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‘I Teoreettinen osa
1. Johdanto

Marjakasvien sadot o1ivat Suomessa 1960- 1uvu11a éangen alhaisia. Syykéi.
Lisdksi taimiaineistokin oli saastunutta ja ta1m1en 1a31kea1tous ya1hte11
suuresti. Sama koskee myds monia koristekasveja. Marjakaswejahan lisdtdan
kasvullisesti ja tdl11din kasvintuhoojat'péﬁsevétﬂhe]posti leviamddn sai-
raasta emokasvista otetun monistusaineiston mukana. -

Marjakasveista erityisesti vadelma ja mustaherukka olivat virusten tartut-
tamia, mansikassa esiintyi ankeroisia ja punkkeja' Virustautejalvi1je11j5
ei pysty torjumaan ja ankero1sten Jja punkk1en tor3untak1n on va1keata Jja
onnistuu vain kov111a aineilla.

Marjakasvien taimien 1aadun parantamiséksi ja sitd tietd myds satotason
nostamiseksi Maatalouden tutkimuskeskukséssa a]qifettiin kokeilu n.s. terve-
* taimitoiminnan aikaansaamiseksi. SITRAn mydntdmilla varoﬁ]]a Maatalouden
tutkimuskeskuksen ja Mqatﬁ]aha11itdksen-muodostama'TERTA toimikunta kehit— '
ti ja kokeili terveiden taimien tuotantomallia 1973-1975.

| Kasvitautien- ja tuhoeldintutkimuslaitoksilla kehitettiin menetelmdt ydin-
kasvien tuottamiseksi, Puutarhan tutkimuslaitoksella kokeiltiin tehokkaita
monistusmenetelmii. Maatilahallituksen osana oli valikoida ja tarkastaa
terveiden taimien tuottoon sopivat viljelijat, taimistot. Perunan ter- .
veiden ydinkasvien tuotto aloitettiin samanaikaisesti tai oikeastaan jo

aiemminkin.

Tervetaimitoiminta vékinaistUi lainsdddantoteitse. Vuonna 1976'peru§tet-
tiin S1emenperunakeskus Liminkaan ja saman vuoden 1opu11a Terveta1m1asema
Laukaalle. A]uks1 molemmat asemat saivat ydinkasvit Kasvitautien tutk1—
muslaitokselta. Ydinkasveja on lisdtty ndilld asemilla ja virusjalkitar-
kastustestaukset on tehty niilla. Nykyisin Siemenperunakeskus tuottaa
itse perunan ydinkasvit ja Kasvitautien tutkimuslaitos tuottaa Tervetaimi- .
aseman tarvitsemat: ydinkasvit marja- ja koristekasveista sekd omenapuista '
Tervetaimiasema luovuttaa kantavaliotaimia viljelijoille, jotka tuottavat -
tarkastettUJa kayttota1m1a mar3anv113e1130111e

.Virus-; viroidi-, mykop1asma- ja eréiden-bakteeritautien tdrjunta kasveis-



“ta on erittdin vaikeata, jopa mahdotontakin. Kasvu]]1sest1 lisdttdvissa
~ kasveissa nami taudit voivat helposti levita 11saysa1ne1ston mukana ja
JOSkUS koko lajike voi o]]a saastunut. L1saysa1ne1ston mukana levidvid
tauteJa voidaan torjua va1n hav1ttama11a vanhat saastuneet kasvustot Jja
istuttamalla uudet kasvustot tervettd lisdysaineistoa kayttama]]a.

Terveen 1ié§ysaineiston saamiseksi tarvitaan taudeista puhtaita ydin-
‘kasveja lahtdaineistoksi. Ydinkasveja saadaan joko valikoimalla ter-
veitd kasveja testausten avulla tai puhdistamalla kasviltaudinaiheuttajis—
ta.

Virukset, viroidit ja mykoplasmat ovat yleensé levinneet kasvissa sen
kaikkiin osiin, mutta kasvusolukot versojéh kdrjissd ovat usein puhtaita.
Lampdkdsittelyn avulla voidaan taudinaiheuttajien.Tisddntymistd ja Tevid-
mistd kasvissa heikentdd niin paljon, ettd versojen karkiosat tai ainakin
niissd olevat kasvusolukot ovat puhtaita. Ydinkasveja saadaan juurrutta-
malla 15@p6késite1tyjen kasvien versojen pdita tai irroittamalla versojen
kdrkikasvusolukot ja kasvattamalla ne ravintoalustalla taimiksi. Kasvu-
solukkojen kasvatus antaa varmimman tuloksen; koska silloin pddstddn
useimmiten eroon kaikista taudinaiheuttajista, myds vihemman tunnetuista
viruksista. 4

Sekd versojen pditd juurruttamalla ettd kasvuso]ukkojen avulla saadut kas:
vit on vield testattava, Jotta voitaisiin olla tays1n varmoja yd1nkasv1en
puhtaudesta

Tdama moniste jdséa selostetéan ydinkasvien tuottamisessa kidytettyjd mene-
te]m1a, on uusittu Ja laajennettu esitys v. 1978 valmistuneesta Kasvitau-
t1en tutk1mus]a1toksén tiedotteesta No 31 (Katr1 Bremer “Ja Pirkko Korhonen:
Kasvuso]ukkoaen kdytto ydinkasvien tuotossa).

Vantaa 3.3.83

Katri Bremer



2. Kasvisolukkojen kaytto tutkimuksissa

Jo t@mdn vuosisadan alussa saksalainen tutkija Haberlandt yritti saada
kasvisolukkoja kasvamaan koeputkessa kasvien ravinne- ja kasvuainetutki-
musta varten. Koe ei kuitenkaan onnistunut. Vasta v. 1934 amerikkalai-

nen White sai tomaatin juuren palan kasvamaan ja kehittymdadan juureksi N
ravintoalustalla. Samoihin aikoihin ranskalaisten Gauthefét‘ih ja '
Nobecourtin onnistui saada porkkanan solukkopalanen tuottamaan kallusso-
‘lukkoa. Tamin jdlkeen kallussolukkojen kasvatus.ja'tutkimus padsi vauhtiih.~'

Kallus- eli haavasolukkoahan muodostuu paremkyymisoluista, jotka kasvia
‘vioitettaessa muuttuvat meristeemisolukon kaltaiseksi ja alkavat muodostaa
erilaistumatonta haavasolukkoa. Haavasolukon tarkoituksena on suojata
kasviin tullut haava. | '

Nyt haavasolukkoja voitiin kasvattaa "in v1tro“, irrdllaan kasvista’ Ja
tutkia kasvisolun to1m1nt03a hallittavissa o]osuhte1ssa

So1ukkokasvatustutkimus edistyi ratkaisevasti'v 1962 jé]keen. "Tdlloin
tutkijat Murash1ge ja Skoog kehittivdt tdysin synteett1sen ravintoalustan
tupakan kallussolukkoa varten. Tamd alusta osoittautui sop1vaks1 myos -mo-
mien muiden kasvi]ajién erilaisten solukkojen kasyatukseen. '

Viimeisten 20 vuoden aikana kasvisolukkotutkimus on ]aajenﬁdnut ja edisty-
nyt. Lisdksi siitd saatuja tuloksia ja menetelmia od voitu soveltaa kay-
tantdon monilla aloilla. N

Paitsi erilaisia kasvinosia esim. juuria, heteitd, emid, alkioita, endo-A‘
spermejd on viljelty kallussolukkoja, meristeemi- eli kasvubisteso]ukkoja
ja my0s yksittﬁisia, ketottomia soluja, protop]asteja. ‘

Kasvin erilaisia osia, JUUren muku]an tai juurakon pa]oaa, 1eht1a1he1ta,
vars1so]ukk03a ym on kdytetty kasvifysiologisissa tutk1muks1ssa Niiden
avulla on selvitetty ravinteiden kuTkeutumista ja varasto1nt1a, kasvin osan .
keh1tysta, solukon erilaistumista ja s11hen vaikuttavia tekijoitd, erityises-
ti kasvuhormoneja. Kallussolukkoja on kdytetty erittdin paljon kasvifys%oF"
logisiin Kokeisiin. Niiden avulla on tutkittu esim. sdteilyn, torjunta-ai-
neiden, myrkkyjen javmuiden aineiden vaikutusta solujen kasvuun ja kehjtykseen.

Kasvinjalostus on hydtynyt paljon solukkotutkimuksista ja kdyttdd solukko-
kasvatuksia yhd enenevdssd mddrin hyddykseen. Seuraavassé joitakin esimerk-



kejd:

‘Heteistd ravintoalustalla kasvanut solukko saadaan erilaistumaan haploi-
disiksi kasveiksi. Haploidiset kasvithan voidaan muuttaa diploidisiksi,
esim. kolkisiinikasittelyn avulla, ja‘siten_1opu]taion,tu10ksena diploidi-
nen, homozygoottinen kasvi. Samalla taVojn voidaan tuottaa monoploideja '
kasveja.. Triploideja kasveja, jotka usein ovat diploidisia parempia,
saadaan siemenvalkuaisesta eli endospermistd kasvavasta solukosta.

sttisiittoisi]]a kasveilla saadaan itsesithSAhe]poimmin aikéan, jos
"heteet ja emit kasvatetaan ravintoa]dsta11a ja saadut alkiot voidaan mybs
kasvattaa ravintoalustalla kasveiksi. Myos siemenid voidaan saada koe-
putkessa kasvavasta solukosta.

Alkion kasvatus ravintoalustalla on onnistunut se11aisissakin tapauksissa,
joissa eri lajeja risteytettdessd hede1m01tys on onnistunut, mutta al- .
kion kehitys pysdhtyy muutaman pajvan kuluttua. " Myds risteytyksien s1eme—'
nien,. jotka eivit idé, alkioita ravintoalustalla kasvattamalla on saatu
naistd siemenistd kasveja. Siementen a]kiot ovat kasvaneet myds ilman
lepokautta. '

Kasveista, esim. lehtilavan sd]ukoista, on voitu éhtsyymien avulla irroit-
taa soluja. Namd ketottomat so]ut,‘protoplastit, ovat kasvaneet ravinto--
- alustalla ja erilaistuneet kasveiksi. Kahden eri kasvilajin protoplastit
on saatu sulautumaan yhteén. Tdllaisia somaattfsia]hybridejé‘on saatu
aikaan Brassica-, Brbmus-, Glycine-, Daucus-, Li]ium?; Nicotiana-, Petunia- '
ja Vicia-sukujen kas@ei]]a, vaikka témé,thtkimus nn Viela alkuvaiheissaan.

Protoplasteilla on ta1pumus ottaa sisdlleen ympar1stostaan 1503ak1n mole- |
kyy]eJa, viruksia, bakteere1ta DNA-mo]ekyy]eJa ja kokonaisia tumiakin.

p1ast1en avulla hyvaKs1. Geenisiirtoja on tehty vasta viimeisten ]O vuoden
aikana ja pééasiassaibakteerei11a. Aivan viime aikoina on tullut pari jul-
kaisua geenisiirrofsta kasveilla. Esim} haploidisen tomaatin kallussotui-
"hin on siirretty lambafaagin geeneja. -

Kasv13a1ostukse11e on suuri hyoty siitd, ettd per1ntotek1301ta voidaan
sdilyttad syvéjﬁadytety1ssa solukoissa. Solukkojen vaur1o1tum1nen estetddn
su03akem1kaa1e11]a ja varovaisella Jaadyttam1se]1a ja sulattamisella. Sai-
lytysldmpétila on hyvin alhainen -120- -160 °c.. Solukkojen kylmdsdilytys :
(kryopreservointi) on vield kehittelyn alaisena, mutta esim. mansikan,

vaahteran, krysanteemin, porkkanan, soijapavun, pellavan, haavan ja kirsi-



kan soTukoista on osa sdilynyt eldvind useén kuukauden ajan.

Biosynteésien tutkiminen kasvisolukkokasvatuksissa avaa 1idketeollisuu-

delle mahdo]1fsuudet tuottaa vaikeasti Vi]je1t§vist§ kasveista saatavat

lddkeaineet solukkokasvatuksissa. Esim. alkaloidien, saponiinien, flavo-

noidien ja kofeiinin muodostumista solukoissa on selvitetty laboratoriois-

sa. Paitsi ldake-, myos mauste- ja variaineita vo1daan tuottaa solukko--
113e]yks1ssa

Kasvipatologiassa kasvisolukkoja on kdytetty sellaisten tuhosienten kasva-
tukseen, jotka eivdt kasva suoraan ravintoa]usté]]a._'Esim..Kasvitautien
tutkimus]éitokse]]a on tri Linnasalmi kasvattanut mdhbquren'aiheuttajaa,
Plasmodiophora brassicae-sientd kaalin kallussolukoissa. Viruksia on’
tutkittu tupakan kallussolukoissa ja protop]asteissa. ‘ .

Laajimman kdyton ja Suurimmdn hyddyn kaytannélle on kasvipatologian alalla
tuottanut meristeemi- Ja ka]]usso]ukkOJen sekad’ so]u3en kasvatus terve1den ,
kasvien tuottamiseksi.

3. Kasvu- eli meristeemisolukot kasvissa

Terveiden kasvien tuottaminen on helpointa meriSteemiso]ukoista. Kallus-
solukkoa ei aina saada erilaistumaan kasviksi, lisdksi kallussolukkoon -

saattaa jdadd helpommin viruksia kuin meristeemisolukkoon. Kallussolu-

" kossa voi tapahtua kromosomihdirigitd ja erilaistuneet kasvit saattavat

poiketa suurestikin alkuperdisestd kasvista. Myds soluviljely on vield
sangen hankalaa ja epavarmaa. Ndiden seikkojen vuoksi meristeemisolukko-
viljely on varminta terveiden kasvien tuottamiseksi.

Kasvin kehityksen siemenestd kasviksi voidaan katsoa “Jakautuvan kasvuun ja

erilaistumiseen. KaSVUn tuloksena on solujen lukumddrdn Tisd@ntyminen,
erilaistumisen seurauksena solujen laadun muuttuminen.

;
Siemenkasvien kasvu onkin rajoittunut tiettyihin alkiosolukoihin, joita
nimitetdan kasvu- eli meristeemisolukoiksi.

Kasveissa on useita erilaisia kasvusolukoita. -KaSvuso]ukot versojen ja
Juurten kdrjissd aiheuttavat pituuskasvun. Namd kdrkimeristeemit pysyvat
kauan kasvukyky1s1na erdissd puissa jopa satoja vuosia. Lehdissd, ku-
kissa ja hedelmissd o]evat kasvusolukot ovat erilaisia kuin kark1kasvuso—
Tukot. Ne ovat yleensd Tyhytikasii. Niissd olevat solut jakautuvat



aluksi nopeasti ja solut kasvavat vasta myShemmin Topulliseen kokoonsa.
Paksuuskasvun aikaansaavat kasvusolukot sijaitsevat nilan ja puuosan vdlis-
sd jdnnejdltend.- Kasvusolukot syntyvdt alkion kehittyessd ja samalla ne
myds sijoittuvat paikoilleen alkiovarren ja juuren kdrkeen ja sirkkalehti-

aiheisiin.

Kirkimeristeemis ympdrdi 1-2 solukerroksen paksuinen tunikakerros, jonka

alla sijaitsee emosoluja, joista jakautumalla syntyy varsinainen kasvu- .

solukko. Kasyuso]ukon solut ovat pienikokoisia, ohutsiendisid ja jakau-
tuvia. ' ' ‘

Kasvien versojen meristeemisolukot saavat aikaan haarojen, oksien ja lehti-
en muodostumisen. Lehden aihe syntyy meristeemin reunasoluista ja nakyy’

- pienend kohoutumana kasvusolukon vieressd (Kuva 1). Sivusilmujen.aiheet
ilmaantuvat mychemmin kuin lehtiaiheet, mutta pian ne saavuttavat samanta-
paisen rekenteen kuin kdrkimeristeemikin. Karkikasvusolukko on jatkuvassa

kasvussa, sen tuottamat lehdenaiheet jddvat vdhitellen alemmaksi missa-
ne saavuttavat varsinaisen kokonsa. ' '



KUVA 1,

a) Kasvusolukot siemenegsi
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erilaistuu itsendisesti kasvista irroitettunakin kokonaiseksi kasviksi.
~ On kuitenkin todettu, ettd lehtiaiheilla on meristeemin kasvua edistivi
vaikutus. Siksi kasvusolukkoviljelyksiin on tavallisesti otettu varsi-
naisen kasvuso]ukon Tisdksi myds 1-4 lehtfaihetta.

Kifja]]isuutta:

ESAU, K. 1958. Plant anatomy. New York. 735 s.
PYYKKU, M. 1980. Kasvianatomia. Hameenlinna. 292 s.



4. Lampokasittely
Vaikutus kasviin ja virukseen

Lﬁmpdkésitte]ya kasvitautien torjumiseksi a]éft}in kﬁyttﬁﬁ jo 1880-Tu-
vu]]a jolloin tanskalainen Jensen kokeili 1amm1n11ma kas1tte1ya peru-
naruton Ja kuumavesikdsittelyd lentonoen po1stam1seks1 Saman vuosi-
kymmenen aikana todettiin Jaavalla 1ampokas1tte1yn va1kuttavan virus-
tautiin tutkija Koben havaitessa, ettd Sereh-taudin va1vaam1sta soke-
riruo”oista saatiin tervettd lisdysaineistoa, kun pistokkaat upotettijn
+50-60 °C:een veteen joksikin aikaa. Tami menetettely tuli pian rutii-
ninomaiseksi kdytdnndksi sokeriruokoviljelyksid perustettaessa.

Erityisen tunnetuksi ja laajalti kdytdntoon dtetuksi tuli lampokasit-
tely virustautien torjunnassa sen jdlkeen kun Kassan1s Eng]ann1ssa

1950~ 1uvu]1a puhdisti perunoita k1errev1roos1sta +37 5 ¢ lampotilassa
25 vrk kestanee]]a lampokdsittelyl1d. Alkuaikoina oli kdytetty kuumaa
vetta tai kuumaa hOyryd ldmpokasittelyssid. Talloin o]i vaikeuksia pi-
tdd lampotila ja'kﬁsﬁttelyaika sopivina, jotta vikdsiééataisiin inakti-
voiduksi kasvin'vioittumatta. Kuumailmakdsittelyn todettiin lopuksi oTé-v.
van edullisin kasveille. o ‘

Lampokasittely tuottaa vain sil]oin'tuloksen, kun kasvit kestdvit sen
tuhoutumatta. Lammonkestavyys riippuu monesta seikaéta{ Tarkein niista
on'lﬁmbﬁkﬁsittelyn kestoaika. Yleensd kdsittelyaika on sitd lyhyempi.
mitd korkeampi 1§mp6ti1a kdsittelyssd on. Lamp1m§§n tottuneet subtroo-
pillisten ja troop1111sten seutujen kasvit ovat yneensa kestdneet pa-

remmin 1ampokas1tte1ya kuin kylmdn ilmanalan kasvit.

Lahelld +60 ¢ a]kavat valkuaisaineet koagu1o1tua Siten korkein 1§mp6-
tila mitd kasvit ovaf kestdneet on esim. pers1kkapuun pistokkaiden lam--
m1nves1kas1tte]yssa Rdytetty +56 C, eikd kasittely ole saanut kestaa

td176in kuin 15 sekuntia. Mansikka-kasvit ovat kestdneet 3 vrk +48 %
lampotilaa. ' ' | o

Vuodenaika vaikuttaa erdaiden kasvien 1dmmonkestdvyyteen, perustana on
kasvin fysiologinen tila. Esimerkiksi krysanteemjt eivdt yleensd kestd
lampokasittelyd talvella, neilikka on kestéhyt Tampokdsittelyt yhtaldi-
sesti sekd kesdlld ettd talvella. Hedelmépuiden lampokdsittely on erdi-
den tutk1Jo1den kokeissa onnistunut hyvin syksylld kasvun pysdhdyttyd,
“toiset tutk13at taas pitdvat kevdttd parhaana aikana.-



Kasvien lammonkestdavyys on jossain madrin riippuvainen n11den auksiini-
pitoisuudesta. Jos se on hyvin korkea tai alhainen, aiheuttaa se lepo-

tilan kasvissa. Lampokdsittely alentaa auksifnipitoisuutta -Ja tdmén
seurauksena kasv1 voi Joutua jopa sen tayde111seen kuihtumiseen Johtavaan
lepotilaan. '

Korkeassa 1ampot11assa on kasvien hengitys V11kasta ja Johtaa hiilihyd-
raatt1varast03en nopeaan ku]um1seen Sen vuoksi kasvit, joiden hiili-

hydraatt1p1to1suus on korkea, kestavit parhaiten lampokdsittelyd. Hii-
- Tidioksiidin 11saam1se11a 1ampokas1tte]yn a1kana on myos suotuisa vai-

kutus. o

- Virusten 1ammons1etora3a11a ja 1ampokas1tte1yn 1ampot11a11a tai sen pi-
tuudella ei ole mitddn suoranaista suhdetta. Jopa saman viruksen eri
rodut inaktivoituvat eri tavoin lampokdsittelyssd. On todettu, ettd ns.
ke]ta1suustaut1en aiheuttajat, jotka ovat myk0p1asm03en ka]ta1s1a or-

o gan1smeJa ovat helposti po1stettav1ssa kasve1sta Niille on yleensd

‘riittdnyt 7- 14 .vrk kestdvd ldmpokdsittely +36- 40 °c 1ampot1]assa, joil-
lekin jopa 10-20 m1n +50 9 lampotilassa. Mehulevintdiset, isometriset
viruskappaleet omaavat virukset ovat myds verraten he]post1 poistetta-
vissa lampokdsittelyl1d.

Jdykkind sauvamaisina kappaleina esiintyvit virukset, kuten esim. ™V,
.peruﬁan X Jja S virukset ovat hyvin Iﬁmpbkésittelyn‘kestavié. Kirvale-
vintdisistd, pitkid lankamaisia viruskappaleita omaavista viruksista
osa on vaikeasti poistettavissa kasveista lampokdsittelyn avulla, osa
taas melko helposti. '

Erdat virukset ovat poistettavissa vain useita viikkoja, jopa kuukausia
kestdvdn 1ampokas1tte1yn avu11a ja erditd v1ruks1a ei ole vield onnistut-
tu po1stamaan o]]enkaan Lampokdsittely tuottaa tuloksen s111o1n kun
v1ruksen 1nakt1vo1tum1nen kasvissa on nopeampaa ku1n viruksen 11saanty—

mi nen

Kirjallisuutta: o

BAKER, K.F. 1962. Thermotherapy of planting m@tefial; Phytopath. 52,
1244-1255. o ' o
KASSANIS, B. 1954, Heat-therapy of virus-infected plants. Ann. appl.

 Biol. 41, 470-474. |

- 1957. Effect of chénging temperature of plant virus diseases. Adv.

Virus Research 4, 221-241.
KRISTENSEN, H. RPNDE & THOMSEN, A. 1970. Varmebehandlingers inf]yde]se
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NYLUND, G. & COHEEN, A.C. 1969. Heat therapy of yirus diseases of
perennenial plants. Ann. Rev. Phytopath. 7, 331-354.
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5. Kasvisolukkojen ravinnevaatimukset
a. Perusravinteet

Meristeemi on erikoistumatonta solukkoa, Jonka so]ut tarv1tsevat mil-
tej kaikki ravinteensa ymparistostddn. Siten versosta irroitetun me-
risteemin tulee saada kasvaakseen varsin mon1puo]1nen,kasvua]usta.
Samoin on myds kallussolukon yksittdisten solujen laita. '

Kasvista irroitetun solukon ravinnevaatimukset ovat Tuultavasti erilai-
set kuin sen ollessa kasvin muiden osien yhteydessd. Vain kokeilemalla
voidaan sopiva ravintoalusta saada selville.

Solukkoviljelykset voivat tulla Jonkun aikaa to1meen 11man hiili-
hydraattia ravintoalustassaan, mutta ei p1tkaa a1kaa Er1 tutkijat ovat
kdyttdneet ravintoalustoissa hiilihydraatin 1dhteend dextroosia tai sakka-
roosia, glukoosia, mallassokeria, laktoosia, alkoholeja, orgaanisia hap-
poja, dekstriinid, pektiinid tai tHrkkelystﬁ.' Parhaimﬁiksi ja yleisim-
min kdytetyiksi ovat osoittautuneet sokerit, lahinnd sakkaroosi ja
dekstroosi. Mansikalle ja muille makjakasveiT]e on kdytetty hyvdlla
menestykselld g]ukoosia. Sokerin midrd alustassa on ollut tarked, opti- .
mikasvun ovat antaneet 0,5-2 % vdliset konsentraat1ot, 2 % on yleisim-

min kdytetty. Marjakasveilla on glukoosia annettu jopa 4 % asti.

Typen mddrd ja laatu ravintoalustassa on hyvin merkitykse111nen solukon
kasvulle. Monia epéorgaanisia ja orgaanisia typpiyhdisteitd on kokeiltu.
Nitraattityppi on u$e1mm1ten oliut paras. On‘pa1jon'verta11tu tulisiko
typpi antaa natr1um— vai kalsiumnitraattina, ammon1akk1n1traatt1na vai
ammoniakkisuoloina. Huomattavia eroja ei ole 10ydetty, mutta y1e1s1mm1h
kdytetyssa so]ukkojén ravintoalustassa, Murashige-Skoogin alustassa typ-
'pi.on annettu ammoniakki-, kalsium- ja kaliumnitraattina sekd 1isdksi on
annettu orgaanista typped maitoalbumiinivalmisteena (Edamin). |

Fosfori on annettu kalium- tai natriumfosfaattina (K HPO4) tai NaH2P04 2

S 2 ..
H,0. |

Hivenaineita, jotka ovat valttsmattomid solukkokasvatuksille ovat mm.
Murashige-Skoog alustassa kdytetyt: magnesium (MgSO4), rauta (4Fe),

boori (H3BO3), sinkki (ZnSO4), jodi (KJ). mangaani (MnSO4), kupari ‘
(CuSO4) ja koboltti (CoCl). Rikkid tulee riittavﬁsti'erﬁiden edellis-

~ten aineiden sulfaattiyhdisteista. .



Kasvusolukkojen kasvualustan happamuudella on tietehkin merkitystd so-
lukon kasvulle. Useimmat kasvusolukot ovat kasvaneet hyvin, jos alustan
pH on ollut 5,6-6,0, mutta jotkut kasvusolukot oVat.kasvaneet'hyvin E
myds pH 7,0.
b. Vitamiinit
KasvusoTukot syntetisoivat jossain mddrin vitamiineja, mutta ne késvavat
paremmih jos ravintoalustaan Tisdtddn vitamiineja. ~Ainakin seuraavat B-
ryhmén vitamiinit ovat tarpeen: A '

nikotiinihappo

aneuriini eli tiamiini (By-vitamiini)

adermiini eli pyridoksiini (Bﬁ-vitamiini)

myo-inositol = meso-inositol. 4 4
Myo-inositolilla on ollut selvd kasvua lisadvd vaikutus, se on edistanyt'
juurten kasvua. B :

Vitamiinien Tisdksi alettiin 1950-luvulla kdyttdd solukkoviljelysten
kasvualustoissa erditd luonnosta saatuja aineita, joiden vaikhttavina'
aineina todettiin myShemmin olevan vitamiinit -ja kasvuhormbnit. Naistd
on kookosmaitouute ollut yleisimmin ja menestyksellisimmin kdytossd.
Myds on kdytetty hiiva- tai mallasuutetta, tomaattimehua, maissin, he-
voskastanjan tai saksanpdhkindn siementen siemenvalkuaisesta tehtyd
uutetta. S

c. Hormonit

Kasvisolukon kasvu ja erilaistuminen eri kasvin osiksi tapahtuu geenieh'
ja kasvihormonien vaikutuksesta, ja kasvin kehitystd voidaan ohjailla
kasvualustaan 1isdttyjen hormonien avulla. Kasvuhormoneja valmistuu
kasveissa, jopa meristéemissékin, mutta kasvista irroitettujen solukoiden
tuottamat hormonimairit eivit ole riittavid. Késvuhormoneja voidaan val-
- mistaa synteettisesti ja lisdtd ravintoalustoihin muiden ravinteiden
tapaan. [ '

Kasveissa vaikuttavat kasvuhormonit voidaan jakaa kolmeen pddtyyppiin.
Seuraavassa on esitetty kunkin padtyypin hormoneista ne, joita on kay-
tetty kasvusolukkojen ravintoalustoissa.
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indolyletikkahappo

1) Auksiinit,  'IAA =
' NAA = naftaleenietikkahappo
IBA = indolylvoihappo

2.4D = d1k1oor1fenoks1ét1kkahappo
2) Gibberelliinit, GA3 = gibberelliinihappo
3) Sytokiniinit, adeniinisulfaatti
BAP = 6- bentsylamonipuriini
IPA = isopentyladenosiini ,
kinetiini = 6- furfuryaminopuriini
zeatiini=6- (4- hydroxy 3- methy] but-2- eny]) amino-
puriini

Auksiinit

Tunnetuimpia auksiineja on IAA, indolyletikkahappo. Sité-mUodostuu
versojen kark1kasvuso]uko1ssa, lehdissd Ja hede1m1ssa joista se kul-
keutuu nopeast1 kasvin kaikkiin osiin.

IAA tuhoutuu helposti sekd kasvissa ettd vesiliuoksessa va]on vaiku-
tuksesta. Sen vuoksi IAA:n asemasta kaytetaan “usein paremmin sdilyvdd
NAA, naftaleenietikkahappoa. Auksiineilla on kasveissa Tukuisia erilai-
sia vaikutuksia. Auksiinit edistdvit kasvua 1isadma114 ‘solujen pituus-
Jja 1aajuuskasvua. Erittdin huomattava on auksiinien juurten kasvua
edistdvd vaikutus. Sen vuoksi niiti kdytetddnkin paljon apuna pistok-
kaita juurrutettaessa. Auksiinit edistdvat ka]]usso]Ukon'kasvua.

Auksiinit osallistuvat myds silmujen muodostumiseen, hede]m1en kasvuun,
lehtien ja hede]m1en varisemiseen. : ' '

‘ Monet auks11n1en va1kutuks1sta tapahtuvat yhdessa JOkO g1bbere1]11n1en

1’-.‘

tai sytokiniinien kanséa

Vallitseva piirre auksiinien vaikutustavalle on va1kutuksen r11ppuvuus
auksiinien vdkevyydestd. Liian suurina annoksina auksiinit toimivat
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pikemminkin kasvun ehkdisijoind kuin edistijini. Tahan perustuu auksiinien

Kiytio rikkakasvien torjunnassa.
Gibberelliinit

G1bbere]111ne3a tunnetaan yli 20, mutta kasvuso]ukkov113e1yks1ssa on
kaytetty paaas1a1]1sest1 g1bbere1111n1happoa GA3



Gibberelliinejd muodostuu versojen kdrkisilmuissa, kasvavissa lehdissi,
hedelmissa ja juurissa ja ne kulkeutuvat siiviTaputkissa kasvin kaik-
kiin osiin. c

Gibberelliinit edistdvdt kasvisolukkojen pituuskasvua. Tamd ilmenee
lehtién ja varsien 1isa§ntyneen§ pituutena Varren nivelvdalit pitene-

Gibbere]]iinien vaikutus on ollut suurin kddpidkasvuisissa mutantti--
]ajikkeisﬁa, joista gibberelliinien vaikutuksesta on kasvanut normaali-
kokoisia kasveja. Kddpiokasvuisuus ei kuitenkaah johdu liian vahaisestd
gibbere1liinivikevyydests. | |

Gfbbere]]iinit eivat kuitenkaan pysty yksikseen saamaan aikaan versojen
pidentymistd vaan ainoastaan yhdessd auksiinien kanssa. Gibberelliinit
lisdavdt auksiinien vaikutusta myos siemenettomien (partenokarpp1sten)
hedelmien muodostumisessa. '

Gibbere1liinei11a on kylla sellaisiakin vaikutustapoja, joita auksii-
neilla ei ole. Esim. siementen, sipulien ja mukuloiden 1epoajdn keskeyt-
tdminen. Joissakin tapauksissa gibberelliinien vaikutustapa on aivan
painvastainen kuin auksiinien, esim. auksiinit.ed{stévét, gibbere]}iinit
ehkdisevdt juurten muodostumista pistokkaisiin. Gibberelliinien ei ole
todettu suurinakaan annoksina annettuna vioittaneen kasveja kuten auk-
siinit tekevdt. | '

Sytokiniinit

Nyky1s1n monia sytok1n11ne3a valmistetaan synteettisesti ja kaytetaan

solukkoviljelysten rav1ntoa1usto1ssa Sytokiniinit edistdvdt er1ty1sestil,

solujen Jakautum1sta Ja yhdessd auksiinien kanssa ne vaikuttavat so]uaen
er1]a1stum1seen Sytok1n11n1en avulla on saatu paitsi kasvusolukkoja,
myds aivan erilaistumatonta kallussolukkoa, jopa yks1tta1s1a soluja kas—
‘vamaan ja er11a1stumaan kokonaisiksi kasveiksi. Erittdin merkityksellis-
td er11a1stum1stapahtuma11e on sytok1n11n1en ja auksjinien keskeinen
suhde ravintoalustassa. Se on useimmiten koke11tava joka kasv11a3111e,
jopa lajikkeellekin.

6-~bentsy1amon1pukiini, BAP on erittdin tehokasvaikutteinen, synteétti-
nen sytokiniini. Se edistdd sivusilmujen solujen jakautumista ja heiken-
tdd pddverson hallitsevaa vaikutusta, joka muutoin-estdisi sivuversojen
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muodostumisen. Tatd BAP:in vaikutusta kdytetdan hyvaks1 m1kro]1sayksessa
eli k1oonauksessa, Jota selostetaan myGhemmin.

Sytokiniineilla on siis suuri vaikutus erilaistumiseen, joskin muutkin
kasvihormonit vaikuttavat siihen. Kasv1hormon1en va1kutustavan perus-
tana on niiden osallistuminen geenitoimintaan.

Kunkin kasvilajin "kehitys on tietyn ohjelman mukainen ja tdmd ohjelma
on koodattu kunkin lajin geeneihin. Kasvin solut eivdt sisd11d eriar-
voisia, eri toimintoja ohjaavia geenejd, vaan eri geenit tulevat éri'
aikoina aktiivisiksi. Eri geenit siis alkavat ja 10pettéVat toimintansa
eri aikoina. Siirtyminen kehitysasteelta toiselle'tapahfuu siten sarja-
na eri geeniryhmien aiheuttamia toimintoja' Jos-soluryhmd on alkanut
tietyn erilaistumisprosessin, ei solukko voi enaa palautua ennalleen Ja
aloittaa to1sen1a1sta kehityssuuntaa.

Kun kasvin kehitysvaiheet ovat ndin sdanndlliset, tdytyy kasvissa olla
joku mekanismi, joka kytkee tietyt geenit toimimaan tietyssd vaiheessa
ja toisessa vaiheessa taas pddltd pois kuin sdhkovirran katkaisijasta.

Kasvuhormonit voivat toimia ainakin osana tdllaista mekanismia, koska
ne pystyvdat virittamddn geenit toimintaan. Geenit sitten méér&évét mil-
“ Tainen on tdmdn toiminnan tulos, joskin erdissd tapauks1ssa hormon1t

voivat vaikuttaa myds kehityksen laatuun.

Jotkut kasvuhormonit, erddt g1bbere]111n1t voivat myos estdd tiettyjen
geeniryhmien to1m1nnan - .

Vaikka kasvuhormonieh vaikutusmekanismia ei vield tunneta yksityiskoh-
dittain, on varmaa,_étta niilld on syvdlle kdypd vaikutus joko suora-
naisesti tai epésuorésti geenitoimintaan. Tulevaisuudessa kasvihormonien
merkitys on suuri véiineené, jolla kasvien kasvua ja kehitystévvoidaan
ohjata haluttuun suuntaan. ‘
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6. Mikrolisdys eli "kloonaus"

LEmpbkééitte]yjen ja kasvusolukkoviljelysten avulla saadaan usein vain

yksi tai muutamia harvoja terveitd kasveja, joista koko-lajin tai la-

jikkeen lisays on a]oitettava. Tdmdn 1isﬁysty6n nopeuttamiseksi on py—

nopeuttaa. Monia vanhoja menetelmid onk1n voitu parantaa ja kayttaa myos
kasveilla, joilla sitd ei kdytannon viljelyksilld ole kdytetty.

Jotta ydinkasveja voitaisiin 1isdtd nopeasti, olisi niiden tuotettava
runsaasti uusia versoja tai muita lisdykseen sopivia kasvinosia. Ydin-
kasvin olisi oltava muodoltaan runsashaarainen, pensasmainen‘kasvi.
Kasveissa on kuitenkin olemassa ilmio, kdarkisilmun vallitsevuus eli api-
kaali ddminanssi, joka estdd kasvien runsasta versojen tuottoa.

Solukkokasvatuksissa karkikasvusolukci vallitsevuus on voitu estdd syto-
kiniinien avulla. Td&116in on kdytetty ravintoalustaan annettuna kinetiinid,
bentsylaminopuriinia tai muita sytokiniinejad, jotka ovat saaneet aikaan
runsaan versoaiheiden muodostumisen joko kasvuédlukko-'tai my0s muussa
sqlukkovi]je]yksessﬁ.

Tdallaista 1is§ysmeneté1m§§ on nimitetty mikro- tai monimeristeemilisayk-
seksi tai kasvin "kloonaukseksi".

Mikrolisdyksessd sytokiniinejé avuksi'kéyttéen»kiihoitetaan meristeemi

tuottamaan yhd uusia ja uusia kdarkikasvusolukkoja ja siten'uusia versojen
aiheita. Irroittamalla versojen aiheet toisiétaan>ja kasvattamalla niitd
edelleen voidaan saada lukuisia uusia kasvejanlyhyéssé ajassa.' |

Menetelmdd on kdytetty menestyksellisesti mansikan.1isdyksessda. Englanti-
lainen tutkija Adams ju]kaisi v. 1972 ohjeen uudistetusta mansikan kasvu-
solukkojen vi]je]yyn’sopivasta ravintoalustasta. Meristeemit kasvoivat
melko hyv1n ti114 alustalla ja ne tuottivat s1vuver503a niin, ettd neljas-
td kasvua]usta]]e s11rretysta meristeemistd saat11n 17 Juurrutettua kasvia

' ens1mma1sessa jaossa.

Myos erddt japdni]afset tutkijat totesivat v. 1973, ettd bentsy]aminopurii—:
nin avulla vqitiin tuottaa runsaasti mansikan uusid'verxﬁayhdesté ainoas-

ta kasvusolukosta ja ovat kdyttdneet tdta hyadykseen‘kéyténnﬁssé. Be]gia1ai-
nen Boxus perusti varsinaisen mansikan lisdyslaboratorion ja myds kasvinja-
lostajat ja taimien tuottajat ovat kdyttdneet tdtd menetelmdd hyddykseen
taimien suurtuotannossa. |
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Mikrolisdys voidaan aloittaa myds muilla so]ukqiTTa'kuin meristeemilla.
Esim. Begonian kukkavarresta otettu pala saadaan ravintoalustalla, jossa
on sopiva sytokiniini/auksiinisuhde, tuottamaan runsaasti versoja. Nei-
~ 1likan varresta tai meristeemistd aloitettu kallussolukko tuottaa helpos-
ti lukuisia versoja sopivalla alustalla. Samoin monet muut kasvit, joi-
den vegétatiivinen']isays on muutoinkin helppoa. Muille kasve111e ndyt-
tad parhaiten sopivan mer1steem1so1ukosta aloittaminen.

Koeputkessa olev1a m1krokasve3a voidaan sdilyttas use1den kuukaus1en aJan
viiledssd, +4-6 ° lampotilassa ja heikossa valossa. Td116in kasvien
elintoiminnat ovat ldhes lepotilassa, mutta kasvit:sdilyvdt elossa ja
jatkavat kasvuaan normaalisti tavalliseen ]Empbtilaan ja valoon siirretyi-
nd. Kasvitautien tutkimuslaitoksella on td11d tavoin sdilotty sekd juu-
rettomia ettd juurellisia mansikan pikkutaimia noin vuoden ajan, krysan-
teemin taimia noin 15 kk:n ajan.



KUVA 2, Monimeristeemiliaéys

=

Jonkin verran kasvanut

kasvugolukko siirretddn
‘sytokiniinipitoiselle

kasvualustalle -

Juureton versopensas voidaan
jakaa '

jossa alkaa runsas versojen
muodostus.

ja irroitetut versot-.
Juurruttaa juurrutus-
alustalla
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Kasvitautien tutkimuslaitoksella on mansikan mfkro]isays‘onnistunut hyvin
Red Gauntlet, Senga Sengana, Zefyr ja Ostara- 1ajikkei11a Ostara-lajike on
sen vuoksi kokeiltavana, koska sen rinsyn muodos tuskyky on heikko ja s111o1n
~tarvitaan toinen lisdysmenetelmi. Saadut taimet ovat kasvaneet normaa11st1
Ja tuottaneet hyvdt sadot kenttikokeissa.

Kasvitautien tutkimu$1aitokse11a on kbkei]tu mikroliééysté mansikan ohella
my0s begonilla, krysanteemilla, neilikalla, verénpisaralla, viinimarjoilla
Jja omenapui]]a’ Koristekasveilla ja mansikalla on saatu parhaat tulokset.
Ulkomailla on hedelmapuiden mikrolisdys tullut merk1ttavan y1e1seks1

M1kro]1saysmenete1m5n merkityksestd mainittakoonrseuraavaa'

Kasvien 1isdys tapahtuu ilman tauti- ja tuhola1svaaraa vuodenaJo1sta r11ppu-
matta ja lisdysnopeus on suuri. '

Taimituotanto voidaan ajoittaa hyvin, silli koepu1101ssa o]ev1a versokasva—
tuksia voidaan p1taa e11nke1po1s1na viiledssd jopa vuoden ajan.

‘Kansa1nva11nen taimikauppa sujuu koeputkitaimien avu11a he]post1 ilman
tauti- Ja tuho1a1svaaraa ‘
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11 Kasvisolukkoviljelyn suoritus kéytﬁnnﬁssé,:l_'
1. Lampokdsittely

Terveiden’kasvien'aikaansaamiseksi otetaan kantasolukko, meristeemi tai
muu verson osa lampokidsitellystd kasvista. A

Lampokasittelyssd kasvia kasvatetaan +35- 40 oc. va11sessa lampotilassa
use1den viikkojen ajan virusten Ja mu1den taudinaiheuttajien heikentd-

- miseksi. Samalla kasvin pitdd pysya kasvukunnossa.

Lampokdsittely voidaan antaa kasvatuskammiossa, lampokaapissa tai sopi-
~vassa kasvihuoneen osastossa. Edullisimmaksi tulee itse rakennettu

15mp6kaappi tai kasvihuoneen osasto. Lampokas1tte]yt11assa p1taa voida
va1a1stus rijttdvd, 6 - 10 000 luksia, 16 t/vrk.‘ Kasye111e on edu111sta,
jos kaapin alaosa, missd kasvien juuriosat ovat;lon viiledmpi kuin latvo-
jen kohdalla oleva ilmatila. ' |

Lampokdsittelyyn tulevat kasvit‘istutetaanfsaviruukkuihin; ja annetaan
niiden padsta hyvdan kasvuun kasvihuoneessa egnén‘]ampbkésitte1yé.. Ennen
siirtoa lampokdsittelyyn saviruukuissa o]evat_kasvitton hyvd siirtad
ruukkuineen isompiin, turpeella tdytettyihin ruukkuihin. Ruukkujen valis-

sd oleva kostutettu turvekerros pitdd mullan ja siind olevat juuret v111ea-
na. : '

Vadelmat on hyvd leikata alas. Mansikassa ei saalolla lehde11isid ronsy- -
ja ldampokaappiin siirrettdessd. Alasleikatut monihaaraiset nuoret omena-
puut ovat sopivimﬁat 1Emp6késitte1yyn. ' '

KaSV1en ollessa 1ampokaap1ssa 1ampo asetetaan ensin 22 ° - ja nostetaan
"~ sitten vah1te11en, esim. 2 °C joka toinen pdiva, kunnes haluttu 1dmpo-
tila on saavutettu. Seuraavat ldmpotilat ja ajat ovat suositeltavia:
mustaherukka +35 °C, 3 viikkoa (suonenkatoviroosi). Man51kka, 38 %

6 viikkoa ja vadelma, 38 C 8 V11kkoa Omené- ja muut hedelmdpuut, 37-
38 c, 6 v11kkoa o h |

Krysanteemi, 37 ¢ 5-6 viikkoa, mutta'kﬁépiﬁkésvuvirqidia ei voida téy-'
sin poistaa lampokasittelylld. Neilikka, 37 °C, 60 vrk.

Lampokasittelyn aikana kasvit pidetddn sopivan kosteina, myo0s ruukkujen

~ vdlissd oleva turve kostutetaan. Kasveja on myds lannoitettava neste-

maisel1d liuoksella pari kertaa viikossa. Ilman kosteus olisi hyvd olla
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ainakin 60 %, mutta eri kasveilla on erilaiset vaatimukset. Kasvi koko-
naisuudessaan ei puhdistu limpokdsittelyssd. Vain meristeemit ja kdsitte-
lyn aikana kasvaneet versojen kirkiosat saattavat o]]a puhtaita. 'Jos
solukkokasvatus ei onn1stu, voidaan pienet versojen 1atvat joko ympata
terveisiin s1emenkasve1h1n(omenapuut herukat) tai Juurruttaa ne suoraan
(vadeIlma). Joka tapauksessa Tampokdsitettyistd kasveista saadut taimet
on testattava. ' '

- 2. Tyopaikat ja vdlineet sekd niiden puhdistus

'Kaévusolukkokasvatuksia varten tarvitaan siistid, polytontd laboratorio-
tilaa, jossa kaikki. pinnat ovat helposti puhdistettavissa On hyva jos
saatavilla on huone valmistelevia tditd varten ja vdlittomdsti sen yhtey-
- dessd puhdas tydhuone, jossa on koneellinen 11manpuhd1stus tai johon
voidaan sijoittaa esim. ]am1naar1v1rtauskaapp1. Ka1kke1n s11ste1mpana
tyotilana olisi paras kdyttda 1am1naarivirtauskaapp1a, jossa ilma puha]—
Jetaan takaseinin kautta vaakasuorasti suodattimien 1api.: Laminaarivir-
tauskaappi on sijoitettava puhtaimpaan huoneeseen, jossa ei ole liikaa
ovia ja ldpikulkua, ja jossa ei ole pdlyd kerddvid avohyllyja tms.

Laminaarivirtauskaappeja halvempia ovat elektroniset ilmanpuhdistajat,
jotka myds poistavat ilmasta polyhiukkasia ja'itiﬁité. Sekd laminaari-
virtauskaappeja ettd elektronisia 11manpuhdistajia valmistetaan koti-
maassa-. '

\

‘Ka1kke1n ha1V1n s11st1 tila saadaan s11rrostuskaap1sta joka on vain
sen verran suur1, ettd tyontekijan kadet, tyova11neet ja siirrettavat
kasvatukset mahtuvat siihen. S11rrostuskaapp1 voidaan pitdd puhtaana
kattoon sijoitetuh 'u1travio1ett11ampun avulla, ja desinfiointiaineilla

puhdistamalla (Kuva 3).

Edellisten 1553ksi tarvitaan tilat autoklaavia, desinfioimisldmpokaappia
ja kasvatusastioiden pesukonetta ja pesua varten. ‘Vaakaa varten tarvitaan
myds tila ja varastotilaa kemikaalioita ja 1a§itavéraa varten. Solukko- -
kasvatuksille tarvitaan kasvatushuone. o . '

Steriilin-huoneen poytien yldpuolelle sijoitetaan ultraviolettilamput.

Myos tassa huoneessa kdytettdvat valineet esim. tyotakit ja m1kroskoop-
pi on hyva siilyttdd kdyton valilla u1trav1o]ett11amppu3en alla, joiden
pitdisi olla toiminnassa ennen tydn alkua vdhintdin kahden tunnin ajan.
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Tyon aikana niitd ei saa pitdd padlld ja on varottava katsomasta ultra-
violettilamppuihin, koska niistd lahtevd valo on erittdin vaarallista
siImiT1d. MyOs on pidettdvd mielessd, ettd ultraviolettivalo ei tehoa
lasin ldapi.

Sterii]in huoneen pdyddt ja lattiat puhdistetaan joka paiva tyon jdlkeen
saippualla, tolulla, .esim. 5 % natrium- tai kalsiumhypokloriitilla tai

muilla aineilla. Myos alkoholilla voidaan puhdistaa poytid, mutta on pi-
dettdvd mielessd, ettd alkoholi on herkdsti palavaa.
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Kuva 3 Ultrvaviolettilanpulla varustettu eri styskanopl,

/

<

)
.
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Ennen tyﬁn‘a1oittamista tarkistetaan, ettd tychuone on siisti, desin-
fioidut tydvdlineet ovat valmiina paikalla, kaasuliekki tai bunsenlamppu
tai muut desinfioimisvé]iheet ovat paikalla kéyttﬁva]miihaf

Seuréaviavva11neitéAtarvitaan kasvisd]ukkovi]je]yksié tehtéessﬁ:

Ravintoalustat des1nf1o1daan 120 °C 1ampot11assa 1]makehan paineessa’ 20—"
30‘m1nuutin-ajahl Erdat kasvuhormonit ja vitamiinit, esim. zeatiini. eivdt
kestd korkeita ldmpotiloja. Niitd sisdltdvdt liuokset voidaan steriloi-~
da bakteerisuodattimen avulla. Bakteerisuodatettu 1liuos lisdtddan ravinto-
alustaan autoklavisoinnin jdlkeen juuri ennen kuin agar alkaa jﬁhmetfyéﬁ

Lémpbkaappia voidaan kéyttéa kasvatusastioiden, tydvéTjneideh ym.‘desin—
fioimiseen. Riittdvddesinfiointiaika on 3 tuntia 170 C Vampstilassa.
Veitset, pinsétit ja pienet vdalineet on hyvé kddrid alumiinipaperiin
des1nf1o1nn1n ajaksi, jotta n11ta on myohemm1n he]pomp1 kas1te11a ja ne -
kuitenkin sdilyvdt steriileind. ‘

Vaa‘an tulee olla niin tarkka, ettd esim. vitamiineista ja kasvuhormo-
:va1kka kdytettaisiinkin vakevo1ty3a perus11uoks1a.; Vaaka, 3011a paastdan
0.1 mg tarkkuuteen on. sopiva. Vaa“alla tulee olla tukeva alusta ja po-
lyton sijaintipaikka. '

Spriilamppuja tarvitaan avattujen koeputkien sufdeh. veitsien ym. desinfi-
ointiin. Kaasulamppua voidaan myds kdyttad, mutta'sjirrostuskaapeissa o

on spriilamppu katevampi.

" Desinfiointiaineet. Pﬁytien,‘lattioiden ja muiden pintdjeh desinfioin-

. tia varten tarvitaan des1nf1ont1a1ne1ta Téhén tarkoitukseen soinat
esim. etyy11a1koho]1 70 90 %, jota vo1daan_kéytté§ myos kasvin:osien; ka-
sien, kdsineiden, veitsien ja muiden valineiden desinfiointiin.f Natrium-
tai kalsiumhypokloriittia voidaan kdyttdd myos poytien ja lattioiden puh-
distukseen. Tolua voidaan‘myﬁs kdyttad. ,De]égo]-]iuoslon osoittautunut
hyvaksi meilla. ' '

Steriilis vetti tarvitaan kasvin osien puhdistukseen.. Steriilid vettd
saadaan parhaiten autoklavisoimalla tislattua vettd keittopullossa ja
isoissa putkissa samalla tavoin kuin ravintoalustoja. ‘
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Pienet tydvdlineet. Kasvusolukoiden irroittamista ja siirtamistd varten
tarvitaan veitsid, preparointineuloja, pinsettejd ym. Erittdin hyvid

ovat leikkausveitset, joissa on irroitettavat ei liian suuret terdt.
Kaikki namid valineet on voitava pesun jdlkeen desinfioida 15mp6kaapissa.
Ultraddniaaltopesukoneita voi kayttad pienikokoistéh vé]inéiden puhdis—
tukseen. Veitsid on altava riittdvdsti, Jjotta er1 tyova1he1ta varten on
olemassa riittdvasti desinfioituja vdlineitd. Tyova11ne1den des1nf1o1nt1
pesun jdlkeen suor1tetaan ldmpokaapissa ja tyon aikana 70-90 % a]koho111n .
kastaen, ei koskaan liekissd kuumentaen. Veitset ja pinsetit on paras
Kiiri3 alumiinifolioon ennen limpdkaappisterilointia. Siten niitd on

' myohemmin helppo kuljettaa ja kdyttad tarpeen mukaan. Meristeemi on hyva -
- leikata 1mupaperin p5§113Apetrima]jassa‘ Imupapeki]iiset petrima]jat

Kasvisolukkojen kasvatusastioina voidaan'kéyttéé koeputkia, Teveésuisia'
Tasipulloja ja Tasipurkkeja kasvatettavien kasvien koon mukaan. Lasi-
astiat pestddn vedel1d ja pesuaineella ja huuhde]]aan huolellisesti, 511-
13 jotkut pesua1neet saattavat olla myrky111s1a kasvisolukoille. . Steri-

. loidaan pesun jdlkeen lampdkaapissa. Putkien ja pullojen sulkemiseen voi-
daan kdyttdd metallikorkkeja, pumpulituppoja, alumiinipaperia tai paraf11—
nikalvoa.

Merkinnat kasvatusaast1o1h1n tehddan joko er1ty1se11a merk1ntakyna11a
tai niihin liimataan laput merkintGineen. ' '

Ravintoa]ustoja‘va1ﬁistettaessa tarvitaan-mittapu11ojé’ja_muita lasipul-
loja sekd p1pette3a. Valmiiden peruslﬁuosten sdilytystd varten tarvitaan
jddkaappi ja muu vaio]ta su03attu, siisti kaapp1 Joitakin ravinteita,
kuten esim. kookosmditoa on paras sdilyttdd syvdjaddytettynd, joten syvd-
.j&édytysarkku on taﬁpeen Myos vitamiinit ja hormonit voidaan pakastaa-
p1en1na esim. 1 1r ravintoalustaa varten tarvittasina mﬁariné. Ravinto-

alustojen‘pH-mittauéta varten tarvitaan pH-mittari.



28

3. Kasvuso]ukon irroitus kasyista ja siirto ravintoaTusta11e

Aluksi tarkastetaan, etti kaikki tydvalineet ja:desinfioimisaineet ovat
valmiina sterii]iséé tydtilassa. Parasta olisi tehdé tyo laminaarivirtaus- .
kaapﬁssa. Sen jalkeen lampokasitellyistd kasveista otetaan'pienet 2-3

cm mittaiset versojen pdaat, mansikoista rﬁnsyjen péét, siiste{hin»astioi-
hin ja viedddn desinfioitaviksi. Versoista>3rk01tefaan lehdet pois ja ne kas-
tetaan nopeasti 90-95 % alkoholiin tai veteen, jossa on astianpesuainetta
(80 ml vettd, 20 ml pesuainetta). Sen jdlkeen ne upotetaan 10-20 minuu-
tiksi (pehmedt versot 10, kovemmat 15-20 min.) 5 % kalsium- tai natrium-
hypok]oriittiin.' Sen j§1keen ne huuhdotaan éutok]avisoidussa;'tislatussa
vedessd vdhintdin kolmeen kertaan. Tamdn jilkeen Teikataan aina uusia ste-
riloituja veitsid kdyttamalld Tehtiaiheita pois kunnes kasvuso]ukkd paljas-
tuu. Kasvuun 1ihdon varmentamiseksi irroitetaan kasvusolukko 2-4 lehtiai-
heen kanssa joko suoraan tai vinosti pbikki]eikkaémaila. Kuva 4. .

Irroitettu kasvusclukko siirretddn veitsells tai neulalla ravintoalustaan
taivutetun imupaperin pddlle tai agarille. Koeputken suu desinfioidaan |
'1ieki113‘ja su]jetaan;"Koeputken sulkemiseen voidaan kéyttéﬁ parafiini--
kalvoa tai alumiinifoliota. ' ' K A

Erdiden kasvien solukot tummuvat helposti. Tummumista voidaan estdd kas-
tamalla solukko hypokloriittidesinfioinnin ja Vesihuuhte]uh Jjalkeen auto-
klavisoituun C-vitamiiniliuokseen. Liuos = 25 ing askorbiinihappoa, 40 mg
sitruunahappoa ja 500 ml destilloitua vettd. ' S ‘
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4. Ravintoalustojen valmistusohjeet
a. Murashige-Skoogin rayintoalusta (MS)

Kaikkien tassd esitettyjen ravintoalustojen perustana.on MS-alusta eli
'MuraShigen ja Skoogin (1962) tupakan ka]]usso]ukkdvi]je]yksié varten ke-
hittamad alusta. Taulukossa 1 on esitetty MUréshige-Skoog (MS) alustan
alkuperdinen koostumus, vaikka sellaisenaan emme olekaan sitd kayttaneet
paitsi perunalle ja sen vuoksi ravintoalustojen va1m1stus esitetdan vasta
tdman alustan sovellutusten yhteydessd. '

MS-alustassa on esim. rauta annettu FeSo, Jja NaéEDTA yhdisteena, mutta ,
‘rauta on nykyisin annettu helpoimmin annettavassa muodossa Na2 -Fe-EDTA- .
yhdisteend. KasvuhormoneJa on annettu mu1tak1n ku1n kinetiinid ja 1ndo—
Tyylietikkahappoa (IAA). o |

MS- a1ustan vakevyys on hyvin suuri, suurempi kuin minkdan muun kaT]us- tai

kasvusolukkojen kasvatukseen kdytetyn a1Ustan. Sen vuoksi joillekin kasvu-

solukoille, ainakin niistd kehittyneiden kasvien jﬁuhten mUodoStumisen edis-
tamiseksi on kasvun myohdisemmissd vaiheissa kaytetty 3/4 tai 1/2 vakevyyt-

td a]kupera1s1sta MS-alustan madrista.

solukon keh1tysva1he1den mukaisesti. Mer1steem1 s11rretaan ns. I alustalle,
- jossa se saadaan kasvun alkuun ja noin 3-5 viikon kuluttua pieni verso '
siirretddn II alustalle, jossa verson kasvu jatkuu- ja -samalla muodostuu
uusia vérsqja. IIIia]ustalTa versoille saadaan muodostumaan juuret. Joil-
lekin kasveille riittdd I ja II-alustat. vPerunai]e.dﬁ sopinut koko ajan
MS-perusalusta tai LS eli Linémaier SkoOgin (1964) ravintoalusta, joka

eroaa MS-alustasta’ V1tam11n1en mddran kohda11a LS-alustassa kdytetdaan
vain B]_v1tam11n1a, mutta sitd 4 kertaa enemman kuin MS-alustassa.



Taulukko 1.

sessaan (Murashige & Skoog 1962)

Padravinteet:

NH4NO3

KNO3'

CaCl 2 H,0

2 " 2 M0
g - 7 R0
KHPO,

Na,EDTA

FeSo

MgSo

4" 7 H20

Orgaaniset aineet:

sakkaroosi
Edamin

agar

pH 5,7-5,8

. mg/1

1650
1900

440

370
170

37,3

27,8

a9/1
30

10

Hivenaineet:
HB05-

MnSO4 - 4 H20“~
InS0, - 4 HZO-

k9 |
Na,Mo0, - 2 HZO
CusO, - 5 H20
CoCl, - 6 H 0.

nikotiinihappo
pyridoksiini

thiamiini

myo-inositol (meso41nbsit01)

mg/1

6,2
22,3

- 8,5°
0,83
0,25

0,025
0,025

glysiini (Glykokoll)

TAA

kinetiini.

Murash1ge Skoog - ravintoalusta alkupera1sessa koostumuk- A

mg/1’

0,5
0,5
0,5 |

100
2,0

1-30,0

0,04-10,0



Tau]ukko-Z. Murashige-Skoog (1982) alustan perusliﬁokset.

Perusliuos
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perusliuos 1 litraan ravfﬁto—
: alustaa '
A Pairavinteet NH4NO, 16,5 9/T
' KNO, 19,0
CaC]z- H20 4?4 ’ 100 ml
MgS0, - 7H,0 3,7 | |
KH,PO, | 1.7 )
B Rauta EDTA -FE -Na, - 390,0 mg/1 100 ml
(Na,-Fe-EDTA) :
C Hivenaineet HBO, 620,0 mg/1
| MnS0, - 4H,0 - 2230,0
Zns0, - 4H,0 1860,0
KJ (Kaliumjodidi) 83,0 10 ml
Na2M004 . 2H20 ZS,Q
CuSO4 . 5H20 2,5 |
CoC]2 . 6H20 2,5 ’
D Vitamiinit Glysiini (glycogoll) 200 mg/1 ! ~
Nikotiinihappo - 50 " | 10 w1
Pyridoksiinihappo(B6) 50 "
“Tiamiini (B1) 10 " J
E IAA (indolyletikkahappo) 50 mg/500 ml
F IBA (indolylvoihappo) 50 - M -
G Kinetiini (6-furfuryaminopuriini) 50 - " -
H Gibberelliinihappo (GA,) 50 - " -
I BAP (bentsylaminopuriini) 50 - " -
K NAA (naftyletikkahappo) 50 - " -
Seuraavat aineetvpdnnitaan joka kerta erikseen:
Myo-inositoli (meso-inositoli) 100 mg
Kaseiini (casein hydroxylate) haluttaessa 3 g
Adeniinisulfaatti ' 80 mg
Sakkaroosi 20 g
(Agar, haluttaessa 8-10 .9;
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b. Murashige-Skoog - alustan perusliuckset ja alustan valmistus
Ravintoalusta on valmistettu seuraavasti:

Ensiksi tehddan vakevoidyt perus]iuokset taulukon 2 kohtien A-K mukaan.

Jos ravintoliuoksia tehdidn usein ja suuria mddrid, kannattaa tehdd esim.

5 1 annokset perusliuoksista. Kasvuaineista ja vitamiineista ei kuitenkaan
kannata tehdd kovin suuria mddrid perusliuoksia, koska .ne pilaantuvat
helposti, jo]]éi“niita'syvéjéédytetﬁ.) Lisaksi niitd tarvitaan‘vain‘pienié
mddrid kerrallaan. ' - ‘

vesimdardstd otetaan aina kutakin perusliuoksen ainetta varten dekanteri-
lasiin pieni vesimddrd, johon ko. aine liuotetaan. Téyéin Tiuonneet ai- _
neet yhdistetddn ja vesimdard tdydennetddn 1 litraksi. Tamin jalkeen pe-
rusliuos autoklavisoidaan pullossa, johon nestepinnan korkeus on merkitty.
Jos liuoksesta on autok]avisoitaessa’véhentynyt heétetté, lisdtddan puuttu-

va mdard autoklavisoitua tis]attua vettd.

Perusliuos A tehtdessi otetaan MgSO4 . 7H20:ta vakten runsaasti vettd, n.
200-250 m1 johon se Tiuotetaan. Loppu vedesti (750-800 m1) kdytetdsn
muiden perusliuos A aineiden liuottamiseen. MgSO4_- 7H20-11uosl1isétéén1
viimeiseksi koko ajan sekoittaen. Muutkin aineet yhdistetddn vasta, kun

ne ovat tdysin liuonneet veteen. Perusliuos A sdilyy kauan, jos se on
suojattu valolta. Samalla tavoin valmistetaan perusliuokset C ja D.
Perusliuosta B (rauta) on ravistettava ennenkuin siti otetaan'ravinto-
liuokseen. B rauta voidaan antaa myds rautasitraattina, perusliuos 450 mg/
250 ml vettd, josta 1 ml riittada 1 Titraan favinnea]ustaa. Perusliuos D,
vitamiinit, ei sdily hontakaan viikkoa, joten sita ei kannata tehdd suurta
madrad kerralla. Se voidaan kuitenkin pakastaa sopivina annoksina muovi- R
putkissa, jolloin se EHi]yy’hyvin.

v

Hormonipérus]iuokset (E, F, G, H, I ja muut). IAA, kinétiini, gibberelliini,
IBA, indolylvoihappa Jja NAA liuotetaan autoklavisoimalla 1 atm paineessa
15 minuuttia tai alkoholin avulla. Erdst tutkijat steriloivat ne bakteeri-
suodattimella. ' o ” V '

Jos IAA:n asemasta kadytetdan NAA (nafta1y1etikkahappba), liuotetaan NAA
ensin muutaman pisaraan 95 % alkoholia, jonka jalkeen lisdtdin tarvittava
vesimdard ja seos autoklavisoidaan tai steriloidaan bakteerisuodattimella.



IAA- ja NAA-Tiuokset eivdt sdily kauan ja etenkin IAA-liuos tuhoutuu
nopeasti valossa. Sdilytetddn sen vuoksi tummassa tai alumiinipaperiin
‘kddrityssd pullossa ja pidetddn pimedssd kaapissa.

IAA:n, NAA:n ja kinetiinin sekd muiden kasvuhormonien ja‘sytORﬁniinien

mddrdt vaihtelevat eri ravintoalustoissa ja sopivista mddristd mainitaan
kunkin kasvilajin ravintolustan kohdalla. '

Lopuksi punnitaan orgaaniset aineet, esim. sokeri, myo-inositol, kaseiini
ja agar joka kerta erikseen ja 1isatdan veteen liuotettuina. Aineet liuo-
tetaan kiehauttamalla pienessd vesimdardssi.

Kaseiini sakkautuu, jos sen vesiliuos sekoitetaan kylmiin liuoksiin.
Siksi kaseiiniliuos lisatddn viimeksi huoneenlampdiseen ravintoaineliuok-

seen.

Ravintoalustan pH'mitétaan ja korjataan pH 5;7-5,8:an joko HC1 tai NaOH:
1la. Tavallisesti on emdslisdys, siistaQH.tarpeen. Tahdn tarkoitukseen
sopiva 0,5 M NaOH-1iuos saadaan sekoittamalla 20 g NaOH/1 vettd.

......

Tdmin jalkeen ravintoalusta autoklavisoidaan. Miara térkistetaan{autok]a-
visoinnin jdlkeen ja kaadetaan kuumana desinfioituihin (3 t, +140 OC 1dm-
pokaapissa) késvatusastioihin. ‘Ravintoalusta voidaan mySs kaataa enéin
kasvatusastioihin ja sitten autoklavisoida 1 atm 20 min.

Joskus on syytéltarkistaa pH myos autoklavisoinnin jalkeen. Joillekin kas-

veille (hedelmdpuut) voi MnSO4 . 4H20:n midrd olla Tiian suuri. Juurten

c. 'Kookosmaitouute

~Kookosmaitouute valmistetaan seuraavasti:
Kookosmaito otetaan Qiela raaoista, vihreistd kookospdhkinoistd ja siivi-
1oiddan tihedn kankaén 1dpi. Sentrifugoimalla ﬁaidosta voidaan poistaa _
epdpuhtauksia. Kookosmaito sdilytetddn esim. 50 tai 100 ml annoksiin pullo-

tettuna, syvaaaadytettyhé.

Jos saatavilla on vain tdysin kypsia kookospahkingita, valmistetaan uute
njistd seuraavasti: valkoinen hedelmdliha irroitetaan péhkindisfﬁlja jauhe-
taan hienoksi. Massaan Tisdtddn vettd 2 ml yhtd qrammaa kohti. Seos puriste-
taan siivildkankaan ldvitse ja jétetéén-seisomaén pariksi tunniksi, jotta |
‘rasva erottuisi.. Rasvakerros kuoritaan nesteen pddltd pois ja neste sentri-

. fugoidaan viimeistenkin rasvahiukkasten poistamiseksi. Sentrifugoinnin
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jdlkeen sakka heitetddn pois ja uuteneste sa11ytetaan syvdjdadytettynd.

d. Mansikalle kdaytetyt alustat |

Mansikah.berusalusta M1

MS-alustan perus]iuoksista otetaan:
| ' 1 1 alustaa

o W >

padravinteet f | ‘ S - 100 m1

rauta : | I 100 ml

hivenaineet o o 10 m1
D vitamiinit - S _7 10 ml
jalerikseen punnittavat aineet, ei sakkaroosia , - 100 mg
IBA (indolylvoihappo) (perusiiuoksesta 50 mg/500 m1) ©10-20 ml
tai IAA o o |
glukoosi - dog

I alusta voidaan kayttda agarilla hyytelditynd tai nestemdisend, jolloin
kasvusolukko sijoitetaan alustaan taivutetulle ja si11d kylldstetylle |
imupaperille. ~Alustaan voidaan lisdtd haluttaessa 100 m1 kookosmaito-'.
uutetta a]kukasvun ed1stam1seks1 Kookosmaitouutteen va]m1stusoh3e S. 34.

Mansikan kasvuso]ukot saattavat kasvattaa myds juuret tdlla a1usta11a,
. mutta pienet versot on siirrettdvd 4 viikon vdliajoin uudelle a]usta11e,
~ kunnes ovat r11ttavan suuria siirrettdvéaksi multaan kasvamaan.

Mansikan lisiysalusta M 2

Kasvusolukot s11rretaan aluksi kasvamaan mansikan perusa]usta11e M.
" Kun pienet versot (2 4 viikkoa), ne s11rretaan Tisdysalustalle M 2.

§

“Alusta M 2:n koostuﬁusf

MS-a]ustah perusliuoksista otetaan:
‘ _ T litraan ravinto-

L --alustaa
A pddravinteet ‘ o ' : 100 ml
B rauta | 100 ml
C hivenaineet : 10 ml
D vitamiinit S 10 ml

ja erikseen punnittavat aineet, ei kuitenkaan -sakkaroosia

seka seuraavat aineet
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FIBA (indolylvoihappo) | o 10 ml

I BAP (bentsylaminopuriini) K 10 ml (10-20)
“H gibberelliinihappo B S 5 ml

glukoosi | o . 30-40 g

agar B ' . '5-6 g

M 2-alustallamansikat muodostavat runsaasti versoja niin ettd a]kuperéi—'
© sen pienen Verson ympdrille kehittyy pensasmainen Versofyhmé. Nimd ver-
soryhmat voidaan jakaa veitselld steriilisti ja siirtdd edelleen jakau-
tumaan M 2-alustalle, jolla mansikat eivadt muodosta quria. '

Silloin kun halutaan juurellisia kasveja, on toisistaan Trroitetdt ver-
sot siirrettdvd kasvamaan M T-alustalle, jossa niistd kehittyy valmiit
kasvit, jotka voidaan siirtdd multaan kasvamaan.

Mansikan 1isdys meristeemeistd voidaan siten toteuttaa né1t§ kahta M 1
ja M 2-alustaa kdyttama114. '
e. Herukoi]]eAja karviaise1]e kdaytetyt a]ustatﬂ

muunnosta Murashige-Skoog - alustasta hieman muutettuina.

Kasvusolukot siirretddn ensin kasvamaan alusta H 1:11e ja kun kasvusoluk- -
ko on- kasvanut pieneksi versoksi, se siirretdan alusta H 2:1le.

Alusta H 1

MS-alustan perus1ju3ksista otetaan:
V ' yhteen litraan
A ravintoalustaa

A pddravinteet ' o “ . ’. 100 m1
B rauta S S 100 in
C hivenaineet ; | S ’ 10 m1
D vitamiinit = “ om

‘erikseen punnittavat aineet
sekd seuraavat aineet:

glukoosi tai sakkaroosi ~ 20 ol
K NAA A " 5-10 m] -
(kookosmaitouutetta - 100 m1) .
H gibberelliinihappo ' 5-10 m1

I BAP . : . ' . 10-20 ml



Alusta H 2

MS-alustan perusliuoksista otetaan: -

A
B
C
D

sekd erikseen punnittavat aineet ja seuraavat hormonit:

F
I

pddravinteet
rauta
hiVenaineet
vitamiinit

IBA

BAP

glukoosi tai sakkaroosi
(kookosmaitoa '

Yhteen 1i
ravintoal

100
100
10
10

10
2
.30
50

traan

ustaa

ml.
ml
ml
ml

ml
ml

g
ml)

Alusta H 2:11a kasvusolukoita siirretddn noin 4 viikon valein uUde]]e

H 2 alustalle, kunnes kasvit ovat kehittyneet multaan siirrettiviksi so-

f.

pivaan kokoon.

Vadelmalle kdytetyt alustat

Kasvuso]ukot'511rretéén aluksi kasvamaan herukka-alustalle V 1, jo]t&
ne siirretddn vield kerran V 1 ja juurtumaan’vade]ma-a1usta11e V 2:17e,

A1usta.Vi

MS-alustan perusliuokéista otetaan:

A
8
C
D

pdaravinteet
rauta
hivenaineet
vitamiinit.

sekd erikseen punnittavat aineet ja

I

F

BAP
IBA

seuraavat hormonit:

Yhteen 1i
ravintoal

25
25
7,5
7,5

20
1

Joiden suolapitoisuudet ovat alhaisempia kuin Murashige-Skoog-a]ustan.

traan
ustaa

ml

ml
ml

m

ml

m
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V, kuten V,, mutta kasyuhormoneista otetaan vain seuraavaa:
F IBA IR 7 3.5
Vadelmilla on juurten muodostuminen heikkoa, ja jos.niita ei~muodostu

ollenkaan, voidaan versot juurruttaa sumutuksessa turve-hiekkaseokseen

0l A =100ml/11
"B = 100 ml
C= 10ml
D =

10 ml

ja erikseen punnittavat aineet MS-alustan mukaisesti sekd

-1 BAP . N
H  gibberelliini | - » 2 ml
NAA - | o 1wl
IT alusta
A =100 ml
B =100 ml
C=-10ml
D= 10 ml
~ ja erikseen punnittavat MS-alustan aineet.: L
I BAP - S 20w

11T juurtuﬁisalusta

= 50 mi/1 1

A
B= 50ml/11 _ v
C= 10m/11 | -
D= 10ml/1 1 _
- ja erikseen punnittavat MS-alustan aineet sekd ‘ :
F IBA ] » ' S o 2-25 m]
bh]orbg]ucin" R A - 162 mg/1

(aktiivihiili 20 g/1 haluttaessa, sopii joillekin lajikkeille).
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Jos kasvu on hidasta voidaan pienid versoja siirtdd 2-3 kertaa 4 viikon
vdliajoin aina uudelle II alustalle. Td116in saadaan muodostumaan versoja
runsaammin. ~ Juurten muodostumista saattaa edistdd versojen bitéminen
pimedssd 5-6 vrk:n ajan II alustalla, juuri ennen siirtoa IIl-alustalle.

Floroglusiini (ph]ordg]ucin) on omenapuun juurissa esiintyvd aine, ja se
~on erdiden tutkijoiden mukaan edistdnyt huomattavasti juurten muodostu-
mista. I-alustassa sitd ei sovi kdyttdd. Juurten muodostUmista voidaan
- edistaa kastama]]é juurettomien versojen paat IBA-liuokseen ennen siirta-
mistd kasvuhormonittomalle alustalle. " " | | ‘

~h. Krysanteemille ja neilikalle kdytetyt alustat

K I-alusta

Perusliuoksista
A = 100 ml1/1
B.= 100 "

C= 10 "

D= 10 " .

ja erikseen punnittavat aineet sekd

K NA o ,, Com
G kinetiini _ - - ' 5 ml

K II Versojen kasvu- ja Tisdysalusta

Kuten alusta I, mutta ‘

G kinetiini . - . _ : 20 ml

K NAA | ; | N R
K II1 Juurtumisalusfﬁ

Muutofn kuten alusta I, hutta kaikki kasVuhokmonit‘pqis.A_

Seka ne1]1kan etta krysanteem1n merlsteem1t ovat kasvaneet Ja mon1stuneet :
hyv1n nailld a]usto111a ’

i. Pe]drgon111e kéyietty alusta

MS-perusliuoksista'
A =100 ml/1 1



100 m1/7 .1

B =
C=10-"-
D= 10-"-

erikseen punnittavat aineet sekd

kookosmaitoa 150 ml
G kinetiini : 100 ml
K NAA o o 10 ml

Pelargonin ~méristeemit ovat kasvaneet ja monistuneet samalla.alustalla.
j. Begonille kdytetyt alustat

B I MS perusliuoksista

A =100 m1/1 1
B = 100 m1/1 1
C= 10ml/11
D= 10m/11
punnittavat aineet sekd
I BAP 2,56 m = 0,25 ma/1
K NAA | 5,0ml = 0,5 ¢
(H, gibberelliini C5,0ml =05 ")

111 Juurtumisalusta
Kuten edelld, mutta i1man BAP:ia ja gibbeYé]]iinié.'

tai IAA) maara, joskus ne voivat o]]a samansuuru1set. Sama koskee myds me-
risteemin kasvatusta: Begonin I alustassa on kéytetty usein myos kookos-
- maitoa (50-100 m1/1) tai koivunmahlaa (100 m1/1). '

k. Sipulille kdytetyt alustat

. Sopii esim. freesian ja ryvdassipulin kasvupisteille.

'S 1 MS-alustan perusliuoksista:

A = 100 ml/1
B =100 "
¢= 10

D= 20 "
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Lisdksi erikseen punnittavat aineet (sakkaroosi 30 g).
I BAP | o 20 ml
K NAA | | ~ 5 ml

Sipu]in'meristéemeisté»kasvaneet versot siirretddn vield kerran tai kaksi
tdlle alustalle ja lopuksi juurtumisalustalle.

S III 'MS-alustan‘perusliuoksista

A =100 ml/1 1

B=10 -"-

C= 10 -"-

b= 20 -"- , ' ,
ja erikseen puhnittavat aineet (sakkafoosi 30 g) sekd
(I BAP | 5 m]

K NAA | v 3 ml

~Sekd S I ettd S IT alustat olleet ilman agaria ja sibu]in‘meristeemi on
“siirretty imupaperille.
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- 5. Kalluskasvatukset ja niille sopivat a]ustat'.
a. Kallussolukkoviljelmdn aloitus

Kalluskasvatus voidaan aloittaa kasvin eri osista esim. versoista, sil-
muista, juuren pddstd, mukuloista, hedelmistd. KdTTus alkaa kasvaa hy-
vin myds varren palasesta. Kasvin varresta 1e1kataan esim. 2 cm p1tu1—
sia patk1a, Jjotka steriloidaan tavalliseen tapaan hypok]or11t1ssa ja
huuhdellaan huolellisesti steriililld vedel1i. Taman jalkeen leikataan
(kts. kuva 5.) veitselld suorakaiteen mukaisesti yif]]ot varren. kuoreen.

- Pinseteilld ja veitselld auttaen vedetddn kuori suorakaiteen alalta pois.
Paljastuneesta varren osasta leikataan n. 2-3 x 2-3 x 50 mm suuruinen pa-
lanen, joka siirretddn ravintoalustalle. Jonkun viikon kuluttua palasen .
pinnalle on kasvanut kallussolukkoa, joka voidaan irroittaa kantasolukoé—
ta ja kasvattaa itsendisend seumavalla a1usta11a.'jKa1Iusolukon alkukasvu
onnistuu myos pimeéséé.

Neilikasta on saatu terveitd kasveja myds kallussolukkoviljelyn kautta.
Kallusviljelmd on td@116in aloitettu meristeemistd, jota on haavoitettu
veitselld kallussolukon kasvun kiihoittamiseksi... ’ o

b. Kallussolukolle sopivat alustat

MS-alusta - sopii hyvin ka11uksen kasvatukseen. Sen ohella ka]]usta voi-
daan kasvattaa my6s Gamborgin kehittdmdlla B5- a]usta]la, 3011a voidaan
kasvattaa myos mer1steeme3a ja muita solukoita. B5- alusta on laadittu
sove]tumaan mon111é sekd yksi- ettd kaksisirkkaisille kasv11a3e111e Jja

" havupuille. Tau]ukossa 3 on esitetty B5-alustan koostumusta

Ensimmdisessd a1us£a$sa, jolle kantasolukkopala on'siirretty, on oltava
‘runsas madra auks1in1a Tupakan solukoille on sopinut IAA, yksisirkkai-
sille kasveille, e31m heinille 2- 4 D (dik100r1fenoksietikkahappo) on‘parhain
(2-20 mg/?). Mon111e puuvartisille pensaille, esim. mustaherukka, ruusu,
sekd lehtipuille, es1m haapa, on NAA aiheuttanut hyvan kal]usso]ukon

kasvun. Myds IBA: fa on kdytetty Jmllak1nkasv11a3e111e Kookosma1do11a—

kin on ka]]uksen kasvua edistdvd vaikutus.



Taulukko 3. B5-alustan koostumus.

Pddaravinteet

KNO3

CaC12 -'2H20
MgSO, + 7H,0
-~ (NH),S0,
NaHZPO4 : H20
Hivenaineet
KJ

H3BO3

Mn504_' H20
ZnSO4 . 7H20
Na,Mo0, - 2H,0
CuSO * 5H)0
CoC]2 . 6H20
Fe-Na-EDTA

Vitamiinit ja hormorit

Myo-inositol '
Nikotiinihappo, B, vitamiini
Pyridoksiini - HC1
Tiamiini - HC1

Kinetiini

2°4D
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mg/1 ravintoalusta

2500
150
250
134

- 150

-
o
o

0.25

0.025‘

0.025
‘43.0

100.0

0.0

| Kalluskasvatuksia
0.1 - 2.0 varten



Seuraavalla alustalla (MS- tai B5-alusta), tarvitaan auksiinin 1isdksi

pieni mddrd sytokiniinid. Jos taas halutaan saada kallussolukko erilais-
siinin mdard. 2-4 D ei voida td11din kayttdd, silld silld on -ehkdiseva
vaikutus erilaistumiseen. Kinetiini, BAP ja zeatiini ovat y1eisimmin kay-
tettyjd sytokiniineja.

Kallussolukon erilaistuminen ei ole onnistunut kaikilla kasvi]éjei]]a.
Esim. seuraaviila kasveilla on kallus erilaistunut: tupakka, porkkana,
poppeli, sitruunapuu, kahvipensas, valkosipuli, neilikka, erddt heinakasvit.

' Esimerkkihé mainittakoon, ettd Petru ja Landa’n kokeissa neilikan kallusso-
Tukko on efi]aistdnut versoiksi MS-alustalla, jossa oli IAA:ta 4 mg/1 ja ki-
netiinid 2.5 mg/1. Juurten muodostuminenAa]koi MS-alustalla, jossa oli NAA
0.25 mg/1 ja kinetiini 0.5 mg/1. ‘



KUVA 5. Kallussolukkokasvatuksen aloitus.
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6. Solukkoviljelysten kasvuolosuhteet

Solukkojen kasvatukseen sopii siistipintainen, helposti puhdistettavissa
oleva laboratoriohuone, jossa ei ole liian paljon epapuhtauksia tuovia ikku-
noita ja ovia. Kasvatukset sijoitetaan hyllyille lamppujen alle.

Lampo

Solukkoja kasvatetaan + 18-28 °¢ valisissd lampotiloissa. Eri kasvilajien
solukoilla on hieman erilaiset lampotilavaatimukset, joskaan n11ta kaikkia

ei vield tunneta.

Esimerkkeind mainittakoon:

Mansikan ja perunan meristeemisolukot ovat kasvaneet hyv1n +25 % ]ampot1—
lassa, herukan ja vadelman kasvusolukot ovat myos kasvaneet + 20-25 °C Tam-
pot11assa Erdiden sipulikasvien kasvusolukot ovat kasvaneet parhaiten + 12-
15 °c va11s1ssa ldmpotiloissa. Jos ei ole tietoa kasvuso]ukon lampotilavaati-
muksista on paras alkaa kasvatus + 20-22 °c lampotilassa.

Valo

" Useimpien kasvien solukot kasvavat parhaiten 16 tunnin pituisessa pdivassa.

Valoisuuden sopiva mddd on 3000-6000 Tuksia. Flora Lux- ja Kirkas Valkea-
Tamppujen yhd1ste1ma on ollut sop1va kasvuso]ukoi]]e

‘kasvaessa. Juurten muodostumista voi edistdd 2-4 vrk:n pimed jakso.



7. Solukoista saatujen kasvien kasvatus

Solukosta kasvanutta pientd kasvia kasvatetaan a]uksi huoneessa, jonka olo-
suhteet vastaavat koeputkessa olevien solukkokasvatusten olosuhteita. Myo-
hemmin kasvi siirretddn hyonteistiiviiseen kasvihuoneeseen, kasville mahdol-
Tisimman suotuisiin oloihin. Talvilepoa tarvitseviile kasveille jdarjestetdan
3-4 kuukauden ajaksi viilednd 0-6 ¢ pysyvd kasvihuoneen osa.

Koska erddt virukset saattavat lampokdsittelyistd huolimatta pysya kasveissa,
jopa kasvysolukoissakin, on kasvusolukoista kasvatettujeh kasvien terveys
~varmennettava testauksin. Virustestauksia tehddsn morin eri menetelmin eli
sero1ogisih, lehti= ja testikasvitestauksin, e1ektronimikroskoopfn avulla se-
kd virusten kasveihin aiheuttamien muutoksien toteuttamisen perusteella.
Terveystarkastuksia ei tule tehdd kovin nuorista kasveista, joissa virusvake-
vyys voi olla vield niin vdhdinen, ettei se tule esille testauksissa. Vasta
3-6 kk:n ikdisia kasveja, tietenkin kasvilajista riippuen, voidaan testata.
Testaukset on erdilld kasveilla uusittava 1-2 kertaa siten, ettd testit teh-
dddn eri vuodenaikoina. ' |

Erdiden virustautien toteamiseksi ei ole tdysin 1uotettav1a menetelmia, mut-
ta niiden oireet isantakasvissa voivat olla riittdvan selvdt virustaudin tote-
amiseksi. Tamankin vuoksi kasvusolukoista kasvatettuja kasveja on pidettava
niille sopivissa o]oissé ja tarkkailun alaisena 1-2 vuoden ajan, ennen kuin

ne luovutetaan lisattaviksi.

Kasvien aitous on tarkistettava. Maatalouden tutkimuskeskuksen puutarhan-
tutkimusTaitos suorittaa tarvittavan aitoustestaukson. Sitd varten kasvate-
taan osa ydinkasveista kukinta- ja hedelmdvaiheeseen asti énnen kuin niistd

annetaan aineistoa viljelijgille.
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I11 TautftestaUkset
1. Yleistd

Taudinaiheuttajia, jotka kulkeutuvat kasvu]]isen‘Tiséysajneiston mukana
jé joiden poistamiseen tervetaimitoiminta pyrkii, ovat:

bakteerit | ' '

virukset

viroidit

mykoplasmat

rikettSiat

Bakteerien aiheuttamia téuteja esiinfyy meilld perunéssé ja erdissa koriste-
kasveissa esim. begbnissa ja kukkasipuleissa. ~BakteefitaUdit aiheuttavat
monenlaisia oireita kasveihin. Lehdissd ne aiheuttavat ériiaisia laikkuja.
Usein laikut ovat rasvaisen tai vetisen nakoisid.. Muku1ojs$a ja kukkasipu-
leissa ne aiheuttavat pilaantumista, météméisté'pehménemistéi |

Bakteeritautien toteamjseksi meilld ei ole kdytettavissd tehokkaita menetel-
mii. Serologiset menetelmit, joita selostetaan mythemmin, lienevdt nopeim-
pia. Kuitenkin l&mpokdsittely, joka annetaan ydinkasviehdokkaille, vaikuttaa
joko ehkdisevasti bakteerien kasvuun, niin ettd mer1steem1t ovat puhtaita tai
toisaalta bakteeritauti saattaa tulla s11m1nhava1ttavaks1 korkeassa Iampot1—'
lassa kasvavassa kasvissa. Bakteeritartunta tulee ilmi viimeistddn siind
va1heessa, kun kantasolukko on siirretty ravintoalustalle. Useimmat baktee-
rit kasvavat solukkojen ravintoalustoilla ja tu]evat siini esille ja ne tu-
hoavat»so1ukkopa1an.

Mykop]asmat Jja r1ketts1at ovat bakteereita p1enemp1a ‘mutta v1ruks1a suurem-
pia ja rakenteeltaan viruksia monimutkaisempia. Niilld on vaihteleva muoto
ja solukalvo. Myos mykoplasmat ja spiroplasmat voidaan po1staa lampokdsitte-
1y11d ja meristeemikasvatuksilla. Niihin tehoavat my0s antibiootit. Nfideh
esiintyminen kasvissa todetaan samoilla menete]mi]]ﬁ kuin Virustautienkih. |

Virukset koostuvat 11saantym1skyky1sesta nuk1e11n1happo -osasta ja sitd ympa -
roivistd valkuaiskuoresta.  Viroidit ovat muutoin virusten ka]ta1s1a ‘mutta
niiltd puuttuu valkuaiskuori. -Siten ne ovat kaikkein p1en1mp1a taudinaiheut-
tajia. Viroidien esiintyminen kasvissa ‘todetaan testikasvien tai kemiallis-
ten menetelmien avulla. Viroidien aiheuttamia tauteja tunnetaan vain muuta-

mia.

" Virukset, viroidit, mykoplasmat ja r1kett51at a1heuttavat kaikki samantapai-
'sia oireita. Lehdissd es11ntyy ke]tak1r3avuutta JOkO laikkuina, p1ste1na
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tai juovina lehtilavassa tai suonia seuraavana keltaisuutena. —Kurttuisuut-
ta, kupruilua ja lehtien epdmuotoisuutta voi ilmetd. Puiden rungot vaantyi-
1év§t, niissd voi olla paksunnoksia, uurteita ja kuoppia. Kitukasvuisuus |
on tyypillistd sekd virus-, viroidi-, ettd mykoplasma- ja rikettsia-'taudeil—
le. Kaikki aiheuttavat myds keltakirjavuutta Jehtiin. o

Ydintaimien tuottamisessa on pdsasia, ettd kaikki math]]iéet virus-, viroi-
di-, mykoplasma- ja rikettsia-taudit tulevat poistetuiksi ydinkasveista.
Sens1Jaan taud1na1heutta3an madritys ei ole vilttamatonta. Koska erddt viruk-
set ja viroidit kestdvdt lampokdsittelyn ja voivat esiintya myos meristeemi-
solukoissa, on ydinkasvit testattava huolellisesti ennen kuin niitd kdytetddn

Tisdykseen..

c-‘ » 3 . \. 3 . ) ‘ . : a'ew .
Virustautien toteamiseksi kasveissa on olemassa useita menetelmid, jotka
ainakin osittain sopivat myds viroidi-, mykoplasma- ja rikettsia-tautien
toteamiseen. Tarkeimmdt menetelmdt ovat seuraavat:

kasvin taudinkuva, kasvissa esiintyvdt oireet,
testi- eli ilmaisinkasvit,

serologiset menete]méﬁ,

elektronimikroskopia,

kemialliset menetelmat.

Monesti tautioireet tulevat esille ydinkasviehdokkaassa sitd sopivissa olo-
suhteissa kasvatettaessa. Esim. erddt maa1ev{htéiéét virukset aiheuttavat
oireita herukoissa vain kerran - tava111sest1 nuorten p1stokasta1m1en kasvun
alkuvaiheissa. Virusten aiheuttamien 01re1den 11menem1sta edistdd kohtuul-
Tinen va1a1stus, kevah]]a ja alkukesdalla kasv1huone on varjostettava, 18mpo-
| tila ei saa olla 111ah korkea, alle + 25 °c. Era1den 1amppu3en, esim.- Hg-
1amppu3en sisdltimd ultraviolettivalo voi ha1tata o1re1den ilmenemista. Me-
risteemistd kasvatettUJa yd1nkasveJa on tarkkailtava pitemman a1kaa, silld

tyakseen niin paljon, ettd se aiheuttaa oireita.
Testi- eli 11maisinka§vit

Monet virukset aiheuttavat vain hyvin heikkoja ja vaikeasti havaittavia.
oirejta tai myohddn ilmaantuvia oireita 1santakasv1ssaan Sdpivassa testi- -
kasvissa oireet voivat ilmaantua selvind tai lyhyessd ajassa. Esim. monet
omenapuun ja:mansikan,virukset ovat piilevia taivﬁhéoireisﬁa, sadon alennus
voi olla ainoa oire.. Tdllaiset virukset todetaan siirtdmd11d ne herkkddn tes-

tikasviin. = Myds viroidit, mykoplasmat ja rikettsiat voidaan todeta testikasvi-
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en avulla.

Testikasveihin taudinaiheuttaja voidaan siirtda eri tavoin. Virukset
ja mykop1asmat jotka eivat siirry kasvimehussa, voidaan siirtda testikas-

vista.

Monet virukset ja.viroidit siirtyvdt kasvimehussa. SiTIoin siirto testikas-
viin voidaan tehdé puristamalla testattavan kasvin lehdist3 mehua, jota
sivelldan esim. pumpulipaiselld tikulla test1kasv1n Tehdille. Lehtien haa-

~ vautumiseksi on hyvd niille ripoitella esim. h1oma3auhetta (carporUndum,
karkeusaste 600). Viruksen sdilyvyyttd kasv1mehussa edistdd mehuun lisdtty .
puskurineste. Esim, herukalle voidaan kayttaa 2 % nikotiini (emds) pusku-
ria. Tavallisimpien puskuriliuosten reseptit ovat liitteend lopussa.

Sero]ogiset menetelmat

Monia viruksia voidaan siirtdd viroottisen kasvin lehdistd puritetussa mehussn
kasvista toiseen. Namd virukset voidaan myos puhdistaa kasvin mehusta pois-
tamalla mehusta kasvin aineosat. dJos tdllaista puhd1stettua v1rusta ruisku-
tetaan kaniinin veree¢én, vereen muodos tuu virukselle vasta-aineita. Tdllaiuwen
kaniinin veren seerumia voidaan kdyttdd k.o. viruksen toteamiseen. Jos vi-
rustautisen kasvin mehua ja seerumia sekditetaqn,keskenaén, virus ja seeru-
missa oleva vasta-aine muodostavat sakan, joka on nahtéyissé silmdvaraisesti-

kin.

Seerumitestausmeneteimié on monenlaisia. Kdyttokelpoisimpia ovat. kaksois-
diffuusiotesti ja ELISA-testi. ' S '

Kaksoisdiffuusiotesti voidaan tehdd esim. seuraavasti:

Petrimaljaan valetaan 3-4 mm paksuinen vesi agar- -kerros. Agariin tehdddn
korkkiporalla kolot, esim. antiseerumia varten keskelle ja sen ympdrille kolot
virusndytteita varten. (Kts. kuva 6 ). Sekd virus ettd antiseerumi imeyty-
vat hitaasti agariin ja kohdatessaan oikean viruksen antiseerumi muodostaa |
sen kanssa sakkautuman, joka ndkyy agarissa vaaleana viiruna. Koska viiruh
muodostumiseen voi kulua pari pdivdd aikaa, on-agariin hyvd lisata bakteer1en
“kasvua ehkdisevad natrium-azidea (Na N3 ) Agar Se0S - on siis 1 g bactoagar1a
+ 100 ml puskuroitua suo1a11uosta (0.85 % NaCl + 100 m] pH 7 omaa.vaa fos-
faattipuskuria). H1ukan jﬁéhtyneeseen agariin. 1isdtdan 0.02 g natr1umaz1dea
 Antiseerumeita voi tavallisesti laimentaa qonkun verran (1:4 tay 1:8), sa-

moin myGs viruspitoista kasvimehua.

ELISA-testi vaatii jonkun verran enemmin laitteita ja se sopii massatestauk-



KUVA 6.  Kaksoisdiffuusiotesti.

Keskimmdisissd koloissa (s) eri viruksien antiseerumit. - Testattavien
kasvien lehtimehua koloissa a,b,c ... . Esimerkkikuvassa on seerumi
1 ja 4 avulla 16ydetty virus ndytteistd f ja a,b.
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siin. Elisa-testi on erittdin herkkd, silli widaan todeta virus jopa
yhdestd levittdjdkirvasta. E]isa-tesfi perustuu siihen, ettd viruksen
vasta-aine seerumissa leimataan entsyymilld, jonka lasndolo taas todetaan
siihen kiinnittyvdlld vdriaineella. Viruksen esiintyminen todetaan siten
varin muutoksena, keltaisena vdrind.

Serologisin menetelmin voidaan siis todeta vain ne virukset, jotka voidaan
puhdistaa kasvin mehusta ja joille voidaan valmistaa vasta-aineseerumi.

Elektronimikroskopia

Lapivalaisu- eli transm%ssion elektronimikroskoopin avulla voidaan tarkas-
tella virushiukkasia, mykoplasmoja, rikettsioita ja jopa pelkkid nukleiini-
‘happoja, siis myods viroideja.

Tdssd voidaan kdyttdd kahta menetelmdd. Viroottisen kasvin mehua -voidaan
siirtdd sellaisenaan yéfjﬁysaineeseen hilalle, kupar11ankar1tilé11e, jonka
pddlld on ohut muovikalvo. Hilalla oleva vdrjdtty mehupisara katsotaan
elektronimikroskoopissa. Tamd ns. kastomenetelmd on erittdin nopea ja help-
po suorittaa. Erittdin hyvd esim. sipulin virusten tofeémiseen, joiden tes-
taus on testikasvien avulla hidasta. '

KastomeneteImda11a voidaan varmimmin todeta vain sauva-.ja lankamaiset virus-
hiukkasét. PySreidt pallomaiset virukset olisi ensin puhdistettava kasvin ai-
neosista, jotta ne tulisivat selvind esille.

Toinen tapa on va1mi§taa jostain kasvinosasta, est. Tehdestd ohut leike.
Lehdestd leikataan p%enié 2 x 3-4 mm kokoisia palasia, jotka kdsitellaan
kemikaaleilla, pa]asfen ympiarille valetaan muovikerros ja ultramikrotomilla
leikataan ohuita leikkeiti. Lehtileikkeitd voidaan tarkastella 1épiva1éisu-
mikroskoopissa. T§1161n nahdadn solun osat ja miésa virushiukkaset sijait-

sevat. Tdmd menetelmd@ on hitaampi ja kalliimpi kuin kastomenetelmd.
Kemialliset menetelmdt

Erdiden kasvien v1ruksen tai mykoplasman infektoima vso]ukko rea901 variai-
neisiin niin vo1makkaast1, ettd virustartunta voidaan todeta viriaineilla.
Myds viruksen kemiallisten ominaisuuksien avulla voidaan todeta. virusinfek-
tio. Kemiallisin keinoin voidaan todeta esim. omenapuun puuosan varjdyty-
m1sesta erés mykoplasmainfektio. '

Kemiallisia menete1mi3 voidaan kdyttdd vain harvojen virus-, mykoplasma-

tai viroidilajien kohdalla.
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2. Tautitestaukset kasvilajeittain

a. Mansikka

Useimmat mansikan virukset, lukuunottamatta ankeroislevintdisid, eivdt siirry
mehussa ja siten niitd ei voida testata serologisesti. Mansikan virukset
testataan viruksille herkkiin Fragaria vesca- ja F. virginiana-klooneihin.

Kasvitautien tutkimuslaitoksella on kdytetty testikasveina seuraavia kloo-
neja, joiden nimilyhenteet ovat kansainvdlisii: ‘

EMK EngTannista perdaisin oleva F. vesca-klooni, joka on altis monille .
viruksille, esim. 1dikkd-, kurttu-, suoninauha- ja latentti-C

viruksille.

Fv. 72 on ukrainalainen F. vesca-kanta. Se on erittdin herkki kurttuvi-

rukselle.

U.C.1 on klooni erdastd F. vescan alpiinisesta kannasta. Se osoittaa
kurttu- ja keltalaitavirusten oireet erittdin hyvin ja heikommin
ldikkda- ja suoninauhavirusten oireet.

U.C.2 on EMK:11le 1dheinen F. vesca-kanta, joka on arka latentti C-viruk-
selle.

U.c.10 on F. virginiana-klooni, joka on herkkd.suoninauha-, keltalaita-,
kurttu-, latentti-C ja erdille maalevintiisille viruksille.

Herkimmiksi meilld ovat osoittautuneet EMK ja Fv-72.

Testaus on tehty lehtiymppidyksend. Testattavan kasvin lehden keskilehdykkd
irroitetaan ja lehdykdn ruoti leikataan kiilamaiseksi. Testikasvin keski-:
lehdykkd leikataan pois ja lehtiruotia halkaistaan niin, ettd kiilamaiseksi
Teikattu testattavan kasvin lehdykkd sopii halkaistuun lehtiruotiin. Leh-
dykkd kiinnitetddn parafiinikalvolla tiiviisti paikalleen. Lehdykdan lehti-
lavasta leikataan puolet pois haihdunnan vdhentdmiseksi. Lisdksi testikas-
vit pidetdan muoviteltan alla. (Kuva 7). Jokaiseen testikasviin tehddan

2-3 lehdykkaymppaystd ja kaikki muut lehdet paitsi ympatyt poistetaén. Leh-
tien poisto edistdd oireiden ilmaantumista. Kun uudet lehdet kasvavat esil-
le, on niissd virusoireet pian nahtdvissda. Koko testi vie noin 6-8 viikkoa

aikaa.

Mansikoissa onankeroislevintdisid viruksia,joiden oireet ilmenevat joissakin
viljellyissd mansikkalajikkeissa ja useimmissa testikasvimansikoissa.

Maalevintdisten virusten lasndolo voidaan todeta varmimmin tekemdl1d mehu-



KUvA 17, Mansikan lehdykkédymppdys
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Testattavan kasvin lehti

KUVA 8, Herukka-~ ja vadelmaymppédys

Testikasvi
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siirto. Testattavan mansikan lehdet jauhetaan hienoksi 0,2 molaarisen
fbsfaattipuskurin, pH 7,2 kanssa ja mehulla hierotaan testikasvien lehtia.
Sopivia testikasveja ovat Chenopodium amarathj¢o1or, C. auinoa, Nicotiana
tabacum ja Petunia hybrida. | '

b. Herukat ja karviainen

Herukoiden ja karviaisen virustaudit todetaan eridissi viruksille herkissi
herukkalajeissa ja karviaisen siementaimissa.

Mustaherukkalajike Baldwin on herkki suonenkatovirukselle. Mustaherukka-
lajike Amos Black ei ole altis sille, mutta useimmille muille viruksille

se on sopiva testikasvi. Jonkheer van Tets-punaherukkalajikkeen siemen-
kasvit osoittavat selvdsti suonikloroosiviruksen. Niiden kolmen testi-
kasvilajikkeen 1isdksi Kasvitautien tutkimuslaitoksella on kdytetty testi-
kasvina Kaunisrannan punainen-nimisen karviaislajikkeen siemenkasveja, jot-
ka ovat herkkiétsuonik1oroosivirukse11e.

Mehu- ja maalevint&isid viruksia esiintyy herukoissa. Ne voidaan todeta
samoissa testikasveissa kuin mansikan maalevintdiset virukset. Fosfaatti-
puskurin asemesta on parasta lisdtd lehdisti mehua puserrettaessa niihin

2 % nikotiinia. Testi onnistuu vain kdyttdamd11d mehuksi nuoria lehtia ja
varjostamalla testikasvit, jotka on myts pidettdvi viiledssd, alle + 25 °C
lampstilassa. | |

Virustestaus Baldwin, Amos Black ja siemenkasvitestauksiin suoritetaan
testikasviin. Ymppdys onnistuu hyvin oheisen kuvan 8 mukaisesti tehtynd.
Ympdtyn oksan pad parinaan pieneen vesiputkeen haihdunnan véhentémiSeksi._

Herukoiden ja karviaisen testaus vie pitkdn ajan, silld oireet ilmaantuvat
useimmiten vasta seuraavana vuonna. Testikasvit on siksi talvehdittava
viiledssd kasvihuoneessa. Lepokauden jdlkeen ilmaantuvat oireet, jotka
kuitenkin saattavat mychemmin kesd11d hiviti. ’

c. Vadelma ja mesivadelma

Vadelmassa ja todenndkdisesti myos mesivadelmassa esiintyy hyvin monenlai-
sia Virustauteja, joiden testaamiseen voidaan kdayttdd hyvinkin erilaisia
testikasveja. Pelkdn virustaudin osoittamiseen ilman viruslajin mddritys-
td riittavdt muutamat testikasvilajit. Kasvitautien tutkimuslaitoksella
on kdytetty seuraavia testikasveja vadelman ja mesivadelman virustestauk-
siin: Rubus idaeus: Tajikkeet Lloyd George, Norfolk Giant, Preussen, R.



occidentalis, lisdaksi myds R. henryi. Tarked.on R. occidentalis. Néami
testikasvit ovat herkkid yleisimmille vadelman viruksille. Edells mai-
nittujen lisaksi voidaan kdyttdd R. idaeuksen lajikkeiden Malling Land-
mark Jja Bauhforth‘in B siemenkasveja. |

.oksa testikasviin samalla tavoin kuin heruka]]ak1n Test1kasve3a on pi-
dettdva tarkka11tav1na noin vuoden ajan, koska useat: taud1t tu]evat esil-.
le vasta talvehtimisen- jalkeen. ' '

Vadelmassa esiintyy samoja maa1evintéisé Viruksia'kuih mansikassa'ja-heru—
‘koissa ja testikasvit ovat siten samat. PUékurina on.paras kdyttdd 2 %
nikotiinia taj muita pH:ta kohottavia puskureita. Testikasvit on pidettd-
vd yon yli pimedssd ennen ja jdlkeen inokulointia ja vii]eéhkbsﬁé, + 16-22
¢ huoneessa senjdlkeen. Kesdlld testikasvien pitaminen varjossa on valtta-
matontd. Testaus tehddan vadelman nuorista lehdistd kasvukauden alussa.

d. Omena

) Omenapuissa esiintyy hyvin monia virustauteja, joiden esiintymfnen tode-
taan testauksissa Ma]usF1ajeja ja lajikkeita kéyttéenﬁ Kansainvdalisen
puutarhaseurah (ISHS) hedelmdvirustyoryhmd. on yhtenéfstényt hedeTmapui-
den v1rustestausta ja heiddn suosituksensa mukaan omenapu1den testaukseen
kdytetddn seuraavia useille viruksille alttiita kasveja: Malus pum11a

‘lajikkeet Cox Orange Pippin, Lord Lambourne ja Gravenstein, M. platycarpa,
Vendldinen siemenkasvi (Russian seedling R 12740/7/A), Spy 227 (amerikka-
lainen perusrunko) Sekd Virginia Crab (amerikk; perusrunko) . -

Edelld mainittuja puuvart1s1a testikasveja kaytettaessa v1rustestaus teh-
daan seuraavasti:

Tesfattavasta kasviéta valitaan pitkdahkd, monisilmuinen oksé jonka latva- .
silmut ympatddn s1emenkasve1h1n ja kasvatetaan ydinkasviehdokkaiksi. Lo-
put silmut ja jos ne eivdt riitd, silmujen valiset kuoren palat kaytetdan
testauksiin. Tama sen takia, ettd virukset ovat Jakautuneet epdtasaisesti
oksiin ja usein Jlatvasilmut ovat terveitda. Pieniin 15-30 cm korkuisiiﬁ
testattavasta'kasvista otettu silmu varren alaosaan ja.sen y]épuo]e]]e\

" testikasvin silmu, jonka yldpuolelta siemenkasvi leikataan poikki (Kuva 9).
Silmuista kehittyvien versojen annetaan kasvaa jonkun aikaa, mutta sitten
testattavasta silmusta kasvanut verso poistetaan. Testisilmusta kasvanut
verso kasvaa sitten pieneksi puuksi, ja siihen tulevat virusoireet. Ome-
napuun testipuita joudutaan kasvattamaan ainakin kolme vuotta, erdiden
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omenissa oireita aiheuttavien virustautien toteamiseksi osaa testikasveja

jopa viisi vuotta.

Ulkomailla omenapuun testikasvit on kasvatettu koko testauksen ajan ulko-
na. Testikasvit eivat kuitenkaan talvehdi me111a u]kona, m1nka vuoksi
testaus joudutaan tekemddn kasvihuoneessa. Latent1t virukset tulevat hy-
vin e$i11e.kasvihuoheessa ja jo vuoden ku]uessé Mu1sta v1ruks1sta ei ole
tietoa. Toisaalta U.S.A:ssa kehitetdan kasv1huonetestausta, jossa omena-
puut pidetddn leikkauksilla pienikokoisina kasvihlUoneessa ja tid11Gin on
erdit virukset saatu nopeasti esille. Tdtd Fridlundin alkamaa menete Ima }
tdytyy kehitel1d meilla edelleen. Pienikokoisten téstipuiden avulla tes-
taus on saatu tehdyksi sangen pienessd tilassa, minkd vuoksi kasvihuone-
testaus ei tule sen kalliimmaksi kuin suuret a]at pitkaksi a3aks1 s1tova
kenttatestaus

vOmenapuissa esiintyy myds muutamia mehulevintdisid viruksia. Ne voidaan

todeta tekemdlld mehusiirto aivan nuorista lehdistd tai kukkien terdlehdis-
© td tai syksylld kypsistd hedelmistd. Useita erilaisia puskureita voidaan
kayttdad (kts. Tiitezl). Mehu valmistetaan viiledssd huoneessa, jossa myis
inokulointi tehdadn. - | |

§opivia téstikasveja ovat kansainvdalisen tyGryhman suosittelemat:
}ChénopOdium quinoa ja Cucumis sativus. MehussaASiirtyvét virukset voidaan
testata my0s serologisesti. Elisa-testi on osoittautunut erittdin kdytti-
kelpoiseksi. ' '
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Liite 1. Puskuriliuosten valmistusohjeita.

a. 0.1 mol. fosfaattipuskuri pH 7.0.
perusliuokset

274
NazHPO4 . 2H20 17.799 - f -
195 m1 A + 305 m1 B = 0.1 mol. puskuri pH 7.0

A =  KH,PO | / 13.609 g/1 1
B

b. 0.01 mol. fosfaattipuskuri

Otetaan 25 ml edellistd 0.1 mol. fosfaattipuskuria ja 225 ml tislattua -
vettd = 250 m1 0.01 mol. fosfaattipuskuria pH 7.0.

c. 0.2 mol. fosfaattipuskurin valmistus

Perus]iuokset‘

0.5 mol. KH,PO, 34.0 /500 m] vetti

0.5 mo]. Na2HPO4 . 2H20 : 44,5 -

Sekoittamalla alla olevan kaavan mukaiset maaratlperus11uoksia ja lisaa-

A

B

mdl11d vede11d 100 ml:ksi saadaan halutun pH:n omaavat puskurit.

AT B tislattua vettd

pH ml . ml m]

5.8 32.20 2.60 o e5.20
7.0 8.30 10.60 | 81.10

7.2 5.66 11.40 82.94

7.6 | 2.b 13.86 84.14

0.02 molaarisia puskuriliuoksia saadaan ottamalla 0.2 mol. puskuria ja
vettd suhteessa 1:10.

d. ditiokarbamaattipuskuri

tislattua vetta 75 ml
NaZHPO4 . 2H20 863 mg
KHZPQ4 | 21 |
Na dictylditiokarbamaatti g5 "
NN diphenylthiourea 86 "

coffeini | ' 145 »



Veteen Tiuotettuna seos sdilyy kdyttokelpoisena vain 7-10 vrk, mutta
kuivat aineet voi sdilyttdd valmiiksi punnittuina. ja sekoittaa veteen
tarvittaessa.

Tatd puskuria on kaytetty omenapuiden virussiirroissa.
e. mercaptoetanolipuskuri

2-mercaptoetano]ia (thioethylenglukol1) voidéan sekoittaa 0.02 molaarise-
na 0.02 mol. fosfaatt1puskur11n (pH 7.8). Tété_on,kaytetty hede Imapuiden
v1russ11rto1h1n ‘

f. n%kotiinipuskuri

10 ml nikotiiniemists 500 ml vettd pH on noin 8 5.
Varottava, nikotiini on myrkyllists.
Erityisesti herukoiden ja vadelmien virusten siirtoon.

Huom.

1-molaarinen 11uos sisd1tdd yhden moolin e11 mo]ekyy11pa1non verran ainet-.
ta Titrassa. Mo]ekyy11pa1non voi laskea atom1pa1n03en avulla, mutta se on
valmiiksi laskettu kemikaalien pakkauksiin. -
Mo]ekyy11pa1no Mol. Gew. (saksaksi), Mol. Wt. (enq] )

Siten esim. tehtdessd 0.1 molaarinen 1iuos natr1umfosfaat1sta, Na2HP0

2H20 Jonka mo]ekyy11pa1no on 178, sekoitetaan 1 11traan vettd 17.8 g

NaZHPO4 . 2H20

4

Kirjallisuudessa ilmoitetaan esim. -kasvuhormonien vakevyydet ppm = miljoo-
nasosa tai 4#g = mikd on mySs miljoonasosa.

esim. 30 mg/1 Tr = 3 bpm.
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