, etta alustaa on tarpeeksi. Tarvittava koeputkien maara
eli aloituksessa tehtdvan aloitettavien versojen lukumaara paatetaan etukateen ja val-
mistetaan alustaa tarpeen mukaan. Tahan vaikuttaa myos koeputkien maara. Aloitus-
alustaa valmistettaessa puhutaan yleensa pienistd maaristda valmistettavaa alustaa.
Pieni maara alustaa keittyy suhteellisen nopeasti ja pH-sdaadossa tulee olla tarkka, koska
saatoon kaytettavia kemikaaleja annosteltaessa pienessa maarassa alustaa pH nousee
ja laskee herkemmin kuin isossa alustamaarassa.

6.1 Kasvualustan valmistaminen

Kasvualustan valmistaminen tapahtuu aivan kuten monistusalustojenkin valmistami-
nen. Valmistamisen tukena kaytetdaan olemassa olevia ohjeistuksia. Kinnalan Taimiston
ohjekansiosta 10ytyy kantaliuosten ja ravintoalustojen valmistamiseen omat kirjalliset
ohjeet, joiden mukaan alustan valmistaminen suoritetaan.

Laadullisesti paras ravintoalusta valmistetaan ohjeiden mukaan noudattaen reseptia ja
siind annettuja mittoja tarkasti. Ravintoalusta kootaan kantaliuoksista, jotka on ilmoi-
tettu reseptissa. Nama kantaliuokset saattavat erota jonkin verran samankaltaisten alus-
tojen perusreseptien kantaliuoksista. Kantaliuokset valmistetaan ennen alustan teke-
mistd niiden omista resepteistd taimiston tyoohjeiden mukaisesti. Mittayksikdiden
kanssa tulee noudattaa tarkkaavaisuutta. Mittaamiseen tulee kayttdaa aina oikeita mit-
tausvalineita. Pienempien, alle 20 ml, nesteiden mittaamiseen tulee kadyttaa pipettia tai-
miston ohjeistuksen mukaan valiastian kautta pipetoituna mittaheiton pienentamiseksi.
Pipetinkarkia ei saa sekoittaa, jokaiselle aineelle tulee kayttda omaa karked. Sama patee
kantaliuoksia valmistettaessa, jokaiselle aineelle otetaan oma dekantterilasi ja lasisauva.
Pipetit ovat herkkia mittausvalineitd, niita ei saa kaantaa sivuttain, kun pipetinkarjessa
on nestettd. Suurempien nestemaarien, kuin 20 ml, mittaamiseen voidaan kayttaa mit-
talasia.
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Mittavalineita valitessa tulee huomioida niiden mitta-asteikon tarkkuus, joka on yleensa
ilmoitettu asteikon vieressa. Mittojen tarkkuudessa on hyva pyrkia noudattamaan mah-
dollisimman tarkkoja mittoja aina kantaliuosten tekemisesta ldahtien. Mittaamisen tark-
kuus nakyy kasvualustoissa ja kantaliuoksissa eniten silloin, kun valmistettava maara ei
ole iso. Mittauksen heiton merkitys kasvaa prosentuaalisesti pienempien valmistetta-
vien erien kohdalla. Tama ei kuitenkaan tarkoita, etta suuria maaria valmistettaessa saisi
tehda tahallaan mittausvirheita. Esimerkiksi kantaliuosta valmistettaessa kemikaaleja
punnittaessa painon desimaalit eli merkitsevia numeroita huomioidaan tarkemmin,
koska kemikaalia ei itsessddankaan punnita suurta maaraa. Alustan valmistamiseen kay-
tetdaan aina puhtaita laboratorioastioita, jotka on puhdistettu oikein ja joihin ei sdilytyk-
sessa ole paassyt likaa. Alusta valmistetaan yleensa aina erlenmeyerpullossa, jossa se
my0s keitetaan.

Kantaliuokset

Kantaliuoksia tarvitaan ravintoalustan koostamiseen

Kantaliuokset valmistetaan kemikaaleista reseptin ja
kantaliuosohjeistuksen mukaan punnitsemalla ja
mittaamalla

Kemikaalit liuotetaan ja livokset yhdistetaan, jolloin
valmista livosta voidaan kayttad ravintoalustassa
helposti mittaamalla liuosta tarvittava maara
yksittaisten kemikaalien sijasta

6.2 Kasvualustan jakaminen ja sterilointi

Kasvualustan keityttyd ohjeiden mukaan ja kun alusta nayttaa erlenmeyerissa kirkkaalta
ja tasaiselta, voidaan alusta jakaa kaatamalla. Jakaminen tapahtuu kannun ja mittalasin
avulla. Alustan maara mitataan ja oikea maara kaadetaan koeputkeen.

Koeputket asetellaan ennen kaatamista valmiiksi koeputkitelineisiin suuaukot ylospain.
Alustaa kaadetaan erlenmyerista kannuun. Jos alustaa jaa, loput laitetaan keittolevylle
sekoittumaan ilman lammitysta, jotta alusta ei ala jahmettya. Kannusta kaadetaan alus-
taa mittalasiin, josta oikea maara alustaa kaadetaan koeputkeen. Kun alusta on jaettu,
voidaan korkit laittaa suunnilleen paikoilleen, ei kuitenkaan kokonaan kiinni.

Autoklaavinkestavat koeputkitelineet voidaan laittaa koeputkien kanssa autoklaaviin.
On kuitenkin mahdollista laittaa koeputket myds esimerkiksi lasipurkeissa pystyssa au-
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toklaaviin. Alustan sterilointiin kdytetdan autoklaavin ohjelmaa, jossa alustat lammite-
tdan 120 asteeseen riippuen alustasta ja autoklaavista noin 15 minuutista 23 minuuttiin.
Sterilointiaika voi vaihdella laboratoriokohtaisesti riippuen laitteistosta.

e

. ||}1. o

7 Kasvualustat

Kasvualustat valmistetaan reseptien mukaan
~ tarkasti mittaamalla ravintoalustanvalmistusohjeit:
noudattaen | N [

Kasvualustat valmistetaan ennakkoon ennen
aloituksen tekemista

Keitetyt alustat kaadetaan koeputkiin ja koeputket
autoklavoidaan normaalien autoklaveintiohjeiden
mukaan

Alustojen valmistukseen tarvitaan koeputkia,
koeputkitelineet, kantaliuokset, mittalasit, pipetti ja
dekantterilaseja lisdksi erlenmyerpullo keittdmista
varten sek keittolevy.

Jos kaytossa on foliotaitoskorkit, autoklavoidaan alusta muovikorkillisessa keittopul-
lossa korkki l6ysasti kiinni samoin periaattein kuin muovikorkein varustetut alustat.
Tama tulee huomioida jo alustan keittovaiheessa seka valmisteluvaiheessa koeputkien
ja mittausvalineiston steriloinnin osalta. Kun pullot on autoklavoitu, suljetaan pulloista
korkit. Pullot avataan uudelleen laminaarissa, kun aletaan kaataa laminaariin valmiiksi
valmisteltuihin koeputkiin alustaa. Foliokorkit suljetaan kunkin koeputken paalle ensin
liekittamalla spriilampulla foliotaitosnelion keskiosaa ja koeputken suuta pitden pinse-
teilld kiinni ja sitten painaen taitos suuosan paalle. Foliokorkit on hyva sulkea varmistaen
vielad parafilmiliuskalla. Parafilmistd leikataan noin sentin levyinen ja vahintdan viiden
sentin pituinen kaistale, joka venytetdaan folion ja koeputken liitoskohtaan muutaman
kerran putken kiertdaen.

7 VIUELMAN PERUSTAMINEN

Viljelman perustaminen tapahtuu valmistelu- ja suunnitteluvaiheen jalkeen. Mikroli-
sdysviljelman perustaminen vaatii aikaa tekijan kokemuksesta ja nopeudesta seka tieto-
jen omaksumisesta riippuen aluksi reilustikin, jopa useita tunteja. Ajankulutus riippuu
tietysti myos aloitettavan viljelman aloitusversojen maarasta seka sterilointitekniikasta.
Mita enemman versoja laitetaan aluksi kasvamaan, sitd enemman joudutaan tekemaan

\
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toita laminaarin puolella. Aikaa tulee varata kuitenkin reilusti, jotta tydssa ei tule kiire ja
pystytdan aloittamaan viljelma ilman virheita.

Mikroviljelmien aloittaminen

= Tama ohje koskee kasvussa olevista versoista tehtdvaa aloitusta

= Alkuun kartoitetaan suvun ja lajin seka lajikkeen ennakkoon tiedettyja
ominaisuuksia ja kasvualustavaatimuksia mikrolisayksessa. Jos tietoja
ei ennakkoon ole, voidaan tehda sovelluksia ja kokeiluja

= Otetaan selvaa miten aiemmin tehdyt aloitukset kyseessa olevasta
kasvista ovat onnistuneet ja paitetdan aloituksen yksityiskohdista,
kuten steriloinnista ja aloituksessa kaytettavasta alustasta seka
viljelman perustamisen ajankohdasta

* Luodaan suunnitelma, tehdaan valmistelut ja perustetaan viljelm3a

7.1 Lisaysmateriaalin leikkaaminen

Emotaimesta, joka on huolella valittu ja tarkistettu otetaan lisaysmateriaalia mikroli-
saysaloitusta varten. Aloitettavan viljelman suuruudesta riippuen lasketaan jo aloitus-
materia emokasvista leikattaessa, paljonko aloitusmateriaalia tarvitaan viljelman aloit-
tamiseksi. On jarkevaa leikata hieman enemman aloitusmateriaalia, kuin minka kokoi-
nen aloitusviljelma on suunniteltu tehda, silla laminaarityoskentelyssa aloituspaloja
saattaa pudota tai leikkaamisen epdonnistuttua menna kayttokelvottomiksi. Lisaksi al-
kuvalmisteluja tehdessa, ennen laminaarityoskentelya, voidaan vielad hylata silmuja, mi-
kali niissa huomataan jotakin poikkeavaa tai esimerkiksi mutaatioita.

Versoja leikataan saksilla tai veitselld valitusta emosta. Versot asetetaan leikkauspinta
veteen riittdvan isoon astiaan, esimerkiksi kannuun.

7.2 Sterilointitekniikka

Mikrolisdysaloituksia tehtdessa aloitusmateriaali kerdataan yleensa oloista, joissa valloil-
laan kasvavat kasvin kanssa rinta rinnan bakteerit, sienet, tuholaiset, hiivat ja saprofyyt-
tiset sienet. Sterilointi suoritetaan aloitusmateriaalille aina aloituksia tehtdaessa. Pinta-
kasittely tehdaan viljelmia aloitettaessa, jotta voidaan taata riittava torjunta enimpia vil-
jelmia vaarantavia tekijoita vastaan. Sterilointi tarkoittaa kasvin pinnan puhdistamista
ndista tekijoista. Steriloinnilla ei pyritd poistamaan tauteja, mikali niita esiintyy emokas-
vissa vaan pelkastaan ulkoisia tekijoitd. Taman vuoksi emokasvin valinnassa on kiinnitet-
tava huomiota tautivapaan yksilon valintaan. Pinnan puhdistaminen eli sterilointi tun-
netaan myos nimella pintasterilointi.
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Kasvin pinnalla olevat kontaminantit tulee poistaa ennen viljelman aloittamista, silla ne
jatkavat kasvuaan koeputkissa aloitusmateriaalin kanssa. Kontaminanttien kasvaessa ne
valtaavat kasvutilan versolta ja pahimmillaan hukuttavat kasvavan verson alleen. Kasvu-
alustan ravinteet on suunniteltu tukemaan tietynlaista kasvua ja antamaan aloitetulle
versolle mahdollisimman hyvan kasvuun lahdon ainekset. Kun alustasta ottaa esimer-
kiksi jokin sieni ravinteita omaan kayttoonsa, syntyy kilpailua ravinteista ja verson kasvu
saattaa jaada vahaiseksi tai loppua kokonaan ravinteiden puutteen vuoksi. Kasvin pin-
nalta poistettaessa nama tekijat eivat myoskaan paase muodostamaan kasvualustaan
myrkyllisiad aineita, jotka saattaisivat olla haitaksi aloitukselle.

Sterilointitekniikoita 16ytyy runsaasti erilaisia. Vaihtelua saattaa esiintya aina sterilointi-
aineen, sterilointiajan, sterilointiaineen vahvuuden ja tydjarjestyksen valilla.
Sterilointiin kaytettavia aineita ovat esimerkiksi natriumhypokloriitti, etanoli, bromivesi,
antibiootit, kalsiumhypokloriitti, vetyperoksidi ja elohopea(ll)kloridi.

Steriloinnin suunnittelussa otetaan huomioon kasvin fysiologia ja mietitdan sen ominai-
suuksien mukaan paras pintasterilointitapa. Sterilointiajalla tai laimeammalla steriloin-
tiliuoksella voidaan saataa pintasteriloinnin voimakkuutta. Laimeammalla liuoksella ste-
riloidessa sterilointiaikaa voidaan myos vastaavasti pidentda. Tarkkoja aikoja on vaikea
sanoa, koska tilanne on aina kasvikohtainen ja riippuu ulkoisista tekijoista. Jos voimak-
kuuden sdato aiheuttaa kontaminaatioita haitaksi asti, voidaan viljelma aloittaa talvella
jolloin ulkoiset tekijat vaikuttavat vahemman. Jos aloituksessa kuolee selvasti suuri
maara versoja tai ne ovat pahoin vaurioituneita pintasteriloinnin jalkeen, voidaan silloin
steriloinnin voimakkuutta saataa laimeammaksi. Voimakkuuden saataminen on ajasta
ja liuoksen voimakkuudesta riippuva, silloin laimeammalla liuoksella voidaan saada va-
hemman solukkovaurioita aikaan, mutta myds kontaminantit saattavat jaada oleile-
maan kasvin pinnalle. Liian voimakas liuos saattaa tuhota kasvin solukkoa liian paljon.
Suhde on saadettava oikeaksi kunkin kasvin kohdalla. Oikean voimakkuuden valintaan
voidaan kayttaa apuna kirjallisuutta. Puuvartiset kasvit kastetaan yleensa alkoholissa en-
nen vahvempaa sterilointia, tama ei ole kaikille kasveille tarpeen.

7.3 Sterilointityo

Ennen steriloinnin aloittamista tulee valmistella laminaarivirtauskaappi kdyttokuntoon.
Kaikki valineet ja tarpeelliset tavarat pyyhitaan sisdan.

Yllattaviin tilanteisiin tulee varautua. Tyovalineita ja steriloituja astioita tulee valmistella
enemman kuin yhteen aloitukseen tarvitaan, jotta foliokansirikkojen tai valineiden saas-
tumisen ei tarvitse keskeyttaa aloitustyota.

Muistilista tyovalineista:

- kaksi lyhytta pinsettia, kaksi veista ja kaksi steriilia teraa, kaksi pitkaa pinsettia

- Steriloitua ioninvaihtovetta riittavasti, muutamia litroja steriloituna pullossa

- Valineiden sterilointiin kaytettava lasihelmisterilisaattori

- koeputket, joissa valmistettu alusta

- 5 x pieni steriloitu dekantterilasi (noin 100 ml) tai pieni lasipurkki, kaksinkertai-
nen folioneli6 kansi
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2 x iso steriloitu dekantterilasi (noin 300 ml), kaksinkertainen folionelio kansi
Tyovalineita: kaksi veista seka terat ja kahdet lyhyemmat pinsetit, yhdet tai kah-
det pitkavartiset pinsetit

Steriloitu haihdutusmalja valineita varten laminaariin

Jos kdytdssa on lasiset petrimaljat eli haihdutusmaljat, tulee ne laittaa myos ste-
riloitumaan ennen kayttoa lampdkaappiin. Muovisia kertakdyttomaljoja kaytet-
tdessa saatavuus varmistetaan etukateen

Siivila versojen puhdistamiseen

Pehmed hammasharja

Koeputkissa olevat alustat valmistellaan etukdteen ja niiden oikea koostumus
tarkistetaan ennakkoon, kdytettavat alustat valitaan ennen valmistamista. Koe-
putkien siirtelyyn ja sailyttamiseen koeputkitelineita

Tween20 ja pipetti annosteluun

Natriumhypokloriitti

Etax 70 % ja Etax 96 % seka spriilamppu ja tulitikut

Hengityssuoja ja tarvittaessa suojakasineet

Kello ajanottoa varten

Foliotaitoskannet

Desinfioivaa saippua versojen pesuun
Muistiinpanovalineet ja raporttipohja

Laminaarikaapin
valmistelu

Vdlineet pyyhitdan alkoholilla valmiiksi puhdistettuun
laminaarikaappiin yleisten ohjeiden mukaan

Bunsenlampun polttonesteen méard on hyva
tarkistaa laminaariin siirrettdessa ja suorittaa tayttd
mikali tarpeen, jotta tyd ei myohemmin keskeytyisi

Folioihin kaarittyjen astioiden kaareet tarkastetaan
alkoholilla pyyhittdessé ja kansien eheys tarkistetaan,
jotta mahdolliset saastunnat tata kautta voidaan
estaa

Tarvittavista vélineista 10ytyy muistilista tasta
oppaasta




+ Natriumhypokloriitti eli NaOCI

* Valmistetaan etukdteen ennen steriloinnin aloittamista

+ 1 %:nen hypokloriittiliuos valmistetaan mittalasiin, jotta
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Natriumhypokloriitti

Steriloinneissa voidaan kayttad eri vahvuisia ja eri aineita
sterilointiin. Sterilointiaineena tassa steriloinnissa
kaytossa oleva natriumhypokloriitti valmistetaan
vahvemmasta hypokloriittiliuoksesta laimentamalla

Lasketaan prosenttiluvun mukaan kuinka paljon vahvaa
liuosta kaadetaan mittalasiin ja paljonko lisatdén
ioninvaihtovetta, jotta saadaan halutun vahvuinen liuos

se voidaan kaataa suoraan laminaarin ulkopuolelta
laminaarin sisalla olevaan dekantterilasiin.

Ty6vaiheet:

w

10.

11.

Valmista valmiiksi natriumhypokloriittiliuos. Steriloinnista riippuen vahvuus voi
vaihdella, tassa ohjeessa kuvatussa steriloinnissa kaytetaan 1 %:sta liuosta. Ennen
liuoksen valmistamista mittalasiin, huuhtele mittalasi 70 %:lla Etaxilla ja ionin-
vaihtovedelld. Vaihtoehtoisesti voidaan kayttaa foliokannen kanssa steriloitua
mittalasia.

Ulkoa sisélle tuodut lehdessa olevat versot pestdan irtoliasta ja mahdollisista tu-
holaisista ennen laboratorioon viemistad. Tassa vaiheessa voidaan leikata lehdet
pois siten etta jaljelle jaa lehtiruodista patka.

Kuljetusastia pyyhitaan 70 % Etax:lla laboratorioon siirrettdessa

Leikatut versot pestddn pehmeidllda hammasharjalla hanaveden alla. Harjaa sil-
muista poispain yhdensuuntaisin harjauksin. Pese pois irtolika

Pitkista versoista leikataan saksilla tai veitselld sopivia aloituspalasia. Pala leika-
taan silmun kohdalta, silmun yla- ja alapuolelle jatetdadn vartta, joka suojaa sil-
mua. Jatettavan varren pituus riippuu kasvista, mittaan taytyy varata tilaa leikata
kuollutta solukkoa steriloinnin jalkeen. Tassa vaiheessa leikataan lehdet pois, ellei
sitd ole tehty jo ennen laboratorioon viemista

Aloituspalat laitetaan dekantterilasiin, johon laitetaan 100 ml ioninvaihtovetta ja
3 tippaa erisept- saippuaa. Vesi-saippuaseosta tulee laittaa niin paljon, ettad versot
peittyvat.

Versonpalat siirretddan dekantterilasissa magneettisekoittajalle, sekaan lisataan
magneettisauva. Versoja sekoitetaan tasan 10 minuuttia.

Sekoitetut aloituspalat huuhdellaan siivildssa ioninvaihtovedella.

Palat kaadetaan siivilasta petrimaljalle, johon kaadetaan ioninvaihtovetta ja kansi
suljetaan.

Suljettu haihdutusmalja pyyhitdaan alkoholilla laminaarivirtauskaappiin. Samaan
aikaan pyyhitdaan myos ajanottokello laminaariin.

Aloituspalat siirretdan pinseteilld petrimaljalta pieneen dekantterilasiin, johon on
kaadettu valmiiksi steriloitua ioninvaihtovetta siten, etta versot peittyvat
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Asetetaan ajanottokello ottamaan aikaa 30 sekuntia. Ison dekantterilasin pohjalle
siirretdan huuhdellut versot pinseteilla ja paalle kaadetaan 70 % alkoholi 150 ml.
Versoja huljutellaan 30 sekuntia.

Versot siirretdan pieneen dekantterilasiin, johon on kaadettu ioninvaihtovetta.
Ison dekantterilasin pohjalle tiputetaan Tween20:ta 3 tippaa /100 ml. Ajanotto-
kello asetetaan mittaamaan aikaan 10 minuuttia.

. Aloituspalat nostellaan Tween20:n paalle dekantterilasiin ja alkoholilla pyyhitty

magneettisauva laitetaan niiden kanssa. Paalle kaadetaan natriumhypokloriitti-
liuos (1%) 150 ml. Suljetaan dekantterilasi foliokannella tiiviisti ja nostetaan astia
magneettisekoittajalle ulos laminaarista. Palasia sekoitetaan 10 minuuttia.

Ajan kuluessa voidaan valmistella tarvittavia tavaroita valmiiksi laminaariin

Astia pyyhitaan takaisin laminaariin ennen ajan loppumista ja ajan loputtua versot
nostellaan pinseteilld pieneen dekantterilasiin, johon on kaadettu valmiiksi steri-
loitua ioninvaihtovetta. Suljetaan foliokansi ja asetetaan kello yhden minuutin
pdaahan. Minuutin kuluttua aloituspalat siirretdaan pinseteilla seuraavaan pieneen
dekantterilasiin, johon on valmiiksi kaadettu ioninvaihtovetta. Suljetaan folio-
kansi ja asetetaan kello kahden minuutin paahan.

Kahden minuutin kuluttua aloituspalat siirretdan pinseteilla seuraavaan pieneen
dekantterilasiin, johon on kaadettu ioninvaihtovetta. Suljetaan foliokansi ja ase-
tetaan kello viiden minuutin paahan.

Viiden minuutin kuluttua aloituspalat siirretdan pinseteilld seuraavaan pieneen
dekantterilasiin, johon on valmiiksi kaadettu ioninvaihtovetta. Suljetaan folio-
kansi ja asetetaan kello 10 minuutin paahan.

10 minuutin kuluttua sterilointi on valmis ja aloituspaloja aletaan siirrostaa petri-
maljalla koeputkiin laitettavaksi.

Leikkaa aloituspaloista kuollut solukko pois ja pitkien pinsettien avulla siirra aloi-
tuspala koeputkeen. Kuollut solukko ndakyy harmahtavana leikkauspintojen ldhei-
syydessa. Alapuolen tulee jaada pidemmaksi kuin silmun yldpuolella olevan osan.
Ota pinseteilla foliotaitoksen reunasta kiinni ja liekita keskikohta foliosta ja liekita
koeputken suu kauttaaltaan ympari. Paina pinsettien avulla folion liekitetty osa
suuaukon paille ja paina kadelld edelleen pinseteillad kiinni pitden folion reunat
alas. Tata tyovaihetta helpottaa, kun koeputken liekittamisen jalkeen asettaa put-
ken koeputkitelineen tyhjaan nurkkaan ja asettaa sitten taitoksen paikalleen. TAI
jos kaytossa muovikorkit, liekitetddan muovikorkin ja koeputken suut ja asetetaan
sitten korkki paikalleen.

Foliotaitoksen paikallaan pitdmisen varmistamiseksi folion ja koeputken liitoskoh-
dan ymparille venytetdaan parafilmisuikale. Parafilmista leikataan valmiiksi puo-
lentoista sentin levyisia ja noin kymmenen sentin pituisia suikaleita, jotka venyte-
tdan koeputken ymparille foliokorkin ja koeputken yhteen sitomiseksi ennen put-
kien ulos laminaarista siirtamista.

Koeputket merkitdaan kayttaen tussia. Koeputken kylkeen kirjoitetaan aloituksen
pdivamaara, kasvin koodi, alustan koodi ja alustan valmistuspadivamaara. Merkit-
semiseen voidaan kayttda myds tarroja.



Aloitusmateriaalin
leikkaaminen

* Aloitukseen kdytettdva kasvimateriaali ei saa olla liian
puutunutta

Sopivat palat |6ytyvat yleensa versojen karjistd, missa
solukko on idltddn nuorinta

* Puutumisen voi tarkistaa versoa taivuttamalla

Leikatessa tulee kiinnittdd huomiota kasvin terveyteen ja
valita vain parhaat kohdat aloitusmateriaaliksi

Versojen karjista leikataan patkia riippuen kasvin kasvusta
aina puutuneeseen osaan asti tai tarvittaessa lyhyemmalti

Leikkauskohta on verson varressa ennen lehtea ja lehden
hangassa olevaa silmua. Leikatessa pitaa jattaa valimatkaa
silmuun, jotta se ei tuhoudu. Leikkaaminen voidaan
suorittaa saksilla tai veitsella, mahdollisimman siististi.

* Leikatut versot asetetaan astiaan imupinta veteen péin.
Vetend voidaan kdyttaa tavallista hanavetta.

Sterilointi — versojen esipesu

Ulkoa sisélle tuodut lehdessa olevat leikatut
versot pestadn irtoliasta ja mahdollisten
tuholaisten varalta hanavedessa ja
kuljetukseen kaytettava astia huuhdellaan ja
pyyhitadn 70 % Etax:lla laboratorioon
siirrettdessa

Leikatut versot pestaan pehmealla
hammasharjalla hanaveden alla
laboratorion puolella. Harjaa silmuista
poispdin yhdensuuntaisin harjauksin. Pese
pois irtolika

Tassd vaiheessa leikataan lehdet pois siten,
ettd jaljelle jda lehtiruodista patka.
Materiaali siirretaan laboratorion puolelle ja
lehdet poistetaan leikkaamalla lapaosuus
pois jattden ruodit verson varteen pystyyn

Sterilointi - saippuapesu

Aloitusversoja pest3an saippuavedessd 10 minuutin ajan
magneettisekoittajassa samalla pyorittden.

Saippuaa laitetaan 3 tippaa / 100 ml ioninvaihtovetts leikattujen
versonpalojen paille isoon dekantterilasiin

Vesi-saippuaseosta tulee laittaa niin paljon, ettd versot peittyvat.

Aloituspalat siirretdédn dekantterilasissa magneettisekoittajalle,
sekaan listd3n magneettisauva. Palasia sekoitetaan 10 minuuttia,
aikaa mitataan munakellolla.

Magneettisekoittajaa ei tule laittaa liian koville kierroksille
pyorimaan, silla se saattaa vahingoittaa aloitusmateriaalia.
Kierrosnopeus riippuu laitteesta, ohjenuorana voidaan pitas sitd,
ettd versojen tulee olla kokoajan lilkkeessa saippuavedessa ollessaan
pesuvaihesssa.
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Sterilointi — esipesun
jalkeinen leikkaus

Kun versot on harjattu vahingoittamatta niité ja lehdet
poistettu voidaan harjatut versot leikataan sopiviin
patkiin ja pudottaa ioninvaihtoveteen isoon
dekantterilasiin.

Sopivankokoinen patkd saadaan kun pitkistd verseista
leikataan saksilla tai leikkuulaudalla veitselld sopivia
aloituspalasia leikkaamalla silmun kohdalta silmun yla-
ja alapuclelle jatetdan vartta, joka suojaa silmua.

Jatettawvdn varren pituus riippuu kasvista, mittaan taytyy
varata tilaa leikata kuollutta solukkoa steriloinnin
jélkeen - alapuolelta hieman pidemmaltd varsi poikki
kuin ylapuclelta.

Saippuapesun huuhtelu

Magneettisekoittamisen jalkeen aloituspalat ja
saippuavesi kaadetaan siivildan ja huuhdellaan
siivildssa hyvin ioninvaihtovedelld

Saippua tulee huuhdella huoclellisesti pois

Palat kaadetaan siivilastd haihdutusmaljalle

Versojen siirto
laminaariin

Versot kaadetaan siivildsta haihdutusmaljalle,
magneettisauva saa kulkeutua mukana
maljalle

Haihdutusmaljalle lisdtdan ioninvaihtovetta ja kansi
suljetaan

Suljettu haihdutusmalja pyyhitaan alkoholilla
laminaariin. Samaan aikaan pyyhitaan alkoholilla myds
ajanottokello laminaariin.

Haihdutusmalja pidetdén suljettuna, kunnes versot on
saatu laminaarikaapin sisdpuolelle

Viimeistddn tassd vaiheessa pyyhitddn myds muut
tarvittavat valineet laminaariin sterilointia varten

Vélineet ja tavarat voidaan jarjestella monella tavalla,
padasia jarjestyksessa kuitenkin on se, ettd tekija

EVS kartalla siitd mitd on tekemdssa ja valttaa turhia
osketuksia puhtauden sailyttamiseksi
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Sterilointikasittely —
Etax 70 %

Versot nostellaan pinseteilld ison dekantterilasin

pohjalle ja ajanotto kello asetetaan valmiiksi
ottamaan aikaa 30 sekuntia

Etaxia kaadetaan versojen paille dekantterilasiin

Foliokansi suljetaan ja ajanotto laitetaan paalle

30 sekunnin kuluttua versot nostellaan seuraavaan
astiaan

Sterilointikasittely -
hypokloriitti

.

Hypokloriittikasittely on steriloinnin voimakkain osuus

Pyyhi magneettisauva laminaariin ja pudota se NaOCI
merkinnalla varustettuun dekantterilasiin

Versot nostellaan pinseteilld dekantterilasin pohjalle
Versojen paalle tiputetaan pipetilld Tween20 3 tippaa / 100 ml

Ajanottokello asetetaan ottamaan aikaa 10 minuuttia ja
versojen padlle kaadetaan valmiiksi laimennettu 1 %:nen
natriumhypokloriittiliuos.

Foliokansi suljetaan tiiviisti ja kello laitetaan paille

Dekantterilasi nostetaan ulos laminaarista
magneettisekoittajan pdille ja versoja sekoitetaan rauhalliseen
tahtiin, kuitenkin siten, etta versot ovat liikkeessd

Kasittelyajan loppupuolella sekoitus lopetetaan ja
dekantterilasi pyyhitaan takaisin laminaariin

Huuhtelut kolme
Kdl?néhr’ien h’mhﬁ!i‘i

neljgnnen huuhtel
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Kuolleen solukon
leikkaaminen

Steriloinnin jalkeen aloituksen versojen
leikkauspinnan solukosta osa on selvisti eri
varistd kuin muu kasvin solukko

Tama kuvassakin ndkyva harmahtavaksi
muuttunut solukko on kuellut sterileinnin
seurauksena ja se tulee poistaa leikkaamalla,
jotta kasvi pystyy jatkamaan kasvuaan ja
saamaan ravinteita alustasta.

Siirrostus koeputkiin

Sterilointikasitellyt ja huuhdellut aloituspalat
siirrostetaan koeputkiin kasville sopivalle alustalle

Huuhteluvedestd otetusta verson palasta leikataan
haihdutusmaljalla vaurioitunut solukko pois.
Jokainen aloituspala leikataan omalla
haihdutusmaljallaan ja vélineet steriloidaan tyon
valissa.

Koeputken korkki nostetaan poydalle suuaukko
ylospdin, verson pala asetetaan alustalle putkeen
pitkilla pinseteilld. Putken suu liekitetdan
bunsenlampun liekissa liikuttaen kolmen sekunnin
ajan, samoin tehddan korkille ennen paikalleen
asettamista.

7.4  Raportointi, merkinndt ja muistiinpanot

Viljelman perustamiseen oleellisesti kuuluu tyon raportoiminen. Tyo tulee raportoida,
koska tulevaisuudessa samaa aloitusta tehdessa halutaan tietdd, kuinka sterilointi on
onnistunut, mitd sterilointia on kaytetty tai miten ylipdaatdaan koko tyo on onnistunut.

Raportointiin voidaan rakentaa oma pohja, johon tiedot taytetaan tai kirjoittaa sanalli-
sesti, kuinka asiat on tehty ikdan kuin muistiinpanoina.
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Muistiinpanot
ja merkinnat

Jokaiseen koeputkeen tulee merkita
kyseessa oleva alusta joko tussilla tai
Meto -hintalappulaitteella, lisaksi
merkitdan valmistuspdivamaara.

Alustan tietojen oheen merkitdaan
aloitettavan kasvin tiedot lyhennetysti
numeron tai koodinimen taakse.
Viljelman perustamispaivimaara tulee
myds merkitd nakyviin. Jos tehddan useita
erid, voidaan seurannan helpottamiseksi
liséta erdnumero,

Koeputket siirretddn viljelyhuoneeseen
koeputkitelineissa.

Raportointi

Viljelmas perustettaessa taytetdan raporttilomake,
johon merkitéan kaikki olemassa olevat tiedot yls.
Raportin oheen on hyva tehda muistiinpanoja
itsedan varten ja myShempia aloituksia silmalla
pitden.

¥lds on hyddyllistd merkitd alustojen tietojen
yhteyteen miksi kyseiset alustat on valittu

Muistiin kannattaa merkitd myds miss3 emo on
kasvanut ja kuvailla yksildn ik3 ja kasvun padpiirteet

Kaikki epdonnistumisetkin kannattaa kirjata, niista
voidaan oppia my&hemmin!

Hyva muistaa

Sterilointityd tulisi suorittaa kokonaan loppuun asti ennen
keskeyttamista. Varsinkin, kun asia on uusi ja tyévaiheet
eivat ole tuttuja, silla tdma lisdd varmuutta aloituksen
onnistumiseen

Sattuneet virheet tulee kirjata, jotta voidaan saada selville
saastuntojen alkuperi ja tulkita tulevaa kasvua paremmin

Korkitusvaihetta aloituksessa on hyva harjoitella etukiteen,
varsinkin jo kdytossa on foliotaitoskorkit

Tyévilineitd tulee muistaa steriloida, lilan kuumilla
tyovialineilld tyoskentelyd tulee valttaa

Muistathan, etta alkoholin ja tulen ollessa samaan aikaan
laminaarissa, tulee noudattaa varovaisuutta. Vélineet, jotka
ovat olleet alkoholissa, on hyva huuuhtoa ennen
lasihelmisterilaattoriin laittamista syttymisen estamiseksi.
Lisdksi alkoholilla pyyhittyja kasid on syyta varoa
liekityksessa syttymisvaaran takia

Kuva: Kaisu Avotie 2017
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8 VILUELMAN PERUSTAMISEN JALKEEN

8.1 Viljely lyhyesti

Aloituspaloja, jotka on asetettu kasvualustalle koeputkiin, kasvatetaan kolmesta kuu-
teen viikkoa, kunnes kasvi aloittaa kasvunsa ja alkaa versomaan. Versoista voidaan ottaa
monistuspaloja, jotka sitten jatkavat kasvuaan ja tuottavat lisda kasvimassaa. Tama kas-
vanut kasvimassa otetaan uudelleen siirrostukseen kasvuajan jalkeen ja siitd saadaan
leikkaamalla monistettua lisda versoja ja siten massa kasvaa. Kasvimassa lisaantyy, mi-
kali infektioita ei esiinny liikaa ja saadaan versot kasvamaan valituilla alustoilla. Isoiksi
kasvaneet versot voidaan siirrostaa mikropistokkaina uudelle alustalle pois koeputkista
viljelypurkkeihin. Tama vaihe on arvioitava tilannekohtaisesti, koska versojen uskotaan
kasvavan isossa purkissa. Tasta eteenpadin viljely tapahtuu kuten muillakin mikrolisdys-
kasveilla.

Kasvatushuoneen olot pidetdan jadghdytyksella ja ammityksella tasaisina. Viljelyhuonee-
seen ei paasteta luonnon valoa, vaan lampuilla valaistaan tarvittava maara ja valot sam-
mutetaan tietyksi ajaksi paivassa, jotta saadaan aikaan yo.

Kasvatushuone pidetdan siistina ja pyritaan, ettei tilaan paase tuholaisia tai muita mik-
rolisdykselle haitallisia tekijoita.

Mikrolisdysviljelman aloitusta voidaan pitda onnistuneena, jos 10 % koeputkista pysyy
puhtaina aloitettujen putkien kokonaismaarasta. 30 % puhtaina pysyneitd aloitettuja
koeputkia kokonaismaarasta voidaan todeta onnistuneen erinomaisesti.

Kasvuun lahto
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Viljelman
monistaminen

Koeputkissa kasvuun |dhteneet versot otetaan
siirrostettavaksi ja kasvuista saadaan uutta
kasvimateriaalia

Saadut versot siirretaan aloitusalustalta
kasvamaan monistusalustalle, jossa ne jatkavat
kasvuaan kunnes seuraavan kerran siirrostetaan
uutta kasvimateriaalia

Viereisessd kuvassa 3.8.2017 aloitettu Prunus
cerasus ‘Suklaakirsikka’ 9.10.2017

8.2 Koeputket

Kun perustetaan viljelmia, lahes poikkeuksetta aina osa kokeessa mukana olevista put-
kista saastuu tavalla tai toisella. Kontaminoituminen voi johtua ihmisen tekemasta vir-
heesta, korkin kiinnittdmisessa sattuneesta virheestd, lisdysmateriaali ei ole taysin puh-
distunut ja saastuttaa siten itse kasvualustansa, lisaksi syyna voivat olla epdapuhtaat tyo-
vélineet, rikkonainen korkki tai korkin avautuminen huoneilmassa ja lukuisat muut asiat.

Saastunnat pystytdan havaitsemaan silmamaaraisesti yleensa agarin pinnalta tai verso-
jen osissa kasvavista kasvustoista. Saastumisen syyta voi olla vaikeaa paatelld, mutta joi-
takin viitteita siihen mika syy voi olla, pystytaan katsomaan kirjallisuudesta, mikali tar-
vetta selvittamiselle iimenee. Yleensa mikrolisdyspurkeista havaittuja kontaminoitumi-
sia ei yriteta tunnistaa, silla se vaatii harjaantunutta silmaa ja bakteerien kasvun tunnis-
tamista ja tuntemista. Infektiot nayttaytyvat erilaisina, jopa saman aloituksen sisalla. Li-
saksi ei-haluttujen kasvustojen seuraaminen tunnistamisen helpottamiseksi veisi niin
paljon aikaa, etta siihen ei ole jarkevaa kayttaa resursseja. Samaa saantoa sovelletaan
koeputkien kanssa, koska saastuntojen kasvustot ovat hyvin samantyyppisia, vaikka ai-
heuttajat saattavatkin poiketa toisistaan.

Aina kun laboratoriossa tai viljelyhuoneessa havaitaan saastuminen, on tarkeada poistaa
viljelypurkki tai koeputki viljelyhuoneesta ja merkita saastuneen kasvin seka alustan tie-
dot yl6s kirjanpitoon. Nain pystytddan seuraamaan mita kasveja saastuu ja voidaan jopa
paatelld, onko esimerkiksi alustan tekovaiheessa sattunut virhe, minka johdosta saastu-
mia esiintyy. Kirjanpidon tarkeys ilmenee, kun saman alustan tai saman kasvin osalta
I6ytyy normaalia enemman saastuntoja. Silloin pystytdaan paattelemaan alustan tai siir-
rostuksen tiedoista mahdollisia viitteita saastunnan aiheuttajaan. Esimerkiksi silloin, jos
alustan tekovaiheessa on ilmennyt jokin virhe tai muu seikka, joka edesauttaa ei-halut-
tujen kasvustojen kasvamista.
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Koeputket, jotka ovat saastuneet, tulee pitda suljettuina ja niitad ei saa tyhjentaa. Koe-
putket autoklavoidaan sisdltoineen, jotta autoklaavaus tappaisi infektiot. Autoklavointi
tappaa kaiken muunkin elollisen putken sisalla, siita syysta myos kasvi menetetaan. Put-
kien autoklaavauksessa tulee noudattaa ohjeistusta. On tarkeaa tyhjentaa putkien si-
salto heti autoklavoinnin jalkeen ja liottaa putkia desinfioivassa pesunesteen ja veden
seoksessa. Putkien huolellinen puhdistaminen edesauttaa puhtaiden aloitusten tekemi-
sen jatkossa.

Viljelman seuranta

Koeputkia seurataan viikoittain ja tehd&an
muistiinpanot mahdollisista infektioista ja

kasvun alkamisesta.

Kun kasvu vakiintuu ja infektioita ei endd i
esiinny sddnndllisesti, seuranta voidaan i) n“ ‘

lopettaa.
Oheisesta kuvasta nakee
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kontaminaatioiden kirjoa. Koeputket tulee RV AT -' : ‘;":“

tarkistaa hualella, jotta levidmiseltd
valtytdan. Infektioputket poistetaan
viljelyhuoneesta.

Infektiot aloituskoeputkissa voivat nayttas
hyvinkin erilaisilta. Infektioiden |6ytamista
helpottaa, jos on aiemmin ndhnyt
kontaminoituneita putkia. Kuvaa varten
on koottu erilaisia infektioita aloituksesta,

ne nayttaytyvat eri varein ja muodoin.

8.3

Infektoituneiden putkien poisto-ohjeet

Infektoitumisien varalta suoritetaan tarkkailua viljelyhuoneessa ja infektoituneet
putket siirretdadn pois viljelytilasta ja merkitdan muistiinpanot infektoitumisista.
Ennen autoklavointia putkista poistetaan parafilmit ja korkit jatetdaan raolleen auki.
Jos kyseessa on muovikorkki (KIMKAP tai muu vastaava), nostetaan korkkia vain hie-
man yldspain. Mikali korkkeina toimii foliotaitokset, nostetaan niitdkin hieman yl6s-
pdin ja poistetaan parafilmit.

Koeputket voidaan laittaa autoklavointia kestavissa koeputkitelineissa autoklaaviin,
mutta myds esimerkiksi lasipurkit toimivat hyvin pidikkeina putkille. Autoklaavin tyy-
pista riippuen tulee autoklaavin tayttdminen paattaa tapauskohtaisesti.
Autoklaavin tyypista riippuen valitaan infektioiden puhdistusohjelma tai asetetaan
autoklaaviin sterilointiajaksi 21 minuuttia ja 120 °C.

Autoklaaviohjelman suoritettua tehtdvansa putket poistetaan laitteesta ja putkien
sisalto tyhjennetdan kuumana biojatteeseen.

Tyhjat putket laitetaan korkkien kanssa likoamaan saippuaveteen ja pestdan huolel-
lisesti pulloharjalla. Pestyt putket kddnnetaan vaarinpain koeputkitelineeseen ja tar-
kistetaan huolellisesti pesutulos saippuakuplien havittya. Varo laittamasta kuumia
putkia kylmaan veteen, ne saattavat rikkoutua lampaétilan vaihtumisen seurauksena.
Putket huuhdellaan normaalien pesuohjeiden mukaan, jonka jalkeen huolellinen
kuivatus ja varastointi.

Jos kaytossa on tiskikone, voidaan koeputket esipesun jalkeen pestd koneeseen so-
pivassa piikkikorissa.






