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I Teoreettinen osa
1. Johdanto

Marjakasvien sadot olivat Suomessa 1960-luvulla éangen alhaisia. Syykéi.
tahdn todettiin tautien ja tuholaisten esiintymihen marjavi]je1yksi115;
Lisiksi taimiaineistokin oli saastunutta ja taimien lajikeaitous vaihteli
suu}esti. Sama'koskée myds monia koristekasveja. Marjakagejahahlisétaén"
kasvillisesti ja td116in kasvintuhoojat padsevdt helposti levidmddn sai-
raasta emokasvista otetun monistusaineiston mukana.

Marjakasveista erityisesti vadelma ja mustaherukka olivat virusten tartut-
tamia, mansikassa esiintyi ankeroisia ja punkkeja. Virustauteja viljelija
ei pysty torjumaan ja ankeroisten ja punkkien torjuntakin.on vaikeata ja
onriistuu vain kovilla aineilla.

Marjakasvien taimien laadun parantamiseksi ja.sitd tiets my0s satotason
nostamiseksi Maatalouden tutkimuskeskuksessa a1oifetfiin kokeilu n.s. téerve-
taimitoiminnan aikaansaamiseksi. SITRAn mydntamilld varoilla Maata}ouden
tutkimuskeskuksen ja Mqatf]aha]lituksen muodostama TERTA toimikunta kehit-
ti ja kokeili terveiden taimien tuotantomallia 1973-1975. :

' Kasvitautien- ja tuhoeldintutkimuslaitoksiTlia kehitettiin menetelmdt ydin- -
kasvien fuottamiseksi, Puutarhan tutkimuslaitoksella kokei]tiin tehokkaita

’ monistusmenefe]mié. Maatilahallituksen osana oli valikoida ja tarkastaa
terveiden taimien tuottoon sopivat viljelijdt, taimistot. Perunan ter-
veiden ydinkasvien tuotto aloitettiin samanaikaisésti tai oikeastaan jo

aiemminkin.

tiin Siemenperunakeskus Liminkaan ja saman vuoden Topulla Tervetaimiasema
lLaukaalle. A]yksi molemmat asemat saivat ydinkasvit Kasvitautien tutk{é L
‘mus1aitokse1ta. Ydinkasveja on lisdtty ndilld asem111a Ja virusjéTkitar—
kastustestaukset on tehty niilld. Nykyisin SieménperuhakeSkus tuottaa
itse perunan ydinkasvit ja Kasvitautien: tutkimuslaitos tuottaa Tervetaimi-
aseman tarvitsemat: ydinkasvit marja- ja.koriétekasvéista sekd oménapuista.
Tervetaimiasema .Juovuttaa kantavaliotaimia viije]ijdi]]e, jotka tUottavat
tarkastettuja kdyttotaimia marjanviljelijoille. |

Virus-, viroidi-, mykoplasma- ja erdiden bakteeritautien forjunta kasveis-



ta on erittdin vaikeata, jopa mahdotontakin. Kaévu11isesti lisdttdvissa
kasveissa ndmd taudit voivat helposti Tevitd lisdysaineiston mukana ja
joskus koko lajike voi olla saastunut. Liééysainéiston mukana levidvid
tauteja voidaan torjua yain hdyittamalld vanhat saastuneet kasvustot ja
istuttamalla uudet kasvustot tervettd lisdysaineistoa kayttamilla.

Terveen Tisdysaineiston saamiseksi tarvitaan taudeista puhtaita ydin-
kasveja 13htoaineistoksi. Ydinkasveja saadaan joko valikoimalla ter-
veitd kasveja testausten avulla tai puhdistamalla kasvi taudinaiheuttajis-
ta. '

Virukset, viroidit ja mykoplasmat ovat yleensd levinneet kasvissa sen
kaikkiin osiin, mutta kasvusolukot versojen kdrjissd ovat usein puhtaita.
Lampokasittelyn avulla voidaan taudinaiheuttajien Tisééntymista ja Teviid-
mistd kasvissa heikentdd niin paljon, ettd versojen kdrkiosat tai ainakin
niissa olevat kasvusolukot ovat puhtaita. Ydinkasveja saadaan juurrutta-
malla lampokdasiteltyjen kasvien versojen péit3 téi irroittamalla versojén
kdrkikasvusolukot ja kasvattamalla ne ravintoa]uéta]]a}taimiksi. Kasvu-
solukkojen kasvatus antaa varmimman tuloksen, koska silloin paastadn
useimmiten eroon kaikista taudinaiheuttajista, myos vahemman tunnetuista |
viruksista. ' |

Sekd versojen pditd juurruttamalla ettd kasvusolukkojen avulla saadut kas-
vit on vield testattava, jotta voitaisiin olla tdysin varmoja ydinkasvien
puhtaudesta. ' '

Tamd moniste, jossa selostetaan ydinkasvien tuottamisessa kdytettyja Mmene-
telmid, on uusittu ja laajennettu esitys v. 1978 valmistuneesta Kasvitau-
tien tutkimuslaitoksen tiedotteesta No 31 (Katri Bremer ja Pirkko Korhonen:
Kasvusolukkojen kaytts ydinkasvien tuotossa). ' ‘

‘Vantaa 3.3.83

Katri Bremer



2. KaSviso]ukkojen kdyttd tutkimuksissa

Jo'tamﬁn vuosisadan alussa saksalainen tutkijd Haber]éndt yritti éaada
kasvisolukkoja kasvamaan koeputkéssa kasVien;ravinhe- ja kasvuainetutki-
“musta varten. Koe ei kuitenkaan onnistunut. Vésta v. 1934 amerikkalai-
nen White sai tomaatin juuren palan kasvamaan ja kehittymddn juureksi
rav1ntoa1usta11a Samo1h1n a1ko1h1nranska1a1sten Gautheret™in ja
Nobecourt1n onn1stu1 saada porkkanan so]ukkopa]anen tuottamaan ka]]usso-
lukkoa. ~Tamdn jdlkeen ka]]usso]ukkoaen kasvatus Ja tutk1mus pddsi vauht11n

Ka11us- eli haavaso]ukkoahan muodostuu paremkyym1so]u1sta Jotka kasvia '
v1o1tettaessa muuttuvat meristeemisolukon ka1ta1seks1 ja alkavat muodostaa
erilaistumatonta haavasolukkoa. Haavasolukon tarkoituksena on suojata
kasviin tullut haava. | ‘ .

Nyt haavaso]ykkojq{yoﬁtﬁin késvattaa "in vitro", irrallaan kasvista ja .-
‘tutkia kasvisolun toimintoja ha]]ittavissa'o]Osuhteissa. '

fSo]ukkokasvatustutk1mus ed1sty1 ratka1sevast1 V. 1962 jé]keenA. Tailoin
tutkijat Murash1ge ja Skoog kehittivit tays1n synteett1sen ravintoalustan’
tupgkan ka]]usso]ukkoa varten. Tami alusta oso1ttautu1#spp1vaks1 myos mo-
mieh muiden kasvi1ajjen'éri1aisten éo]ukkojen kasvatukseen.

Viimeisten 20 vuodén aikana kasvisolukkotutkimus. on 1aéjentunut ja'edisty—
nyt. Lisdksi siitd saatuja tuloksia ja menetelmid on voitu soveltaa kdy-
tantoon monilla a1o111a

Paitsi erilaisia kasvinosia, esim. juuria, heteita emia,'a1kioita, endo-
spermeja on viljelty kallussolukkoja, meristeemi- eli kasvup1steso1ukk03a
Jja myos yks1tta1s1a, ketottom1a soluja,. protoplasteJa

Kasvin erilaisia osia, juuren, muku]an'ta1~3uurakqn'pa]oja; lehtiaiheita,
varsiso]ukkoja ym on kEytefty kasvifysiologisissa tutkimuksissa. Niiden.
~avulla oh se1v1tetty rav1nte1den kulkeutumlsta Ja - varasto1nt1a, kasv1n osan-
'keh1tysta, solukon er11a1stum1sta Jja s11hen vaikuttavia tek1Jo1ta, er1ty1ses-
ti kasvuhormoneja. Kallussolukkoja on kaytetty er1tta1n palJon kasv1fys1o— E
1ogisiin'k0keisiin Niiden-avulla on tutkittu esim. sate11yn, torJunta ~ai-
neiden, myrkkyjen Ja muiden aineiden va1kutusta so]u3en kasvuun Jja keh1tykseen

Kasvinjalostus on hyﬁtynyt pa]jon so]ukkotutkimuksista ja kKayttdd so]ukko-

kasvatuks1a yha enenevassa madrin hyodykseen. Seuraavassa joitakin esimerk-



keja:

Heteista ravintoaTusté]]a kasvanut solukko saadéan erilaistumaan haploi-
disiksi kasveiksi. Haﬁloidisét kasvithan voidaan muuttaa dip]bidigiksi,
esim. kolkisiinikisittelyn avulla, ja siten 1opu1fa‘on'tu]oksena diploidi-
nen, homozygoottinen kasvi. -Samalla tavoin voidéan tubttaa monoploideja .
kaSVeja Tr1p1o1de3a kasveJa, jotka usein ovat: d1p1o1d1s1a parempia,
saadaan s1emenva]kua1sesta eli endospermistd kasvavasta solukosta.

sttisiittoisi]]a kasve111a saadaan jtsesijtbs he]poimmin aikaan, jos
heteet ja emit kasvatetaan raVintoa]usta]]a ja Saadut'a1kiot.voidaanvmyds
kasvattaa ravintoalustalla kasveiksi. My®s siemenié-Voidaan Saada koe-
putkessa kasvavasta solukosta.'

A1k1on kasvatus ravintoalustalla on onnistunut se11a1s1ssak1n tapauks1ssa,
joissa eri lajeja r1steytettaessa hedelmgitys on onn1stunut mutta al-
kion kehitys pysdhtyy muutaman pdivéan kuluttua. Myos-r1steytyks1en s1eme-
nien,. jotka eivdt idd, a1k1o1ta rav1ntoa]usta11a kasvattamalla on saatu
ndista siemenistd kasveja. S1ementen alkiot ovat kasvaneet myds 11man
lepokautta. ‘

Kasveista, esim. lehtilavan solukoista, on voitu entsyymien avulla irroit-
- taa soluja. N&m3 ketottomat'so1ut, prbtop]astjt, ovat kasvaneet ravinto--
a]ustaTIa ja erilaistuneet kasveiksi. Kahden eri-kasVi]ajin protoplastit
on saatu sulautumaan yhteen. Tdllaisia spmaattisia.hybridejé on saatu :
aikaan qussicé-, Bromus-, G]ycine—, Daucusé,'Liliumé, Nicot1ana—,;Pétun1a7 '
ja Vicia-sukujen kasVei]]a, vaikka tamd tUtkimus on vield a]kuyaiheissaan.'

Protoplasteilla on taipumus ottaa sisdlleen ymparistostasn isojakin mole- '
kyy]éjé, viruksia, bakteereita DNA—mo]ekyy]ejé Jja kokonaisia tumiakin.
plastien avu]}a hyvaks1. Geen1s11rt03a on tehty vasta v11me1sten 10 vuoden.
'aikahaAja bﬁéasiassa bakteereilla. Aivan viime a1ko1na on tullut par1 Jul-
kaisua geenisiirroﬁsta kasveilla. Esim. hap1o1d1sen tomaat1n kallussotui-.
hin on siirretty 1ambafaag1n geeneja.

Kasvija1ostuk$e11e on suuri hydty siitd, ettd perintﬁtékijditﬁivoidaan
sdilyttdd syvéjéédytety1ssa solukoissa. So]ukkojén véurioituminen estetdan
suojakemikaaleilla ja varovaisella Jaadyttémise]1é ja sulattamisella. . S&i-
1ytys]§mp6ti]é.on hyvin a]hainen‘ -120- -160 °c. So]ukkogen ky]masa1]ytys
(kryoprésekvbihti) on vield kehittelyn alaisena, mutta esim. mansikan,

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



kan so]ukoista on osa s&i]ynyt eldvind uséan kQukauden ajan;

delle mahdo]]1suudet tuottaa vaikeasti v113e1tav1sta kasve1sta saatavat
155keaineef solukkokasvatuksissa. Esim. é]ka]oidien,,saponiinien, flavo-
noidien ja kofeiinin muodostumista solukoissa on selvitetty 1aboratoriois—'
sa. Paitsi’Tﬁéke-, myos mauste- ja vdriaineita voidaén tuottaa solukko-
vi]je]yksissé. : o

‘ Kasv1pato1og1assa kasv1so]ukk03a on kdytetty se11a1sten tuhosienten kasva—
~ tukseen, jotka eivit kasva suoraan rav1ntoa1usta11a Esim. Kasvitautien
tutk1mus1a1tokse11a on tri Linnasalmi kasvattanut mohoauuren a1heutta3aa,
P]asmod1ophora brassicae-sientd kaalin kallussolukoissa. Viruksia on
tutk1ttu tupakan ka]]ussoluko1ssa Ja protop]aste1ssa |

Laajimman kayton ja suurimman hyddyn kﬁytﬁnn611e on kasvipatologian alalla
-tuottanut mer1steem1— ja ka]]usso]ukkOJen sekd’ so]uJen kasvatus terve1den
kasv1en tuottam1seks1 ‘

3. Kasvu- eli meristeemisolukot kasvissa -

. Terveiden kasvien tuottaminen on helpointa meristeemisolukoista.' Kallus-
solukkoa ei aina saéda erilaistumaan kasviksi, Tisdksi kallussolukkoon
saattaa jéédﬁ helpommin viruksia kuin meristeemisolukkoon. Kallussolu-
kossa voi tapahtua kromosomihairisity Ja er11a1stuneet kasvit saattavat
poiketa'SUUPestikin.a]kuperéisesté.kasvista. Myds soluviljely on vield.
" sangen-hankalaa jé epdvarmaa. N&iden seikkojen.vubksi méristeemjso]ukko-
viljely on varminta terveiden kasvien tuottamiseksi. -

Kasvin kehityksen siemenestd kasviksi voidaan katsoa jakautuvah kasvuun ja‘

eri]aistumiseén Kasvun tuloksena on solujen. 1ukumaaran Tisddntyminen,
erilaistumisen seurauksena solujen Taadun muuttuminen.

Siemenkasvien kasvu anﬁn.rajoittunut tiettyihin alkiosolukoihin, joita
nimitetddn kasvu- eli meristeemisolukoiksi. ' ‘

KaSveiSsé-on useita erilaisiévkésvuso1ukoita KaSsto]ukof versojen ja
juurten kdrjissd aiheuttavat pituuékasvun Namd kdrkimeristeemit pysyvat
kauan kasvukyky1s1na erdissd puissa jopa satoja vuos1a Lehd1ssa, ku-
kissa ja hedelmissd olevat kasvusolukot ovat er11a1s1a kuin kark1kasvuso—
Tukot. Ne ovat y]eensa Tyhytikdsid. Niissd olevat solut Jakautuvat



aluksi nopeasti ja solut kasvavat vasta myShemmin Topulliseen kokoonsa.
Paksuuskasvun aikaansaavat kasvusolukot sijaitsevat nilan ja puuosan vélis-
sd jﬁnnejé]tené. Kasvusolukot syntyvat alkion kehittyessd ja samalla ne .
myds sijoittuvat paikoilleen alkiovarren ja juuren kdrkeen ja sirkkalehti-
aiheisiin. |

Kdrkimeristeemid ympardi 1-2 solukerroksen paksuinen tunikakerros, jonka
alla sijaitsee emosoluja, joista jakautumalla syntyy varsinainen kasvu-
solukko. Kasyuso]ukon solut ovat pienikokoisia, ohutsiendisia 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

‘ne saavuttavat varsinaisen kokonsa.



KUVA 1.

a) Kasvusolukot siemenessd

)
]
L] . "| -
] . \:/ ‘
“Juuren kidrki-
v . kasvusolukko
Verson k#rki- o '
~kasvusolukko -
b) Kaavakuva‘kasvusolukOSté
' .qusqlﬁf -

- Lehtiaihe

Tunika
- kerros

vKas#usolukko

Lehti-
aiheita




‘Kﬁrkikasvuso]ukko on suuressa mﬁérin 1tsemééraév5 So]ukko Se kasvaa Ja
~erilaistuu itsendisesti kasv1sta irroitettunakin kokona1seks1 kasv1ks1

- On ku1tenk1n todettu ettd 1eht1a1he111a on mer1steem1n kasvua edistava
vaikutus. Siksi kasvuso]ukkov113e1yk$11n on tava111sest1 otettu varsi-
naisen kasvusolukon Tisdksi myds 1-4 lehtiaihetta. -

| Kirjallisuutta:

ESAU, K. 1958. Plant anatomy. New York. 735 5.
PYYKK®, M. 1980. Kasvianatomia. Hdmeenlinna. 292 s. - -



4. Lampokasittely
Véikutus kasviin ja virukseen

Lémpbkésitte]yé kasvitautien torjumiseksi a]ettiin kéyttéa'jo 1880-1u-
vu11a jolloin tanskalainen Jensen kokeili 1amminilma- -kdsittelyd peru-
naruton ja kuumaves1kas1tte1ya Tentonoen po1stam1seks1 Saman vuosi-
kymmenen a1kana todettiin Jaavalla 1ampokas1tte1yn ya1kuttavan virus-

~ tautiin tutkija Koben havaitessa, ettd Sereh"taﬁdin .vaivaamista soke¥
riruo o1sta saat11n tervettd lisdysaineistoa, kun pistokkaat upotett11n
+50- 60 °c: een veteen joksikin aikaa. Tama menetette]y tuli p1an rutii-
n1n0ma1seks1 kaytannoks1 soker1ruokov113e1yks1a perustettaessa '

Erityisen tunnetuksi ja laajalti kdytdntdon otetuksi tu]i lampokasit-
te]y virustautien torjunnassa sen jdlkeen Kun Kassanis Eng]ann1ssa

1950 -luvulla puhdisti perunoita kierreviroosista +37,5 % 1ampot11assa
25 vrk kestineells Tampokdsittelyl14. A]kua1ko1na oli kdytetty kuumaa
vettd tai kuumaa hoyrya lampokdsittelyssa., Ta11o1n 011 vaikeuksia pi-
tdd 1ampot11a ja kas1tte1ya1ka sopivina, jotta virus saataisiin inakti-
voiduksi kasvin: vioittumatta. Kuuma1]makas1tte1yn.todett11n lopuksi ole- -
van edullisin kasveille. | |

Lampokdsittely tuottaa vain silloin tuloksen, kun kasvit kestdvit sen
‘tuhoutumatta. Lﬁmmﬁhkeétavyys riippuu monesta seikasta. 'Térkein‘niisté
on'1émbﬁk§sitte1yn kestoaika. Yleensd kdsittelyaika on sitd 1yhyemp1
mitd korkeampi 1ampot11a kas1tte1yssa on. Ldmpimadn tottuneet subtroo-
p1111sten ja troop1111sten seutujen kasvit ovat y]eensa kestaneet pa-

remm1nv1ampokas1ttelya kuin ky]man 11mana1an kasv1t,

Lahelld +60 O alkavat va1kua1sa1neet koagu1o1tua Siten korkein 1amp6—
tila mitd kasv1t ovat kestineet on esim. pers1kkapuun p1stokka1den lam-
m1nves1kas1tte1yssa kdytetty +56 C, eikd kas1tte1y ole saanut kestiid
ta11o1n kuin 15 sekunt1a ‘Mansikka-kasvit ovat kestdneet 3 vrk +48 °
Tampstilaa. ' » ' ' V ' '

'Vuodena1ka vaikuttaa erdiden kasvien 1ammonkestavyyteen, perustana on

kasv1n fysiologinen tila. Es1merk1ks1 krysanteem1t eivat yleensd kestd . -

1ampokas1ttelya talvella, neilikka on kestanyt 1ampokas1tte1yt yhtaldi-
sesti sekd. kesdlla ettd talvella. Hede]mapu1den 1ampokas1tte1y on erdi-
den tutk1Jo1den kokeissa onn1stunut hyv1n syksyl1d kasvun pysahdyttya,
“toiset tutk13at taas pitdvat kevatta parhaana a1kana



p1to1suudesta - Jos se on hyvin korkea tai- a]ha1nen, aiheuttaa se 1epo—
tilan kasviésa Lampokas1tte1y alentaa auks11n1p1to1suutta Ja tdman.

seurauksena kasv1 voi Joutua jopa sen tayde111seen ku1htum1seen Johtavaan -
1epot11aan ' '

~ Korkeassa 1ampot11assa on kasvien hengitys vilkasta Ja Johtaa h1111hyd-
raatt1varast03en nopeaan ‘kuTumiseen. Sen vuoksi kasvit, joiden h1111-
hydraatt1p1to1suus on korkea, kestdvdt parhaiten ldmpokdsittelya. H11- ,
'~'11d1oks11d1n 11saam1se11a 1ampokas1tte1yn a1kana on myos suotu1sa vai-
kutus - '

Virusten ldammonsietorajalla ja ldmpokdsittelyn 15mpd£11a11a taf'sen pi-
tuudella ei ole mitddn suoranaista suhdetta. Jopa saman viruksen eri :
 rodut inaktivoituvat eri tavoin ldmpgkdsittelyssd. On todettu, ettd ns.
ke]ta1suustaut1en aiheuttajat, jotka ovat mykop]asmogen kaltaisia or-

. gan1sme3a, ovat he]post1 poistettavissa kasve1sta Niille on y]eensa
Criittdnyt 7- 14 vrk kestadvd Tdmpokdsittely +36- 40 °c 1ampot11assa joil-
lekin jopa 10- 20 m1n +50.9¢C 1ampot11assa Mehulevintdiset," 1sometr1set
. v1ruskappa1eet omaavat virukset ovat myds" verraten he1post1 po1stetta-
"v1ssa 1ampokas1tte1y11a '

.Jaykk1na Sauvamaisina, kappaleina esiintyvdt virukset, kuten eSim: TMV,
peruhan X ja S virukset ovat hyvin ldmpokdsittelyn kestévié Kirvale-
v1nta1s1sta, pitkid Tankamaisia viruskappaleita omaavista v1ruks1sta
osa on vaikeasti poistettavissa kasveista 1ampokas1tte1yn avu]]a, ‘0sa
taas melko he]post1

Erddt virukset ovét_poistettavissa vain useita viikkoja, jopa kuukausia
kestdvdn Tampokdsittelyn avulla ja eréit& viruksja ei-ole vield onnistut-
tu poistamaan 011enkaan Lémpbkﬁéitteiy tuottaa tuloksen silloin kun.
 v1ruksen 1nakt1vo1tum1nen kasvissa on nopeampaa ku1n v1ruksen 11saanty-

mi nen '
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5. Kasvisolukkojen ravinnevaatimukset
a. Perusravinteet

' Meriéteemi on erikoistgmatonta solukkoa, jonka solut tarv{tsevat mil- "
tei kaikki ravinteensa ymparistGstdin. Siten versosta irroitetun me-
risteemin tulee saada kasvaakseen varsin mon1puo11nen kasvua]usta
Samoin on myos ka]lusso]ukon yksittdisten so]u3en laita.

Kasv1sta 1rro1tetun so]ukon rav1nnevaat1mukset ovat 1uu1tavast1 er11a1—
“ set kuin sen ollessa kasvin muiden osien yhteydessa Vain koke11ema11a
~ voidaan sop1va ravintoalusta saada se1v1]1e

So]ukkov1]3e1ykset vo1vat tu]]a Jonkun aikaa to1meen 11man h1111-
hydraattia ravintoalustassaan, mutta ei p1tkaa aikaa. Eri tutk13at ovat
kdyttdneet ravintoalustoissa h1111hydraat1n ldhteend dextroosia tai sakka-
roosia,_g]ukoOsia, mallassokeria, 1aktoosia,’a1koho1eja;‘orgéanisié hapj
poja, dekstriinié; pektiinia tai tarkkelystd. Parhaimmiksf ja.yleisim-
vm{n‘kéytetyiksi ovat osoittautuneet sokerit, 15hinn§‘sakkarobsi Jja |
dekstroosi. Mahéika]Te‘ja muille marjakasveille oh'kéytetty hyva11d

' menestykseT]é oTukoosia Sokerin mddrd alustassa on o]]ut tarked, opti-
mikasvun ovat antaneet O, 5 2 % vdliset konsentraatiot,. 2 A on yleisim-

min kdytetty. ,Mar3akasve111a on glukoosia annettu jopa 4 % asti.

Typen mééré'jé laatu ravintoalustassa on hyvin merkitykse111nen solukon
kasvulle. - Monia epaorgaan1s1a Jja orgaanisia typp1yhd1ste1ta on kokeiltu.
N1traatt1typp1 on useimmiten ollut paras. On pa1Jon verta11tu tu]1s1ko
typpi antaa natrium- vai kalsiumnitraattina, ammon1akk1n1traatt1na vai
ammoniakkisuoloina. Huomattav1a eroja ei ole loydetty, mutta yleisimmin .
kdytetyssda solukkojen ravintoalustassa, Murashige—SkooQin alustassa tpr
pi on annettu ammoniakki-, kalsium- ja ka]iumnitraattina sekd lisdksi on -
~-annettu orgaanista typped maitoalbumiinivalmisteena (Edamin). '

Fosfori on annettu ka11um—~ta1 natr1umfosfaatt1na (K.HPO4) tai NaH2PO4 .

ﬂ 2 -
HZO

Hivenaineita, jotka ovat vﬁ]ttéméttbmié”so]ukkokasVatuksi]le ovat mm.
Murashige-Skoog alustassa kdytetyt: magnesium (MgSO4),.rauta (4Fe),
- boori (H,BO,), sinkki (ZnSO4), jodi (KJ). mangaani (MnSO4), kupari

3773 , o
(CuSO4) ja koboltti (CoCl1). Rikkid tulee riittdvdsti erdiden edellis-
ten aineiden sulfaattiyhdisteistd. ‘ ‘ ‘



-Kasvusolukkojen kasvualustan happamuude]]a on tietenkih'merkitysté so-
Tukon kasvh]]e' Useimmat kasvusolukot ovat kasvaneet hyv1n, Jjos alustan

~pH on ollut 5,6-6,0, mutta Jotkut kasvuso]ukot ovat kasvaneet hyvin .
myos pH 7,0. ‘

b. Vitamiinit

paremm1n jos rav1ntoa1ustaan 11sataan v1tam11ne3a. A1nak1n seuraavath-
ryhman vitamiinit ovat tarpeen: ‘ ' ' '
n1kot11n1happo

“aneuriini eli tiamiini (B]-vitémiini)

~adermiini eli pyridoksiini (B6-v1tam11ni)

myo- 1nos1t01 - meso-inositol.
Myo-inositolilla on ollut se]va kasvua 11saava va1kutus, se on ed1stanyt
juurten kasvua '

Vitémiinjen_]isaksi alettiin 1950-Tuvulla kdyttdd solukkoviljelysten
kasvualustoissa erditd luonnosta saatuja aineita, joiden vaikuttavina
ainéina-todettiin myShemmin olevan vitahiinit-ja késthormonit:v:Néisté :
on kookosmaitouute ollut yleisimmin ja menestyksellisimmin kéytﬁssé.
Myos on kdytetty hiiva- tai mallasuutetta, tomaattimehua, maissin, he-
 stkastanjan tai saksanpdhkindn siementen Siemenva]kuaisesta'tehtyé
uutetta. u ‘ ' ‘

¢. Hormonit

Kasvisolukon kasvu Jja erilaistuminen eri kasvin dsiksi tapahtuu geeniéh
ja kasvihormonien vaikutuksesta,'ja kasvin kehitysté vdidaan ohjailla
kasvualustaan lisdttyjen hormonien avulla. Kasvuhormonéja valmistuu
kasve%ssa, jopa méristeemissékin, mutta kasvista irroitettujen solukoiden
tuottamat hormonimddardt eivdt ole riittavid. Kasvuhofmoneja voidaan val-
mistaa syntéettisesti ja lisdtd ravintoalustoihin muiden ravinteiden
tapaan. ' ' | ’ '

Kasve1ssa va1kuttavat kasvuhormon1t voidaan jakaa koTmeen paatyypp11n
Seuraavassa on es1tetty kunkin pddtyypin hormone1sta ne, Jo1ta an kay—
tetty kasvuso]ukkoaen rav1ntoa1usto1ssa

13
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1) AukSiinit,v. IAA indo]y]étikkahappo

NAA = naftaleenietikkaﬁappo 
IBA = indolylvoihappo.

2.4D = dikToori fenoksietikkahappo

'2) Gibbere]]iinit GA3 = g1bbere]111n1happo |

3) Sytokiniinit, aden11n1su1faatt1
o - BAP = 6- bentsy]amonipurﬁini‘

: IPA_=_isopenty1adenosiih1 
. kinef11n1 6- furfuryam1nopur11n1 ,

" zeatiini=6-(4- hydroxy-3- -methyl but- 2~ eny]) amino-

puriini o

Auksiinit

Tunnetu1mp1a auks11neJa on IAA, 1ndo1y]et1kkahappo Sité muodostuu .
_verSOJen kark1kasvuso]uko1ssa 1ehd1ssa “ja hede]m1ssa joista se kul-
'keutuu nopeasti kasv1n kaikkiin osiin. ’

 IAA tuhoutuu he]post1 sekd kasvissa- etta ves111uoksessa valon vaiku-
tuksesta. Sen vuoksi IAA:n asemasta kaytetaan usein paremm1n sdilyvad
NAA, nafta]een1et1kkahappoa Auksiineilla on kasve1ssa 1uku1s1a er1]a1— .
sia vaikutuksia. Auksiinit ed1stavat kasvua 1isdama11d solujen p1tuus—

Ja 1aajuuskasvua Erittdin- huomattava on auks11n1en juurten kasvua _
edistdvd vaikutus. Sen vuoksi niitd kdytetddnkin paljon apuna p1stok—

ka1ta Juurrutettaessa Auksiinit ed1stavat ka]]usso]ukon kasvua.

Auks11n1t osa111stuvat myos s1]muJen muodostum1seen, hede1m1en kasvuun,>
1eht1en Jja hede1m1en varisemiseen.

Monet auks11n1en va1kutuks1sta tapahtuvat yhdessa JOkO g1bbere1111n1en :
tai sytok1n11n1en kanssa ' : ‘

Vallitseva p11rre auks11n1en va1kutustava11e on va1kutuksen riippuvuus
auks11n1en vakevyydesta Liian suur1na annoks1na auks11n1t toimivat

p1kemm1nk1n kasvun ehka1s1Jo1na ku1n ed1staJ1na Tahan_perustuu auks11@ien ’
hyttor1kkakaSV1en torJunnassa Lo o

. Gibberelliinit

: G1bbere1111ne3a tunnetaan yli 20, mutta kasvuso]ukkov11Je1yks1ssa on
kaytetty paaas1a111sest1 g1bbere1111n1happoa GA3
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G1bbere1]11ne3a muodostuu versoaen kark1s11mu1ssa kasvav1ssa 1ehd1ssa,
vhede1m1ssa Ja Juur1ssa Ja ne kulkeutuvat s11v11aputk1ssa kasv1n ka1k-
Ckiin os11n '

Gibberelliinit édistﬁVét kasvisolukkojen pituuskasvua. Tama {1menee
‘]ehtién ja varsien 1155§ntyneen5 pituutena Varrén nivelvdlit pitene-

Gibbérelliinien vaikutus’on'o]]ut suurin kaépiﬁkasvuisiSSa mutantti-

\:1ajikkeiséa,vjoista gibberelliinien vaikutuksesta on kasvanut normaali-

- kokoisia kasveja. Kddpitkasvuisuus ei kuitenkaah_thdu 111ah.véhaisesté'
gibberelliinivikevyydests. ' : ' ‘

Gibberelliinit eivdt kuitenkaan pysty yksikseen saamaan aikaan versojen
pidentymistd vaan ainoastaan yhdessd auksiinien kanssa. Gibberelliinit
lisddvdt auksiinien vaikutusta mybs siemenetttmien (partenokarppisten)

" hedelmien muodostumisessa. ' | -

Gibbere]]iineii]& on kylld se]Taisiakin vaikutUstapoja; joita auksii-
‘neilla ei ole. 'Esim}.siementen, sipulien ja mukuloiden lepoajan keskeyt-
taminen. Joissakin tapauksissa gibberelliinien vaikutuStapé~on afvan
painvastainen kuin aukainien, esim. auksiinit edistdvit, gﬁbberé]]iinit
ehkdisevit juurten muodostumista pistokkaisiin. Gibbere]]ifnien ei ole
todettu suurinakaan annoks1na annettuna V1o1ttaneen kasveJa kuten auk—
s11n1t tekevidt.

'sytokiniinit

‘Nyky1s1n'mon1a sytok1n11ne3a valmistetaan -synteett1sest1 Ja kaytetaan
“soTukkoviljelysten ravintoalustoissa.- Sytokiniinit edistévét erityisesti‘
‘~so1u3en Jakautum1sta Jja yhdessa auks11n1en kanssa ne vaikuttavat so]u3en

| er11a1stum1seen Sytok1n11n1en avu]]a on saatu paitsi’ kasvusolukkoja,
myos a1van er11a1stumatonta ka11usso1ukkoa jopa yks1tta1s1a soluja: kas-
_-'vamaan ja er11a1stumaan‘kokona1s1ks1 kasveiksi. Erittdin merkityksellis-
ti erilaistumistapahtumalle on sytokiniinien ja auksiinien keskeinen
suhde.ravintoa1usta$sa. Se on useimmiten kokeiltava joka kasvilajille, -
jopa lajikkeellekin. "

6- bentsy]amon1pur11n1, BAP on erittéin‘tehokasvéikdtteinen, Synteetti—'
nen sytok1n11n1 Se ed1staa s1vus11mu3en so]u3en Jakautum1sta ja heiken-
tda paaverson ha111tsevaa va1kutusta, Joka ‘muutoin esta1s1 s1vuver503en
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muodostumisen. Tata BAP:in vaikutusta kaytetaan hyvaks1 m1kr011sayksessa -
eli k1oonauksessa, jota selostetaan myohemm1n

~Sytok1n11ne111a on siis suuri vaikutus er11a1stum1seen, Josk1n muutk1n
kasvihormonit vaikuttavat siihen. Kasv1hormon1en va1kutustavan perus-
tana on n11den osa111stum1nen geen1to1m1ntaan

Kunkin kasvilajin keh1tys on t1etyn ohjelman: muka1nen Jja tamd ohJe]ma
on koodattu kunkin Tajin geeneihin. Kasvin solut eivit sisd11d eriar-
'vo1s1a, erj toimintoja ohjaavia geeneja, véan eri geenit tdlevét’eri
aikoina aktiivisiksi. Eri geenit siis alkavat ja lopettavat toimintansa
eri aikoina. Siirtyminen kehitysasteelta toisel]e tapahfuu‘siten sarja-
‘na erj geen1ryhm1en aiheuttamia toimintoja. Jos So]uryhmﬁ on aikanut
‘ t1etyn erilaistumisprosessin, ei solukko voi endd pa1autua enna]]een Ja
a101ttaa to1sen1a1sta kehityssuuntaa.

Kun kasvin keh1tysva1heet ovat ndin saanno]11set taytyy kasv1ssa o]]a ,
joku mekanismi, joka Kytkee t1etyt geenit toimimaan t1etyssa vaiheessa
~Jja’ toisessa vaiheessa taas padltd po1s kuin sshkovirran katkaisijasta.

Kasvuhormonit'voivat toimia ainakin‘osana't511aista'mekanismia, koska
ne pystyvat virittimddn geenit toimintaan. Geenit sitten madradvat m11—
' 1a1nen on tdamdan toiminnan tulos, joskin erdissd tapauks1ssa hormonit
vo1vat vaikuttaa myos kehityksen laatuun. '

_Jotkut kasvuhormon1t eraat g1bbere1111n1t vo1vat myos estdd t1ettyJen
geen1ryhm1en to1m1nnan '

Vaikka kasvuhormonien vaikutusmekanismia ei‘vielé tunneta yksityiskoh-
~dittain, on varmaa, ettd niilld on syvé]]e kdypd vaikutus joko‘onra-
naisesti tai epasuorasti geehitoimintaan.. Tulevaisuudessa kasvihormonien
merkitys on suuri vdlineeni, jp11a kasvien kasvua ja kehitystd voidaan
ohjata haluttuun suuntaan. | ’
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6. Mikrolisiys eli "kloonaus"

»Lémpﬁkﬁsitte]yjen Jja kasvusolukkoviljelysten avulla saadaaniusein vain
ykéi tai muutamia harvoja terVeTt§ kasveja, joista koko-1ajih.tai'1a- :
jikkeen lisdys on aloitettava. Taman lisdystyon nopeuttamiseksi on’py-
ritty kehittamdan monenlaisia menete]mié, jOi]]a'1iséyét§ voitaisiin
nopeuttaa. Monia vanhoja menetelmid onkin voitu parantaa ja kiyttdd myds

kasveilla, ‘joilla sitd ei kdytdnnon vi1jé]yksi]T3 ole kdytetty.

Jotta ydinkasveja voitaisiin 1isdtd nopeasti, olisi niiden tuotettava

runéaasti uusia versoja tai muita 1isdykseen sopivia kdsvinosia.‘ Ydin-

kasvinlolisi oTtava muodoltaan runsashaarainen, pensasmainen kasvi.

Kasveissa on kuitenkin olemassa ilmio, karkisilmun va111tsevuus eli api-
kaali dom1nanss1, joka estdd kasvien runsasta verSOJen tuottoa

So1ukkokasvatuksissa kérkikasvuso]ukon va11itsevuus on voitu estéalsyto-
Kkiniinien avulla. Ta116in on kiytetty ravintoalustaan annettuna kinetiinid,
bentsylaminopuriinia tai muita sytokiniinejd, jbtka‘ovat saahéet aikaan
‘runsaan versoaiheiden muodostum1sen joko kasvusolukko- tai myds muussa
so]ukkov113e1yksessa

cons

seks1 ta1 kasv1n "k]oonaukseks1"

.Mikroliséyksessé sytokiniineja avuksi kdyttden kiihoftetaan meriéteemi
tuottamaan yhd uusia ja uusia k&rkikasvusolukkoja ja siten uusia versojen
aiheita. Irroittamalla versojen‘aiheet toisisfaan ja kdsvattama]la niita
 edelleen voidaan saada lukuisia uusia kasveja ]yhyéssa ajassa. A

Menetelmdd on kaytetty menestyksellisesti mans1kan Tisdyksessd. - Englanti-
- Jainen tutkija Adams Ju1ka1s1 v. 1972 ohjeen uud1stetusta mansikan kasvu-
solukkojen viljelyyn sopivasta. rav1ntoa1ustasta.‘}Mer1steem1t kasvoivat
melko hyvin talla a1u$ta11a Jja ne tuottivét sivuversoja niin, ettd ‘neljds-
ta kasvua]usta11e s11rretysta mer1steem1sta saat11n 17 Juurrutettua kasv1a

'*fens1mma1sessa jaossa.

Myos erdat Japan11a1set tutk13at totes1vat v. 1973, etta bentsy]am1nopur11-3

nin avu]]a voitiin tuottaa runsaast1 mansikan uus1a versquayhdesta ainoas-
ta kasvusolukosta ja ovat kdyttaneet tdtd hyddykseen kdytdnnossd.. Be]g1a1a1-
nen Boxus perusti vafsinaisen mansikan Tisdyslaboratorion ja myds kasvinja-
lostajat ja ta1m1en tuottaJat ovat kdyttdneet tdtd menete]maa hyodykseen
"ta1m1en suurtuotannossa '
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MikroTiSéys voidaan aloittaa myds muilla solukoilla kuin meristeemilld.
Esim. Begonian kukkavarresta otettu pala saadaan'ravintoalustalla, jossa
on sopivd sytokiniini/auksiinisuhde, tuottamaan runsaasti versoja.. Nei-
1ikan varresta tai meristeemistd aloitettu ka]]usso1ukko tuottaa helpos-
ti Tukuisia versoja sopivalla alustalla. Samoin monet muut kasvit, joi-
den vegétatiivinen lisdys on muutoinkin helppoa. Muille kasveille néyt—‘
tdd parhaiten sopivan meristeemisolukosta aloittaminen. '

Koeputkessa olevia mikrokasveja voidaan Séi]yttéﬁ useiden kuukausien ajan
viiledssd, +4-6 OC lampotilassa ja heikossa va]ossa.' Talloin kasvien
elintoiminnat ovat 1dhes lepotilassa, mutta kasvit sdilyvdt elossa ja
jatkavat kasvuaan normaalisti tavalliseen 13mp6ti1aan ja valoon siirretyi-
nd. Kasvitautien tutkimuslaitoksella on td11d tavoin sdilotty sekd juu-
rettomia ettd juurellisia mansikan pikkutafmia noin vuoden ajan, krysan-
teemin taimia noin 15 kk:n ajan.



KUVA 2, 'Monimeristeémilisﬁys

Jonkin verran kasvanut
kasvusolukko siirretdan
sytokiniinipitoiselle

kasvualustalle
\ ‘
1 .

- .
~~ o oay

Juureton versopensas voidaan

- jakaa

jossa alkaa runsas versojen

muodostus. .

ja irroitetut versot-
juurruttaa jJjuurrutus-
alustalla. '
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Kasv1taut1en tutk1mus1a1tokse]1a on mans1kan m1kro11says onn1stunut hyv1n
Red Gauntlet, Senga Sengana, Zefyr ja OStara 1a31kke111a Ostara- ]ajwke on
sen vuoksi koke1]tavana koska sen ronsyn muodostuskyky on he1kko ja silloin
tarv1taan toinen ]1saysmenete1ma Saadut taimet ovat kasvaneet normaa11st1
'Ja tuottaneet hyvat sadot kenttakoke1ssa ' ’

KaSV1taut1en tutk1mus1a1tokse11a on koke11tu mikrolisdystd mansikan ohella
myos begon111a, krysanteemilla, neilikalla, verenp1sara11a, v11n1marJo111a
ja- omenapu111a Koristekasveilla ja mansikalla on saatu parhaat tulokset.-
Ulkomailla on ‘hedelmépuiden mikrolisdys tullut merkittivan yleiseksi.

Mikro1isay$menete1m§n‘merkityksestﬁ mainittakoon seuraavaa:

Kasvien 1isdys tapahtuu ilman taut1- Jja tuho]a1svaaraa vuodenaJo1sta r11ppu-
matta ja Tisdysnopeus on suuri. ‘ ' '

Taimituotanto voidaan aJo1ttaa hyvin, s111a koepu1101ssa olevia versokasva-
tuksia vo1daan pitad e11nke]po1s1na viiledssd Jopa vuoden aJan

Kansa1nva11nen ta1m1kauppa sujuu koeputk1ta1m1en avulla helposti ilman
tauti- ja tuholaisvaaraa.
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11 KaSvisdTukkdvi]je1ynisuofitus kdytanngssd
1. Lémpﬁkésittely

Terve1den kasv1en a1kaansaam1seks1 otetaan kantaso]ukko mer1steem1 ta1
muu verson osa lampokdsitellystd kasvista. .
Lampokas1tte1yssa kasvia kasvatetaan +35- 40 ¢ vilisessd 1ampot11assa
‘-use1den v11kk03en ajan v1rusten ja mu1den taud1na1heutta31en he1kenta—

m1seks1 ~Samalla kasvin p1taa pysya kasvukunnossa

Lampokdsittely voidaan antaa kasvatuskammiossa, 1ampdkaapissa tai sopi—
vassa kasvihuoheen osastossa. Edullisimmaksi tulee itse rakennettu

1Hmp6kaapp1 tai kasv{huoneen osasto Lampokas1tte1yt11assa p1taa vo1da
valaistus r11ttava 6 - 10 000 luksia, 16 t/vrk. Kasveille on edu111sta,
'jos_kaapin a]éosa, missd kasvien juuriosat ovat, on viiledmpi kuin Tatvo-
jen kohdalla oleva ilmatila. ' ' '

Lﬁmpﬁkééittelyyn tu]eVat kasvit isfutetaanfsaviruukkuihin, ja annetaan
niiden pddstd hyvddn kasvuun kasvihuonegssa ennéh 13mp6k35itte1yé. Ennen
siirtoa 1§mp6késitte1yyn-séviruukuissa;o]evat kaéyit on hyvd siirtad
ruukkuineen 1somp11h,'t0rpee11a téytettyihin ruukkuihin 'RuukkUjeh valis-

nd.

Vadelmat on hyvd leikata alas. Mansikassa ei saa olla Tehdellisid ronsy- -
Jd 1§mp6kaapp11n siirrettdessad. A]as]e1katut mon1haara1set nuoret omena-
puut ovat sopivimmat 1ampokas1tte1yyn

Kasvien 011essa 1ampokaap1ssa Tampt asetetaan ensin 22 C - Jja nostetaan
s1tten vah1te11en, esim. 2 9¢ joka toinen pdiva, kunnes haluttu 1ampo-
, tila on saavutettu. Seuraavat ldmpotilat ja ajat ovat suositeltavia:
mustaherukka +35 °, 3 viikkoa (suonenkatov1roos1) Mans1kka, 38 %

6 v11kkoa ja vade]ma, 38 C 8 viikkoa. Omenae ja muut hedelmdpuut, 37-
38" C, 6 v11kkoa. ' ’ | '

'Krysanteem1, 37. C 5-6 V11kkoa mutta kaap1okasvuv1ro1d1a ei voida tay-
sin po1staa 1ampokas1tte1y11a ‘Neilikka, 37 C 60 vrk

Lémpbkésitte]yn aikana kasvit pidetéén sopivan kosteina, myos ruukkujen
vilissd oleva turve kostutetaan. Kasveja on myos ]annoitettava neste-
‘mdisel1d liuoksella pari kertaa viikossa. 'I]man kosteus olisi.hyvd olla
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ainakin 60 %, mutta eri kasveilla on erilaiset vaatimukset. Kasvi koko- -
naisuudessaan ei puhdistu lampokdsittelyssd. Vain meristeemit Jja kdsitte-
Tyn aikana kasvaneet versojen kirkiosat saattavat olla puhtaita. Jos
so]ukkokasvatus ei ohnfstu, voidaan pienet versojen 1atvat joko ympdtd
terveisiin siémenkasveihin (omenapuut, Herukat) tai juurruttaa ne'suoraan
(vadelma). Joka tapauksessa Tampokdsitettyistd kasveista saadut taimet

on testattava. '

2. Tyopaikat ja valineet sekd niiden puhdistus

Kasvusolukkokasvatuksia varten tarvitaan siistid, pdlytontd laboratorio-
tilaa, jossa kaikki pinnat ovat helposti puhdistettayissa.: On hyvd jos
saatavilla on huone valmistelevia toitd varten ja vdalittomdasti sen yhtey—
dessd puhdas tythuone, jossa on koneellinen ilmanpuhdistus tai johon
voidaan sijoittaa esim. jaminaarivirtauskaappi. Kaikkein siisteimpdnd
tyotilana o1jsi paras kdyttdd laminaarivirtauskaappia, jossa ilma puhal-
letaan takaseindn kautta vaakasuorasti suodattimien 1dpi. Laminaarivir-
tauskaappi on sijoitettava puhtaimpaan huoneeseen, jossa ei ole liikaa
ovia ja ldpikulkua, ja jossa ei ole pdlyd kerddvid avohyllyjd tms. o

Laminaarivirtauskaappeja halvempia ovat elektroniset ilmanpuhdistajat,
‘Jotka myds poistavat ilmasta pdlyhiukkasia ja itioitd. Sekd laminaari-.
virtauskaappeja ettd elektronisia ilmanpuhdistajia valmistetaan koti-
maassa-.

Kaikkein halvin siisti tila saadaan siirrostuskaapista, joka on vain
sen vérran suuri, ettd tyontekijdn kddet, tyovdlineet ja siirrettdvit
kasvatukset mahtuvat siihen. Siirrostuskaappi voidaan pitdd puhtaana
kattoon sijoitetun u1trav101ett1]ampuh avulla, ja desinfiointiaineilla
puhdistamalla (Kuva 3). | o

Edellisten 1ﬁséksi tarvitaan tilat autoklaavia, deéinfioimislampbkaappia
ja kasvatusastioiden pesukonetta ja pesua varten. Vaakaa varten tarvitaan

:myﬁs'ti1a ja varastotilaa kemikaalioita ja lasitavaraa.varten. Solukko- -
kasvatuksille tarvitaan kasvatushuone. - . R

Steriilin-huoneen poytien yldpuolelle sijoitetaan ultraviolettilamput.

Myos tdssd huoneessa kadytettavdt valineet esim. tyﬁtékit ja mikroskoop-
pi on hyvd sdilyttda kdyton vdlilla ultraviolettilamppujen alla, joiden
pitdisi olla toiminnassa ennen tyon alkua vahintain'kahden tunniﬁ ajan.
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violettilamppuihin, koska niistd ldhtevd valo on erittdin vaarallista
silmi11d. Mybs on pidettdvd mielessd, ettd ultraviolettivalo ei tehoa
lasin ldpi.

Steriilin huoneen pdydit ja lattiat puhdistetaan joka pdivd tyon jdTkeen
saippua]]a, tolulla, esim. 5 % natrium- tai ka1sTUmhypok1oriiti]1a tai
muilla aineilla. Myds a]kphp]i11a voidaan. puhdistaa poytia, mutta on pi-
dettdvd mielessd, ettd alkoholi on herkdsti palavaa. '
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Ennen tyon aloittamista tarklstetaan etta tyohuone on s11st1, des1n—
f1o1dut tyovdlineet ovat valmiina pa1ka11a kaasu11ekk1 tai bunsen1amppu
ta1 muut des1nf1o1m1sva11neet ovat pa1ka1]a kayttova1m11na '

Seuraavia vé]ineitﬁ tarvitaan kasvisd]ukkovi]je1yksi§.tehtéessa:

Rav1ntoa1ustat des1nf1o1daan 120-°C 1ampot11assa 11makehan pa1neessa 20-
30 minuutiniajéh., Erddt kasvuhormonit ja vitamiinit, esim. zeatiini eivdt
kestd korkeita lampotiloja. Niitd sisdltdvdt liuokset vo1daan ster11o1-'

_ da‘bakteerisuodattimen avulla. Bakteerisuodatettu liuos Tisatain ravinto-
alustaan autoklavisoinnin jé]keen juuri énnen kuin agak a]kaa jéhmettyé.

Lampokaapp1a vo1daan kayttaa kasvatusast1o1den tyova11ne1den ym des1n-
fioimiseen. R11ttaVades1nf1o1nt1a1ka on 3 tunt1a 170 C lampotilassa.

- Veitset, p1nset1t Ja p1enet va11neet on hyvd kaar1a a]um11n1paper11n
desinfioinnin ajaksi, jotta n11ta on myohemm1n he]pomp1 kas1te11a ja ne
:ku1tenk1n sailyvdt ster111e1na ‘

Vaa’an tulee o11a~niin'tarkka, ettd esim. vitamiine{sta ja kasvuhormo¢
valkkavkaytettm511nk1n vakevoityja perus]1uoks1a. Vaaka, jolla padstdan
0.1 mg tarkkuuteen on sopiva. Vaa“alla tulee olla tukeva alusta ja.po-
1yt6n sijaintipaikka. ' :

vSpr111amppu3a tarv1taan avattugen koeputkien su1den véifsién-ym desinfi-
ointiin. Kaasulamppua voidaan myos kayttaa mutta s11rrostuskaape1ssa
on spr111amppu katevamp1 ' '

‘Desinfiointiaineet. Pﬁytien, lattioiden Ja muiden;pintojen desinfioin-

- tia varten_tarVTtaah;desinfiontiaineita. Tﬁhénltarkoitukseen sopivét a
esim. etyylialkoholi 70-90 %, jota voidaan Kiyttds mys kasvin osien, k-

sien, késfne{den,'veitsien'ja muiden vdlineiden desinfiointiin. Natrium- -

tai kaTsiumhypok]oriittia voidaah kayttdd myds pbytien‘jé ]attioiden puh-

distdkseen Tolua vo1daan myos kayttaa De]ego1—1i@qs.on’osoittautunUt

hyvaks1 me111a ' R o

Steriilid vettd tarvitaan kasvjn osien puﬁdistukseenL Steriilid vettd
saadaan parhaiten aUtok]aviSoima]]a 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 teridt.
Kaikki ndmd vdlineet on voitava pesun jdlkeen desihfioidaﬁ]émpbkaapissa.
tukseen. Veitsid on altava riittdvdsti, jotta eri tyﬁyaiheita-varten on
olemassa riittdvidsti desinfioituja vdlineitd. Tydvdlineiden desinfiointi’
pésun jalkeen suoritetaan ldmpokaapissa ja tyon aikana 70-90 % alkoholiin
kastaen, ei koskaan liekissd kuumentaen. Veitset ja pinsetit on paras
kdiris alumiinifolioon ennen lampdkaappisterilointia. Siten niitd on ‘
' myShemmin helppo kuljettaa ja kdyttdd tarpeen mukaan. Meristeemi on hyvd
leikata imupaperin pdadlia petrimaljassa. ‘Imupaperilliset petrimaljat

Kasvisolukkojen kasvatusastioina voidaan kdyttdd koeputkia, levedsuisia
Tasipulloja ja lasipurkkeja kasvatettavien kasvien koon mukaan. Lasi- -
astiat pestddn vedelld ja pesuaineella ja huuhdellaan huolellisesti, sil-
13 jotkut pesuaineet saattavat olia myrkylTiéiﬁ-kasviso]ukoi]]e. Steri-
loidaan pesun jalkeen lamptkaapissa. Putkien ja pullojen sulkemiseen voi-
daan kdyttdd metallikorkkeja, pumpulituppoja, alumiinipaperia tai parafii-

nikalvoa:

Merkinnat kasvatusaastioihin tehdddn joko erityise]]é.merkintakynallﬁ
tai niihin liimataan laput merkintdineen.

Ravintoalustoja valmistettaessa tarvitaan mittapulloja ja muita lasipul-
Toja sekd pipettejd. Valmiiden perusliuosten sdilytystd varten tarvitaan
jadkaappi ja muu valolta suojattu, siisti kaappi. Joitakin ravinteita,
kuten esim. kookosmaitoa on paras sailyttdd syvdajdadytettynd, joten syvd-
jaadytysarkku on tarpeen. My0s vitamiinit ja hormonit voidaan pakaétaa'
pienini esim. 1 1r ravintoalustaa varten tarvittasina mdarind. Ravinto-

alustojen pH-mittausta varten tarvitaan pH-mittari.
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3. Kasvusolukon irroitus kasvista ja siirto ravintoaiustalle

Aluksi tarkastetaan, ettd kaikki tydvdlineet ja desinfioimisaineet ovat
valmiina steriilissdi tybtilassa. Parasta olisi tehdi tyo Taminaarivirtaus-
kaapissa. Sen jalkeen Tampokdsitellyistd kasveista otetaan pienet 2-3

cm mittaiset versojen padt, mansikoista ronsyjen péét, siistefhin astioi-
hin ja viedddn desinfioitaviksi. Versoista irroitetaan lehdet pois ja ne kas-
tetaan nopeasti 90-95 % alkoholiin tai veteen, jossa on astianpesuainetta
(80 m1 vettd, 20 ml pesuainetta). Sen jdlkeen ne upotetaan 10-20 minuu-
tiksi (pehmedt versot 10, kovemmat 15-20 min.) 5 % kalsium- tai natrium- .
hypokloriittiin. Sen jdlkeen ne huuhdotaan autokTavisonuSsa, tisTatussa
vedessd vdhintdin kolmeen kertaan. Tamén jdlkeen leikataan aina uusia ste-
riloituja veitsid kdyttdmd11d lehtiaiheita pois kunnes kasvusolukko paljas-
tuu. Kasvuun 1dhdon varmentamiseksi irrditetaan kasvusolukko 2-4 Tehtiai-
heen kanssa joko suoraan tai vinosti poikkileikkaamalla. Kuva 4.

Irroitettu kasvusolukko siirretddn veitselld tai neulalla ravintoalustaan
taivutetun imupaperin pddlle tai agarille. Koeputken suu desinfioidaan
1iekilld ja suljetaan. Koépufken sulkemiseen voidaan kdyttdd parafiini-
kalvoa tai alumiinifoliota. | '

Erdiden kasvien solukot tummuvat helposti. Tummumistd voidaan estdi kas-

tamalla solukko hypokloriittidesinfioinnin ja vesihuuhtelun jdlkeen auto-
klavisoituun C-vitamiiniliuokseen. Liuos = 25 mg askorbiinihappoa, 40 mg

sitruunahappoa ja 500 m1 destilloitua vetts.



KUVA 4. Kasvusolukkokasvatuksen aloitus.
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4. Ravintoalustojen valmistusohjeet
a. Murashige-Skoogin ravintoalusta (MS)

Kaikkien tdssd esitettyjen’ravintoa]ustojen‘perustana'on MS-alusta eli
A'Mufashigen<ja'3koogin (1962) tupakan ka]]usso]ukkov113e1yks1a varten ke- -
hittémﬁ'alusta , Tau]ukossa 1 on es1tetty Murash1ge Skoog (MS) alustan

| ~alkuperdinen koostumus, va1kka sellaisenaan emme olekaan sitd kdyttdneet
paitsi- peruna]Te ja sen vuoksi rav1ntoa]ust03en valmistus esitetddn vasta

MS- a]ustassa on esim. rauta annettu FeSo4 Jja NaZEDTA yhd1steena mutta

~ rauta on nyky1s1n annettu helpoimmin annettavassa muodossa Na2 -Fe- EDTA-
, yhd1steena KasvuhormoneJa on annettu muitakin ku1n k1net11n1a Ja 1ndo—
1yy11et1kkahappoa (IAA). ' '

MS?a1ustan 'yékévyys on hyvin suuri, ‘suurempi kuin minkd@@n muun ka]]us? tai

’kasvu501ukkdjen kasvatukseenukéytetyn alustan. Sen vuoksi joillekin kasvu-

~solukoille, ainakin niistd kehittyneiden kasvien’jdurtén muodos tumisen edis-
-tamiseksi on kasvun myoha1semm1ssa vaiheissa kaytetty 3/4 tai 1/2 vakevyyt-.
ta a]kupera1s1sta MS- a]ustan madristad. '

Y]eensa Joudutaan kayttamaan kullekin kasv111e ko1mea er11a1sta a1ustaa
so]ukon keh1tysva1he1den mukaisesti. Meristeemi s11rretaan ns. I a]usta]]e;
~ jossa se saadaan kasvun alkuun ja noin 3-5 viikon kuluttua pieni verso
siirretddn 11 a]usta11é,'jossa versoh kasvu jatkuu- ja samalla muodostuu
dusia‘vérsqja. ITI-alustalla versoille saadaan mubddstumaan juuret. Joil-
“lekin kasvéi]]e riittéé I ja Ii alustat. Perunalle on sopinut koko ajan
MS-perusalusta tai LS eli Linsmaier-Skoogin (1964) rav1ntoa1usta, joka

eroaa MS- a]ustasta v1tam11n1en madrdn kohdalla. LS- a]ustassa kdytetddn
vain B] vitamiinia, mutta sita 4 kertaa enemman ku1n MS alustassa.



Taulukko 1.

sessaan (Murashige & Skoog 1962).

Pdaravinteet:

NH4N03

KNO3

CaC'l2 . 2‘H20'

4 - 7 HZOV
KH2P04

NaZEDTA

MgSo

7 H,0

FeSo4 . 5

Orgaaniset aineet:

sakkaroosi
‘Edamin

agar

pH 5,7-5,8

mg/1

1650

1900

440
370
170
37,3
27,8

g/1

30 -

10

31

Murashige-Skoog - ravintoalusta a]kupera1sessa koos tumuk-

Hivenaineet: mg/ 1

H3803 6,2

MnSO4 - 4 H20 22,3

ZnSO4 - 4 H20 8,5

KJ. 0,83

Na,MoO, - 2 H,0 0,25

CuSO4 -5 H20 0,025

CoC]2 © 6 H,0 0,025

mg/1

nikotiinihappo 0,5
pykidoksfini ' 0,5
thiamiini 0,5
myo-inositol (meso-inbsﬁto]) 100 -
glysiini (Glykokoll) 2,0
IAA 1-30,0
kinetiini 0,04-10,0
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: Tau1ukko-2; Murashigé-Skoog-(1982)~a]ustan~perusliuokset.

B

C‘

Perusliuos . perdsTiubs 1 litraan ravinto-
, ‘ » alustaa
A Pisravinteet NH4N03 16,5 g/1
| | : KNQ3 ]950 | -
CaCly- Hy0 44 L 100 m
MgS0, - 7H,0 3,7 | '
- Ki,PO, | ‘1’7~.A J:
Rauta EDTA -FE -Na, 390,0 mg/1. 100 ml
' (Naz-Fe—EDTA) : '
Hivenaineet - - HyB0, 620,0' mg/1 1
MnSO, - 4H,0 . 2230,0
ZnS0, - 4H,0 860,0
KJ (Kaliumjodidi) 83,0 10 ml
_N32M004 . 2H20 25,0
CuSO4 . 5H20 2,5 J
CoCl, - 6H,0 25 |
Vitamiinit Glysiini (glycogoll) 200 mg/1 - 1 _
Nikotiinihappo .50_' e 10 m1
Pyridoksiinihappo(B6) 50 "
Tiamiini (B1) 0 "
E IAA (indolyletikkahappo) - 50 mg/500 ml
F IBA (indolylvoihappo) 50 -~ " ="
G Kinetiini (6-furfuryaminopuriini) 50 = " -
H Gibberelliinihappo (GA;) 50 - " -
I BAP (bentsylaminopuriini) 50 - " -~
K NAA (naftyletikkahappo) 50 - " -
‘ Seuréavat aineet hunnitaan joka kerta erikseen:
Myo-inositoli (meso-ihositoli) - 100 mg
Kaseiini (casein hydroxylate) haluttaessa 34
‘Adeniinisulfaatti o 80 mg
Sakkaroosi. v 20 g
- (Agar, haluttaessa- 8-10 g
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b. Murashige-Skbog - alustan perusliuokset ja alustan valmistus
Ravintoalusta on valmistettu seuraavasti:

Ensiksi tehddan vﬁkevﬁfdyt perus]iuokset taulukon 2 kohtien A-K mukaan."
Jos ravintoliuoksia tehdaan-use1n ja suuria maar1a, kannattaa tehdd esim.
-5 1 annokset perusliuoksista. Kasvuaineista ja vitamiineista ei kuitenkaan
kannata tehdd kovin suuria mddrid perusliuoksia, koska ne pilaantuvat

he1post1, jollei"niitd syvdjaddytetd. Lisaksi niitd tarvitaan vain pienid

Mitataan perusliuokseen tarvittava maéré tislattua vettd esim. 1 1. Tastd
vesimddrdstd otetaan aina kutakin perusliuoksen ainetta varten dekanteri-
lasiin pieni vesimiddrd, johon ko. aine 1liuotetaan. " Tdysin 11ugnneet'ai—A
neet yhdistetddn ja vesimddrd tdydennetddn 1 litraksi. Tamdn jalkeen pe-
rusliuos autoklavisoidaan pullossa, johon nestepinnan korkeus on merkitty.
Jos liuoksesta on autdk]avisoitaessa véhehtynyt nestettd, lisdatddn puuttu-

Perus11uos A’ tehtdessd otetaan MgSO4 . 7H20:ta varten runsaasti vettd, n.
200-250 m1 johon se Tiuotetaan. Loppu vedestd (750-800 m1) kdytetddn
mu1den perusliuos A aineiden liuottamiseen. MgSO4,-'7H20—1iuos 1isaté§n:
viimeiseksi koko ajan sekoijttaen. Muutkin aineet yhdistetddn vasta, kun
ne ovat tdysin liuonneet veteen. Perhs]iuos A sdilyy kauan, jos se on
suojattu'va101ta. Samalla tavoin valmistetaan perusliuokset C ja D.
Perusliuosta B (rauta) on ravistettava ennenkuin sitd otetaan ravinto-
Tiuokseen. B rauta voidaan antaa myos rautasitraattina, perusliuos 450 mg/
250 m1 vetta, josta 1 ml riittdd 1 litraan ravinnealustaa. Perusliuos D,
vitamiinit, ei sdily montakaan viikkoa, joten sitd ei kannata tehdi suurta

mddrdd kerralla. Se voidaan kuitenkin pakastaa sopivina annoksina muovi-
putkissa, jolloin se sdilyy hyvin.

Hormonipérus]?uokéet (E, F, G, H, T ja muut). IAA, k1net11n1, g1bbere1111n1,
IBA, 1ndo1y1vo1happo ja NAA Tiuotetaan autoklavisoimalla 1 atm paineessa

15 minuuttia tai alkoholin avulla. Ergst tutkijat steriloivat ne bakteeri-
suodattimella.’ - ' :

Jos IAA:n asemasta kdytetddan NAA (nafta1y1et1kkahappoa), Tiuotetaan NAA
ensin muutaman pisaraan 95 % alkoholia, jonka jalkeen lisdtdin tarvittava
vesimddrd ja seos autoklavisoidaan tai steriloidaan bakteerisuodattimella.
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TAA- ja NAA-1iuokset eivét sai]y-kauan ja etenkin IAA-Tiuos tuhoutuul
nopeasti valossa. Sdilytetddn sen vuoksi tummassa tai a]um11n1paper11n
kaar1tyssa pu]]ossa Jja pidetdan pimedssd kaap1ssa

IAA:n, NAA:n ja kinetiinin sekd muiden kasvuhormonien ja sytokiniinien

kunkin kasvilajin rav1nt01ustan kohdalla.

Lopuksi punnitaan orgaaniset aineet, esim. sokeri, myo-inositol, kaseiini
Ja agar joka karta erikseen ja lisdtddn veteen liuotettuina. Aineet 1iuo-
tetaan:kiehauttamalla pienessd vesimddrissi.

Kasetini sakkautuu, jos sen vesiliuos sekoitetaan kylmiin Tiuoksiin.
Siksi kaseiiniliuos 1isdtddn viimeksi huoneenlampdiseen ravintoaineliuok-
seen. '

Ravintoalustan pH mitataan ja korjataan pH 5,7-5,8:an joko HC1 tai NaOH:
1la. Tavallisesti on emdslisdys, siis NaOH tarpeen. Tahdn tarkoitukseen
sopiva 0,5 M NaOH-Tiuos saadaan sekoittamalla 20 g NaOH/1 vetta.

Taman jdlkeen ravintoalusta autoklavisoidaan. Mdard tarkistetaan autok]a—
visoinnin jdlkeen ja kaadetaan kuumana desinfioituihin (3 t, +140 °C 1am-
pokaapissa) kasvatusastioihin. Ravintoalusta voidaan myds kaataa ensin
kasvatdsastioihin Ja sitten autoklavisoida 1 atm 20 min.

Joskus on syyté'tarkistaa pH myos autoklavisoinnin jdlkeen. Joillekin kas-

veille (hede]mépudt) voi MnSO4 4H O:n magrd olla liian suuri. Juurteh

c. Kookosmaitouute

Kookosmaitouute valmistetaan seuraavasti:

Kookosmaito otetaan vield raaoista, vihreisti kookospahkinbisté ja siivi-
16idddn tihedn kankaan 1dpi. Sentrifugoimalla maidosta voidaan poistaa
epdpuhtauksia. Kookosmaito sdilytetddn esim. 50 tai. 100 m1 annoksiin pu110—

Jos saatavilla on vain tdysin kypsid kookospahkingitd, valmistetaan uute
niistd seuraavasti: valkoinen hedelmdliha irroitetaan pahkinoista ja jadhe_
taan hienoksi. Massaan lisdtddn vettd 2 ml yht§ qrammaa kohti. Seos puriste-
taan siivildkankaan ldvitse ja jdtetddn seisomaan pariksi tunniksi, jotta
rasva erottuisi. Rasvakerros kuoritaan nesteen pddlti pois ja neste sentri-
fugoidaan viimeistenkin rasvahiukkasten poistamiseksi. Sentrifugoinnin
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Jjdlkeen sakka heitetddn pois ja uuteneste sdilytetddn syvdjdddytettynd.

d. Manéika11e‘k§ytetyt alustat

Mansikan perusalusta M 1

MS-atlustan perusliuoksista otetaan:
_ ' 1 1 alustaa
pddravinteet ~ 100 ml

A

B rauta ' , 100 m1
C hivenaineet | | _ 10 ml
D vitamiinit : 10 ml
ja erikseen punnittavat aineet, ei sakkaroosia 100 mg
IBA (indolylvoihappo) (perusliuoksesta 50 mg/500 m1) = 10-20 ml
tai IAA ' '

glukoosi ‘ , 40 g

I alusta voidaan kdyttdd agarilla hyyteloitynd tai nestemdisend, jolloin
kasvusolukko sijoitetaan alustaan taivutetulle ja sil1ld kyllastetylle |
imupaperille. Alustaan voidaan 1isdtd haluttaessa 100 ml kookosmaito-
uutetta alkukasvun edistamiseksi. Kookosmaitouutteen valmistusohje s. 34.

Mansikan kasvusolukot saattavat kasvattaa myds juuret td11d alustalla,
mutta pienet versot on siirrettdvd 4 viikon vdliajoin uudelle alustalle,
kunnes ovat riittdvan suuria siirrettsvaksi multaan kasvamaan.

Mansikan Tisdysalusta M 2

Kasvusolukot siirretddn aluksi kasvamaan mansikan pefusalusta]]e MT.
Kun pienet versot (2-4 viikkoa), ne siirretdan lisdysalustalle M 2.

Alusta M 2:n koostumus:

MS-alustan perusliuoksista otetaan: S
‘ 1 Titraan ravinto-

alustaa
A pddravinteet | o - 100 ml
B rauta : | ‘ | a 100 ml
C hivenaineet , ' o 10 .m1
D vitamiinit C 4 10 ml

ja erikseen punnittavat aineet, ei kuitenkaan sakkaroosia

sekd seuraavat aineet



36

FIBA (indolylvoihappo) - 4 Lo 10 ml

I BAP (bentsylaminopuriini) o 10 m1 (10-20)
H gibberelliinihappo - 5 ml
glukoosi ' . 30-40 g
agar : - o . 5-6 g

M 2-alustallamansikat muodostavat runsaasti versoja niin ettd alkuperdi-
©sen pienen»verson ymparille kehittyy pensasmainen versoryhmd. Namd ver-
soryhmdt voidaan jakaa veitselld steriilisti ja siirtdd edelleen jakau-
tumaan M 2-alustalle, jolla mansikat eivat muodosta’j@uria.

Silloin kun halutaan- juurellisia kasveja, on toisistaan irroitetut ver-
sot siirrettdvd kasvamaan M l1-alustalle, jossa n11sta kehittyy valmiit
kasvit, Jotka voidaan siirtdd multaan kasvamaan. '

Mansikan 1lisdys meristeemeistd voidaan siten toteuttaé-néité kahta M 1
ja M 2-alustaa kdyttamaild.
e. Herukoille ja karviaiselle kdytetyt alustat

muunnosta Murashige-Skoog - alustasta hieman muutettuina.

Kasvusolukot s11rretaan ensin kasvamaan alusta H 1:17e ja kun kasvuso]uk-
ko on kasvanut p1eneks1 versoksi, se siirretddn alusta H 2: ]1e

Alusta H 1

MS-alustan perusliuoksista otetaan:

yhteen 1litraan
A ravintoalustaa

A pddravinteet : | - f' 100 ml
B rauta . ‘ o ) : 100 m1
C hivenaineet , E : : 10 ml
D vitamiinit o | o , 10 ml

erikseen punnittavat aineet
sekd seuraavat aineet:

glukoosi tai sakkaroosi : 20 g
K NAA . . 5-10 ml
(kookosmaitouutetta | - 100 m1)
H gibberelliinihappo - 5-10 ml -

I BAP o A ‘ 10-20 ml



Alusta H 2

MS-alustan perusliuoksista otetaan:

A
B
C
D

sekd erikseen punnittavat aineet ja seuraavat hormonit:

F
I

padravinteet
rauta
hivenaineet
vitamiinit

IBA
BAP

glukoosi tai sakkaroosi

(kookosmaitoa
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Yhteen 1litraan
ravintoalustaa

100 ml
100 ml
10 m1
10 ml

‘10 ml

2 ml
30 g
50 ml)

Alusta H 2:11a kasvusolukoita siirretdin noin 4 viikon Vé]ein uudelTe

H 2 alustalle, kunnes kasvit ovat kehittyneet mu]taanzsiirrettévéksi S0-

pivaan kokoon.

f.

Vadelmalle kdytetyt alustat

Kasvuso]ukot s11rret§§n aluksi kasvamaan herukka-alustalle V 1, jolta

ne siirretddn vield kerran V 1 ja juurtumaan vadelma-alustalle V 2:1Te,

Joiden suolapitoisuudet ovat alhaisempia kuin Murashige-Skoog-alustan.

Alusta V1

MS-alustan perusliuoksista otetaan:

A
B
C
D

sekd erikseen punnittavat aineet ja seuraavat hormonit:

I

- F

pddravinteet
rauta
hivenaineet
vitamiinit

BAP
IBA

Yhteen litraan
ravintoalustaa

25 mil
25 ml
7,5 ml
7,5 ml

20 ml
1 ml
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V2 kuten V]¢ mutta kasvuhormoneista otetaan vain seuraavaa:
FIBA . o 3-5 ml

VadeImilla on jﬁurten muodostuminen heikkoa, ja joé niitd ei muodostu
ollenkaan, voidaan versot juurruttaa sumutuksessa turve—hiekkaseokseen

g. Omenapuulle kdytetyt alustat

Meristeemi siirretdin alustalle OI

0I A =100 ml/1 1
B = 100 ml
C= 10 ml
.D=

10 ml

ja erikseen punnittavat aineet MS-alustan mukaisesti sekd _
- 1 BAP ~ 10 ml

gibberelliini _ _ _ 2 ml
NAA 1.ml
IT alusta
A =100 ml
B = 100 ml-
C= 10 ml
D= 10 ml
ja erikseen punnittavat MS-alustan aineet- :
1 BAP . 4 | 20 ml

III juurtumisalusta

50 m1/1 1

A =
B= 50mi/11
C= 10ml/11
D= 10ml/11 .
ja erikseen punnittavat MS-alustan aineet seki _
F IBA : 2-25 ml
phloroglucin ‘ 162 mg/1

(aktiivihiili 20 g/1 haluttaessa, sopii joi]]ekiﬁ']ajikkei11e)
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Jos kasvu on hidasta vo1daan pienid versoja s11rtaa 2-3 kertaa 4 viikon
vdliajoin aina uudelle II alustalle. Td11Gin saadaan muodostumaan versoga
runsaammin. Juurten muodostumista saattaa edistds versojen p1tam1nen
pimeaééa 5-6 vrk:n ajan II alustalla, juuri ennen s11rtoa IIT-alustalle.

F]orog]usiini (phloroglucin) on omenapuun Juurissa es11ntyva aine, -ja se
on era1den tutkijoiden mukaan ed1stanyt huomattavasti juurten muodostu-
m1sta I-alustassa sitd ei sovi- kdyttdd. Juurten: muodostum1sta voidaan
ed1staa kastamalla juurettomien versojen paat IBA-Tiuokseen ennen siirta-
, m1sta kasvuhormonittomalle a]usta]]e ‘ '

h. ~Krysanfeem111e>ja neilikalle kdytetyt alustat

K I-d]usta

Perusliuoksista

A= 100 ml/1

B=.100 "

C= 10
D= 10 "

Ja erikseenfpuﬁnittavét aineet sekd

K NAA R N
G kinetiini o S 5.ml
K II .VerSOJén kasvu- ja 1iséysa1usta

Kuten a]ﬁsta I, mutta _ v S

G kinetiini. . e . . 20m
K NAAS | : T 1w
K III" Juurtumisalusta B

Muutoin kuten alusta I, mutta kaikki kasvuhormonit'pﬁis.

Sekd ne111kan etta krysanteem1n mer1steem1t ovat kasvaneet ja mon1stuneet
hyvin na111a a]usto111a

i. vPe1argon111e kaytefty aiusta

MS—perusiiuoksista'
A =100ml/1 1



B = 100 m1/1 1
C= 10-"-
D= 10-"-

erikseen punnittavat aineet sekd

- kookosmaitoa 150 m1
G kinetiini ' ‘ 100-m1
K NAA . ' 10 m1

Pelargonin meristeemit ovat kasvaneet ja monistuneet samalla alustalla.
j. Begonille kaytetyt alustat

B I MS perusliuoksista

A =100 ml/T 1

B =100 ml/1 1

C= 10ml/11

D= 10ml/T11
punnittavat aineet sekd :
I BAP B 2,5 ml = 0,25 mg/1
K NAA | 5,0ml = 0,5
(H, gibberelliini ' ‘ - 5,0ml = 0,5 ")

IIT Juurtumisalusta
Kuten edelld, mutta ilman BAP:ia ja gibberelliinid. -

risteemin -kasvatusta. Begonin I alustassa on kdytetty usein myds kookos-
maitoa (50-100 m1/1) tai koivunmahlaa (100 m1/1).

k. - Sipulille kdytetyt alustat

Sopii esim. freesian ja ryvdssipulin kasvupisteille.

S I MS-a]ustén perus]fuoksista:

A = 100 mi/1
B =100 "
c= 10 "
D= 20 "

a0
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Liséksi erikseen punnittavat aineet (sakkafoosi:BO g)[
I. BAP o . 20m
K~ NAA > : . 5 ml-

‘ S1pu11n mer1steeme1sta kasvaneet versot siirretdan v1e]a kerran ta1 kaksi
’ta]]e a]usta]]e ja 1opuks1 Juurtum1sa1usta1]e '

s IIT . MS-a1ustan perus]1uoks1sta

A =100 ml/1 1
B =100 -"-
c= 10 -"-
p="20 -"- o
‘ja erikseen punnittavat aineet (sakkaroosi 30 g) sekd
(I 'BAP 5 ml

K NAA | | 3ml

‘Sekd S I ettd S II alustat olleet ilman agaria ja sipulin meristeehi on
vsjirrétty imupaperille. ‘
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5. Kalluskasvatukset ja niille sopivat alustat
a. Kallussolukkoviljelman aloitus 3

Kalluskasvatus voidaan aloittaa kasvin eri osista esim. versoista, sil-
muista, juuren pddstd, mukuloista, hedelmistd. Kallus alkaa kasvaa hy-
vin myos varren palasesta. Kasvin varresta leikataan esim. 2 cm pitui-
-sia pdtkia, jotka steriloidaan tavalliseen tapaan hypokloriitissa ja
huuhdellaan huoleliisesti steriililld vedellda. Taman jdlkeen leikataan
(kts. kuva 5L) veitselld suorakaiteen mukaisesti viillot varren kuoreen.
Pinsetei11d ‘ja veitselld auttaen vedetiddn 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 kantasolukos-
ta ja kasvattaa itsendisend seumavalla alustalla. Kallusolukon alkukasvu
onnistuu myds pimedssa.

Neilikasta on saatu terveitd kasveja mySs kallussolukkoviljelyn kautta.
Kallusviljelms on t&116in aloitettu meristeemistd, jota on haavoitettu
veitselld kallussolukon kasvun kiihoittamiseksi.

b. Kallussolukolle sopivat alustat

MS-alusta sopii hyvin kai]uksen kasvatukseen. Sen ohella kallusta voi-
daan kasvattaa myds Gamborgin kehittdmd114d B5-alustalla, jolla voidaan
kasvattaa myos meristeemejd ja muita solukoita. BS-a]usta on laadittu

soveltumaan monille sekd yksi- ettd kaksisirkkaisille kasvilajeille ja

havupuille. Taulukossa 3.on esitetty B5-alustan koostumusta.

Ensimmdisessi alustassa, jolle kantasolukkopala on siirretty, on oltava
runsas mddrd auksiinia. Tupakan solukoille on sopinut IAA, yksisirkkai-
sille kasveille, esim. heinille 2-4 D (dikloorifenoksietikkahappo) on.parhain
(2-20 mg/1). Monille puuvartisille pensaille, esim. mustaherukka, ruusu,
sekd lehtipuille, esim. haapa, on NAA aiheuttanut hyvdn kallussolukon

kasvun. Mytds IBA:ta on kdytetty joillakinkasvilajeille. Kookosmaidolla-

kin on kalluksen kasvua edistdva vaikutus.



Taulukko 3. B5-alustan koostumus.

Pddravinteet mg/1 ravintoalusta
KNO, 2500
CaC]2 . 2H20 o 150
MgSO4 . 7H20 250
(NHy) S0, . 134
NaHZPO4 . HZO ' 150
Hivenaineet

KJ 0.75
H3BO, 3.0
MnSO4 . H20 10.0
S0, - 7H,0 2.0
Na,Mo0, - 2H20 . . 05
CuSO4 . 5H20 . , : 0.025
C0C12 . 6H20 S 0.02?
Fe-Na-EDTA ' ' , - 43.0

Vitamiinitija hormonit

Myo-inosito] 100.0
Nikotiinihappo, B] vitamiini 1.0
Pyridoksiini - HCI 1.0
Tiamiini - HC1 10.0
Kinetiini : 0.1 Kalluskasvatuksia

24D 0,1 - 2.0 Varten 7
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. Seuraava11é'alnsta11a (MS tai BS-a]uSta); tarvitéah auksiinin lisdksi
ﬁvp1en1méirésytok1n11n1a Jos'taas haTutaan Saada ka]]ussolukko eri]ais-

siinin madra. 2-4 D ei volda ta]]oln kayttaa, si114 sil1d on ehkdisevd
vaikutus erilaistumiseen. Kinetiihi, BAP ja zeatiini_0vat;y1eisimmin kdy-
tettyjd sytokiniineja. . ' B

“Kallussolukon erilaistuminen ei ole onnistunut kaikf]]a_kasvi]ajei]]a.
Esim. seuraavilla kasveilla on kallus erilaistunut: tupakka, porkkana,
'poppe]i, sitruunapUu, kahvipensas,vValkosipuli, neiiikka,'erﬁét he1nékasvit.

‘Es1merkk1na ma1n1ttakoon etta Petru Ja Landa n koke1ssa neilikan ka]]usso¥
Tukko on er1]a1stunut verso1ks1 MS- a]usta]]a Jossa 011 TAA: ta 4 mg/1 ja ki-
‘net11n1a 2 5 mg/1 Juurten muodostum1nen a1ko1 MS- a]usta]]a -jossa 011 NAA

" 0.25 mg/] ja k1net11n1 0. 5 mg/] B '
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6- Solukkoviljelysten kasvuolosuhteet

SoTukkojen kasvatukseen sopii siistipintainen, helposti puhdistettavissa
oleva laboratoriohuone, jossa ei ole liian paljon epdpuhtauksia tuoyia ikku-
noita ja ovia. Kasvatukset sijoitetaan hyl1lyille lamppujen alle.

Lampo

Solukkoja kasvatetaan + 18-28 °¢ valisissd lampotiloissa. Eri kasvilajien
solukoilla on hieman erilaiset lampotitavaatimukset, Joskaan niitd kaikkia
ei vield tunneta.

Esimerkkeind mainittakoon:

Mansikan ja perunan meristeemisolukot ovat kasvaneet hyvin + 25 % lampoti-

- lassa, herukan ja vadelman kasvusolukot ovat myds kasvaneet + 20-25 °C ldm-
potilassa. Erdiden sipulikasvien kasvusolukot ovat kasvaneet parhaiten + 12-
15 9C vilisissd ldmpdtiloissa. Jos ei ole tietoa késvuso]ukon Tampotilavaati-
muksista on paras alkaa kasvatus + 20-22 °C ldmpotilassa.

Valo

Useimpien kasvien soiukot kasvavat parhaiten 16 tunnin pituisessa paivissid.

Valoisuuden sopiva madd on 3000-6000 luksia. Flora Lux-= ja Kirkas Valkea-
_ lamppujen yhdistelmi on ollut sopiva kasvusolukoille.

Valomdard voi alussa olla pieni 3000 luxia ja sen mddrii 1isitiin versojen
‘kasvaessa. Juurten muodostumista voi edistad 2-4 vrk:n pimed jakso.



7. Solukoista saatujen kasvien kasvatus

Solukosta késvanutta pientd kasvia kasvatetaan aluksi huoneessa, jonka olo-
'suhteet vastaavat koeputkessa olevien solukkokasvatusten olosuhteita. Myo-
hemnin kaSvi siirretééh hyonteistiiviiseen kasvihuoneeseen, kasville mahdol-
Tisimman suotuisiin oloihin. Talvilepoa tarvitseville kaévei]]e jarjestetddn
3-4 kuukauden ajaksi viilednd 0-6 °C pysyva kasvihuoneen osa.

Koska erdit virukset saattavat ldmpokdsittelyistd huolimatta pysyd kasveissa,
Jjopa kasvuso1ukoissakin, on kasvuso]ukoista.kasvateftujen kasvien terveys
varmennettava testauksin. Virustestauksia tehdidn monin eri menetelmin eli
serologisin, lehti- ja testikasvitestauksin, elektronimikroskoopin avulla se-
- kd virusten kasveihin aiheuttamien muutoksien toteuttamisen perusteella.
Terveystarkastuksia ei tule tehdd kovin nuorista kasveista, joissa virusvake-
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vyys voi olla vield niin vdhdinen, ettei se tule esille testauksissa. Vasta o

3-6 kk:n ikdisid kasveja, tietenkin kasvilajista riippuen, voidaan testata.
Testaukset on erdilld kasveilla uusittava 1-2 kertaa siten, etti testit teh-
dddn eri vuodenaikoina. '

Erdiden virustautien toteamiseksi ei ole tidysin luotettavia menetelmid, mut-
ta niiden oireet fséntékasvissa voivat olla riittavin selvdt virustaudin tote-
amiseksi. Tdmankin vuoksi kasvusolukoista kasVatettuja kasveja on pidettdvd .
niille sopivissa oloissa ja tarkkailun alaisena 1-2 vuoden ajan, ennen kuin

ne luovutetaan Tisdttaviksi.

Kasvien aitous on tarkistettava. Maatalouden tutkimuskeskuksen puutarhan-
tutkimuslaitos suorittaa tarvittavan,aitoustestauksen. Sitd varten kasvate-
taan osa ydinkasveista kukinta--ja hedelmdvaiheeseen asti ennen kuin niisti
-annetaan aineistoa viljelijdille. ‘
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1T Tautitestaukset
1. Y]eisté“,f

Taud1na1heutta31a, Jotka ku]keutuvat kasvu]11sen ]1saysa1ne1ston mukana
Ja Jo1den po1stam1seen terveta1m1to1m1nta pyrkii, ovat

bakteerit '

virukset

viroidit

mykoplasmat

-kﬁkeftSiat

Bakteerlen aiheuttamia tauteJa es11ntyy me111a perunassa ja era1ssa koriste-
kasveissa es1m begonissa ja kukkas1pu1e1ssa Bakteer1taud1t a1heuttavat

. monenlaisia oireita kasveihin. Lehdissd ne a1heuttavat erilaisia laikkuja.

Usein 1a1kut ovat rasvaisen tai vetisen nakoisia. Muku1o1ssa ja kukkas1pu—
leissa ne. a1heuttavat p1]aantum1sta matamdistd pehmenem1sta

Békteeritautien toteamiseksi meilld ei o]e kéytettévissa tehokkaita menetel-
mid. Serologiset menete]mat, joita selostetaan myohemn1n, Tienevdt nopeim-
pia. Kuitenkin 1ampokas1tte]y, joka annetaan yd1nkasv1ehdokka1]1e, vaikuttaa
‘joko~ehka1sevast1 bakteerien kasvuun, niin etti meristeemit ovat puhtaita tai
to1saa1ta bakteeritauti saattaa tulla s11m1nhava1ttavaks1 korkeassa Tampoti-
1assa kasvavassa kasvissa. Bakteeritartunta tu]ee‘11m1.v11me1staan s11na
va1heessa, kun kantasolukko on‘siirretty ravintoa]uétaT]e Use1mmat baktee-
vr1t kasvavat solukkojen rav1ntoa1usto111a ja tu]evat siini es111e ja ne tu-
hoavat so]ukkopa]an ' '

Mykoplasmat ja rikettsiat ovat bakteere1ta p1enemp1a mutta V1ruks1a suurem- |
p1a Jja rakenteeltaan viruksia monimutkaisempia. Nii11d on va1hte1eva muoto
.Ja solukalvo. Myos mykoplasmat ja spiroplasmat vojdaan.poistaa 13mp6k§sitte—
- 1y11d ja meristeemikasvatuksilla. "Niihin téhoavat myds antibiootit. Niiden
esiintyminen kasVissa todetaan samoilla meneteimillé'kuin virustautienkin.

roivastd va]kuajskuoresta. V1ro1d1t ovat muutoin virusten kaltaisia, mutta
niiltd puuttuu valkuaiskuori. Sifeh ne ovat kaikkein pienimpid taudinaiheut-
tajia. Viroidien esiintyminen kasvissa todetaan testikaévien tai kemialTis-
ten menetelmien avulla. VViroidien.aiheuttamia tauteja tUnnetaan vain muuta-
‘mia.

Virukset, viroidit, mykoplasmat ja rikettsiat aiheuttavat kaikki samantapai-
sia oireita} Lehdissd esiintyy keTtakirjavuutta, joko laikkuina, pisteind
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_tai;juovihé 1éht11avassa tai subnié'seuhaavéna'keJtaisuutena. Kurttuisuut-

' ta, kupruilua ja lehtien epamuotoisuutta voi ilmetd. Puiden rungot vddntyi-
levdt, niissH:Voi o11a-paksunndksié,'uurteita ja kuoppia. K%tukasvuiéuus
on‘fyypillistévseké virus-,'viroidi—, ettd mykoplasma- ja‘rikettsia- taudeil-
le. Kaikki aiheuttavat myds keltakirjavuutta lehtiin.

Yd1nta1m1en tuottamisessa on paaas1a, ettd kaikki mahdo111set virus-, viroi-
di-, mykoplasma- ja rikettsia- taudit tulevat poistetuiksi ydinkasveista.

' Sens1Jaan taudinaiheuttajan mddritys ei o]e valttamdtontd. Koska erddt v1ruk—
set ja v1ro1d1t kestdvdt: 1ampokas1tte1yn Jja voivat esiintyd myos meristeemi -

' solukoissa, on yd1nkasv1t testattava huo1e111sest1 ennen kuin n11ta kdytetddn

‘ 11saykseen

Virustautién totéamiseksi kasveissa on olemassa useita -menetelmid, jotka
a1nak1n osittain sop1vat myos viroidi-, mykop]asma- Jja r1ketts1a taut1en ‘
toteam1seen Tarke1mmat menetelmdt ovat seuraavat

kasv1n taud1nkuva, kasv1ssa es11ntyvat o1reet
'test1- eli 11ma1s1nkasv1t ‘
Serolog1set menete]mat

e]ektron1m1kroskop1a,‘

:,kemia11iset menete]mﬁt.

Monest1 taut1o1reet tulevat esille yd1nkasv1ehdokkaassa sitd sopivissa olo-
suhteissa kasvatettaessa Esim. erddt maalevintdiset v1rukset aiheuttavat
oireita heruko1ssa vain kerran - tavallisesti nuorten pisfokaStaimien kasvun
é]kuvéiheissa Virusten a1heuttam1en o1re1den 11menem1sta ed1staa kohtuul-
linen va1a1stus, kevaa]]a ja alkukesd1ld. kaSV1huone on varJostettava, 1ampo~
tila ei saa olla liian korkea, alle + 25 C Erdiden- Tamppujen, esim. Hg-
1amppu3en sisdltdma u1trav1o1ett1va10 voi ha1tata o1re1den ilmenemistd. Me-
r1steem1sta kasvatettuaa yd1nkasve3a on tarkka11tava n1temman a1kaa, silla:

..........

tyakseen niin pa1Jon, etta se ajheuttaa oireita.
Test1- eli 1]maisinkasvit

Monet virukset a1heuttavat vain hyv1n he1kk03a Ja va1keast1 hava1ttav1a

o1re1ta tai mybhaén ilmaantuvia oireita 1santakasv1ssaan Sop1vassa testi-
kasvissa oireet vo1vat 11maantua selvind tai lyhyessa ajassa. Esim. monet
omenapuun Ja mans1kan V1rukset ovat p111ev1a.ta1vahao1re1s1a, ‘'sadon a]ennus
voi olla ainoa oire. Tdllaiset virukset todetaan s11rtama11a ne herkkaan tes- .

t1kasv1jn.- Myos v1ro1d1t mykon1asmat Jja r1ketts1atvo1daan todeta test1kasv1—
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én.avu11a.

TéstikésVeihin.taudinaiheuttaja voidaan siirtdd eri tavoin. Virukset
,'ja'mkaplasmat, jotka eiv&t siirry‘kasvimthssa »voidaan siirtﬁé testikas-

V1sta

Monet v1rukset Jja v1ro1d1t s11rtyvat kasv1mehussa 'Silloin siirto testikas-
viin voidaan tehdd pur1stama11a testattavan kasvin lehdistd mehua, jota
sivellddn esim. pumpu1jpaise11a tikulla testikasvin lehdille. 'Lehtien haa-
vautumiseksd on hyvd niille rﬁpoite11a esim. 'hiomajauhetta (carporundum,
;-karkeuéaste 600). Viruksen sdilyvyyttd kasv1mehussa edistdd mehuun lisatty

'puskurineste Es1m herukalle voidaan kayttaa 2 % n1kot11n1'(emas) pusku-
ria. Tava111s1mp1en puskur111uosten resept1t ovat Tiitteend 1opussa

'SerO]og1set’menete1m5t

Monia viruksia‘vdidaan siirtdd viroottisen kasvin lehdistd puritetussa>mehussa
- kasvista toiseen. Nimd v1rukset vo1daan myos puhd1staa kasvin mehusta pois-
tamalla mehusta kasvin aineosat. Jos tdllaista puhdistettua virusta ruisku-
tetaan kaniinin vereen, vereen muodostuu virukselle vasta -aineita. Tdllaisen
‘kan11n1n veren seerum1a vo1daan kdyttdd k.o. viruksen toteam1seen -Jos vi-.
rustaut1sen kasv1n mehua ja seerum1a sekoitetaan keskenaan, v1rus Ja seeru-
missa o]eva vasta -aine muodostavat sakan, joka on nahtav1ssa s11mavara1sest1—
kin. '

Seerumitestausmenete1mié on monenlaisia. Kiyttokelpoisimpia bvat kaksois-
'diffuusiotesti ja ELISA-testi. : . : C

Kaksoisdiffuusiotésti voidaan tehdd esim: seuraavasti:

Petrimaljaan va]etaan 3-4 mm paksuinen vesi agar-kerrods. Agariin tehdddn ‘
korkkiporalla kolot, esim. antiseerumia varten keske]]e ja sen ympdrille’ ko]ot
| virusndytteitd varten. (Kts kuva 6 ). Sekd virus ettd antiseerumi imeyty- -
vat hitaasti agariin ja kohdatessaan oikean viruksen antiseerumi muodostaa
sen kanssa sakkautuman,. Jjoka ndkyy agarissa vaaleana viiruna. Koska viirun
muodostumiseen voi kulua pari- pa1vaa aikaa, on agar11n hyvd 1isdtd bakteer1en
kasvua ehka1sevaa natr1um -azidea (Na N3 ). Agar-seos.on siis 1 g bactoagaria
+ 100 ml pugkuro1tua suo1a]1uosta (0.85 % NaCl + 100 m]- PH 7 omaavaa fos-
faattipuskuria). ' Hiukan jéﬁhtyneeseen agar11n 11sataan 0.02 ¢ natr1umaz1dea
-Ant1seerume1ta voi tavallisesti 1a1mentaa Jonkun verran (1:4 tai 1:8), sa-

mo1n ‘myos v1rusp1to1sta kasv1mehua

ELISA-tésti vaatii jdnkun verran enemnén 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 erittﬁin herkkd, silld woidaan todeta virus jopa
yhdestd levittdjadkirvasta. Elisa-testi perustuu siihen, ettd viruksen
vasta-aine seerumissa leimataan entsyymilld, jonka ldsndolo taas todetaan
siihen kiinnittyvalld vdriaineella. Viruksen esiintyminen todetaan siten
varin meutoksena, keltaisena varini. '

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

Elektronimikroskopia

Lapivalaisu- eli transmission elektronimikroskoopinavulla voidaan tarkas-
tella virushiukkasia, mykoplasmoja, rikettsioita ja jopa pelkkid nukleiini-
happoja, siis myos viroideja.

Tdssd voidaan kdyttda kahta meretelmdd. Viroottisen kasvin mehua voidaan
siirtdd sellaisenaan viarjaysaineeseen hilalle, kuparilankaritildlle, jonka
paalld on ohut muovikalvo. Hilalla oleva vdrjdtty mehupisara katsotaan
elektronimikroskoopissa. Tdma ns. kastomenetelmd on erittdin nopea ja help-
po.suorittaa. Erittdin hyvd esim. sipulin virusten toteamiseen, joiden tes-
taus on testikasvien avulla hidasta. -

Kastomenetelmdal1d voidaan varmimmin todeta vain sauva- ja lankamaiset virué—
hiukkaset. Pydredt pallomaiset virukset olisi ensin puhdistettava kasvin ai-
neosista, jotta ne tulisivat selvind esille. .

Toinen tapa on valmistaa jostain kasvinosasta, esim. lehdestd ohut Teike.
Lehdestd leikataan pienid 2 x 3-4 mm kokoisia palasia, jotka kdsitelldan
kemikaaleilla, palasten ymparille valetaan muovikerros ja ultramikrotomilla
leikataan ohuita leikkeitd. Lehtileikkeitd voidaan tarkastella Tdpivalaisu-
mikroskoopissa. Talloin ndhddan solun osat ja missa virushiukkaset sijait-
sevat. Tamd menetelmd on hitaampi ja kalliimpi kuin kastomenetelmad.

Kemialliset menetelmdt

Erdiden kasvien viruksen tai mykoplasman infektoima solukko reagoi vériai-‘
neisiin niin voimakkaasti, ettd virustartunta voidaan todeta variaineilla.
Myos viruksen kemiallisten ominaisuuksien avulla voidaan todeta virusinfek-
tio. Kemiallisin keinoin voidaan todeta esim. omenapuun puuosan varjdyty-
misestd erds mykoP]asmainfektio. '

Kemiallisia menetelmid voidaan kdyttdd vain harvojen virus-, mykoplasma-

tai viroidilajien kohdalla.
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2. Tautitestaukset kasyilajeittain

a. Mansikka

Useimmat mansikan virukset, Tukuunottamatta 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 kansainvdlisia:

EMK Englannista perdisin oleva F. vesca-klooni, joka on altis monille
viruksille, esim. ldikkda-, kurttu-, suoninauha- ja latentti-C -
viruksille. '

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

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

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

U.C.]O on F. virginiana-klooni, joka on herkkd suoninauha-, keltalaita-,
kurttu-, latentti-C ja erdille maalevintdisille viruksille.

Herkimmiksi meilld ovat osoittautuneet EMK ja Fv-72. ‘

Testaus on tehty lehtiymppiyksend. Testattavan kasvin lehden keskilehdykka
irroitetaan ja 1ehdykén.ruot1 leikataan kiilamaiseksi. Testikasvin keski-
lehdykkd leikataan pois ja lehtiruotia halkaistaan niin, ettd kiilamaiseksi
Jeikattu testattavan kasvin lehdykkd sopii halkaistuun lehtiruotiin. Leh-
dykkd kiinnitetddn parafiinikalvolla tiiviisti paikalleen. Lehdykén lehti-
lavasta leikataan puolet pois haihdunnan vahentdmiseksi. Lisdksi testikas-
vit pidetddn muoviteltan alla. (Kuva 7). Jokaiseen testikasviin tehddan

2-3 lehdykkaymppdystd ja kaikki muut lehdet paitsi ympdtyt poistetaan. Leh-
tien poisto edistdd oireiden ilmaantumista. Kun uudet lehdet kasvavat esil-
le, on niissd virusoireet pian ndhtdyissd. Koko testi vie noin 6-8 viikkoa
aikaa. ' '

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

Maalevintdisten virusten ldsndolo voidaan todeta varmimmin tekemd11d mehu-



56

KUVA 7. Mansikan lehdykkiymppiys

' Testattavah‘kasvin lehti : . Tegtikasvi

o KUVA 8. Herukka- ja vadelmaymppays
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siirto. Testattavan mansikan lehdet jauhetaan hienoksi 0,2 molaarisen
fosfaattipuskurin, pH 7,2 kanssa ja mehulla hierotaan testikasyien lehtii.
Sopivia testikasveja ovat Chenopodium amarathicolor, C. quinoa, Nicotiana
tabacum ja Petunia hybrida. '

b. Herukat ja karviainen

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

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

se on sopiva testikasvi. Jonkheer van Tets-punaherukkalajikkeen siemen-
kasvit osoittavat selvésti su6n1k1oroosiviruksen. Ndiden koTmen testi-
kasvilajikkeen 1isdksi Kasvitautien tutkimuslaitoksella on kiytetty testi-
kasvina Kaunisrannan punainen-nimisen karv1a1s]a31kkeen s1emenkasve3a, jot-
ka ovat herkkia suon1k1oroos1v1rukse11e

Mehu- ja maalevintdisia viruksia esiintyy herukoissa. Ne voidaan todeta.
samoissa testikasveissa kuin mansikan maalevintdiset virukset. Fosfaatti-
puskurin asemesta on pakasta Tisdtd lehdistd mehua puserrettaessa niihin

2 % nikoti{nia. Testi onnistuu vain kdyttdmalld mehuksi nuoria Tehtid ja
varjostamalla testikasvit, jotka on myGs pidettdvd viiledssd, alle + 25 o
lampotilassa.

Virustestaus Baldwin, Amos Black ja siemenkasvitestauksiin 5uor1tetaah

testikasviin. Ymppdys onnistuu hyvin oheisen kuvan 8 mukaisesti tehtynd.
Ympdtyn oksan pdd pannaan pieneen vesiputkeen haihdunnan vahentdmiseksi.

Herukoiden'ja karviaisen testaus vie pitkdn ajan, silld oireet ilmaantuvat
useimmiten vasta seuraavana vuonna. Testikasvit. on siksi talvehdittava
viiledssi kasvihuoneessa. Lepokauden jdlkeen ilmaantuvat oireet, jotka
kuitenkin saattavat myGhemmin kesd11d haviti.

c. Vadelma ja mesivadelma

Vadelmassa ja todenndkdisesti myds mesivadelmassa esiintyy hyvin monenlai- .
sia virustauteja, joiden testaamiseen voidaan kdyttdi hyvinkin erilaisia
testikasveja. Pelkdn virustaudin osoittamiseen ilman viruslajin méar1tys;
td riittdvdt muutamat testikasvilajit. Kasvitautien tutkimuslaitoksella

on kdytetty seuraavia testikasveja vadelman ja'mesivade]mantvirustestauk—'

siin: Rubus idaeus: lajikkeet Lloyd George, Norfolk Giant, Preussen, R.



occidentalis, Tisdksi myds R. henryi. Tdrked on R. occidentalis. Néamd
testikasvit ovat herkkid yleisimmille vadelman viruksille. Edelld mai-
nittujen 1isdksi voidaan kdyttdd R. idaeuksen lajikkeiden Malling Land-
mark ja Baumforth™in B siemenkasveja.

Virustestaus ndihin testikasveihin tehdddn ymppdamdlld testattavan kasvin
oksa testikasviin samalla tavoin kuin herukallakin. Testikasveja on pi- .
dettﬁvahtarkkailtavina noin vuoden ajan, koska useat taudit tulevat esil-
le vasta talvehtimisen- jalkeen.

Vadelmassa esiintyy samoja maalevintdisd viruksia kuin mansikassa ja heru-
koissa ja testikasvit ovat siten samat. Puskurina on paras kdyttdd 2 %
nikotiinia tai muita pH:ta kohottavia puskureita. Testikasvit on pidettd-
vd yon yli pimedssa ennen ja jdlkeen inokulointia ja viiledhkossd, + 16-22
C huoneessa senjdlkeen. Kesd1ld testikasvien pitdminen varjossa on vdltta-
matontd. Testaus tehdéén vadelman nuorista lehdistd kasvukauden alussa.

d. Omena

Omenapuissa esiﬁntyy hyvin monia virustauteja, joiden esiintyminen tode-
taan testauksissa Malus-lajeja ja lajikkeita kayttaen. Kansainvalisen
puutarhaseuran (ISHS) hedelmdvirustydryhmd on yhtendistényt hedelmapui-
den virustestausta ja heiddn suosituksensa mukaan omenapuiden testaukseen
kdytetddn seuraavia useille viruksille alttiita kasveja: Malus pumila:
lajikkeet Cox Orange Pippin, Lord Lambourne ja Gravenstein, M. platycarpa,
Vendldinen siemenkasvi (Russian seedling R 12740/7/A), Spy 227 (amerikka-

lainen perugrunko) sekd Virginia Crab (amerikk. perusrunko).

Edel11d mainittuja puuvartisia testikasveja kdytettdessd virustestaus teh-

ddan seuraavasti:

festattavasta kasvista vdlitaan pitkahko, monisilmuinen oksa, jonka latva-
silmut ympitdan siemenkasveihin ja kasvatetaan ydinkasviehdokkaiksi. Lo-
put silmut ja jos ne eivdt riitd, silmujen viliset kuoren palat kaytetaan
testauksiin. Tdmd sen takia, ettd virukset ovat jakautuneet epdtasaisesti
oksiin ja usein-latvasilmut ovat terveitd. Pieniin 15-30 cm korkuisiin
omenan siemenkasveihin (omenan virukset eivdt siirry siemenissd) ympatadn
testattavasta'kasvista otettu silmu varren alaosaan ja sen yldpuolelle
testikasvin silmu; jonka yldpuolelta siemenkasvi leikataan poikki (Kuva'9).
Silmuista kehittyvien versojen annetaan kasvaa jonkun aikaa, mutta sitten
testattavasta silmusta kasyanut verso poistetaan. Testisilmusta kasvanut
verso kasvaa sitten pieneksi puuksﬁ, ja siihen tulevat virusoireet. Ome-

napuun testipuita joudutaan kasvattamaan ainakin kolme vuotta, erdiden



omenissa oireita aiheuttavien virustautien toteamiseksi osaa testikasvéja

jopa viisi vuotta.

Ulkomailla omenapuun testikasvit on kasvatettu koko testauksen ajan ulko-
na. Testikasvit eivdat kuitenkaan talvehdi meilld ulkona, minkid vuoksi
testaus joudutaan tekemddn kasvihuoneessa. Latentit virukset tulevat hy-
vin esille kasvihuoneessa ja jo vuoden kuluessa. Muista'viruksista ei ole
tietoa. Toisaalta U.S.A:ssa kehitetdan kasvihuonetestausta, jossa omena-
buut pidetddn leikkauksilla pienikokoisina kasvihuoneessa ja t&@116in on .
erddt virukset saatu nopeasti esille. T&atd Fridlundin alkamaa menetelmad
tdytyy kehitelld meilld edelleen. Pienikokoisten testipuiden avulla tes-
taus on saatu tehdyksi sangen pienessd tilassa, minkd vuoksi kasvihuone-
testaus ei tule sen kalliimmaksi kuin suuret alat pitkaksi ajaksi sitova
kenttdtestaus. ' '

Omenapuissa esiintyy myos muutamia mehulevintdisid viruksia. Ne voidaan
todeta tekemd11d mehusiirto aivan nuorista lehdisti tai kukkien terdlehdis-
td tai syksylld kypsistd hedelmistd. Useita erilaisia buskureita voidaan
kdyttdd (kts. 1iite 1). Mehu valmistetaan viiledssd huoneessa, jossa myds
inokulointi tehddin. A

Sopivia testikasveja ovat kansainvdlisen tyGryhmdn suosittelemat: _

Chenopodium quinoa ja Cucumis sativus. Mehussa siirtyvdat virukset voidaan

testata myOs serologisesti. Elisa-testi on osoittautunut erittdin kdytto-

kelpoiseksi.
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Liite 1. Puskuriliuosten valmistusohjeita.

a. 0.7 mol. fosfaattipuskuri pH 7.0

perusTiuokset

A KH,PO 13.609 g/1 1

2 4
HPO

B.

Na 2H,0 17.799 - " - .

27754 T 7T ,
195 m1 A + 305 m1 B = 0.1 mol. puskuri pH 7.0

b. 0.07 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

Pérus]iuokset

0.5 mol. KH2P04 34.0 g/500 ml vettd

0.5 mo1. NazHPO4 : 2H20 - 44.5 -

A
B

......

md11d vedel1d 100 ml:ksi saadaan halutun pH:n omaavat puskurit.

A B tislattua vettd
pH ' m1 ml : m]l
5.8 - 32.20 2.60 65.20
7.0 . 8.30 10.60 © - - 81.10
7.2 A 5.66 11.40 82.94
7.6 o 2.0 13.86 © o 84.14

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

d. ditiokarbamaattipuskuri

tislattua vettd 75 ml
Na2HP04 . 2H20 863 mg
KHZPQ4 _ 21

Na dictylditiokarbamaatti 85 "
NN diphenylthiourea 86 "

coffeini . 145 "
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VVéféén 11uotettuna seos sa11yy kayttoke]po1sena va1n 7-10 vrk mutta
ku1vat a1neet voi sal1yttaa va1m11ks1 punn1ttu1na Ja ‘sekoittaa veteen
tarv1ttaessa '

Tata puskuria on kéytetty’Omenapuiden_virUssiirrﬁissa.
é; mercaptoetanolipuskuri
‘Z;mercaptoetano1ia (thioéthy]eng1ﬂko11)”voidaah sekoﬁttaa'0.0Z molaarise-

- na 0.02 mol. fosfaatt1puskur11n (pH 7.8). Tdti on kdytetty hede]mapuiden
“v1russ11rto1h1n ' '

f; <nikot11n1puskuri'

10 ml n1kot11n1emasta 500 .m1 vetts pH on noin 8 5.
Varottava, n1kot11n1 on myrky111sta
Erityisesti herukoiden ja vadelmien virusten siirtoon.

Huom.

'1-mo1aar1nen 11uos s1sa]taa yhden moo]1n el mo]ekyy]1pa1non verran ainet-
~ ta Titrassa. Mo]ekyy11pa1non voi laskea atomipainojen avu11a mutta se on
valmiiksi laskettu kem1kaa11en pakkauks11n .

Mo]ekyy11pa1no, Mol. Gew. (saksaks1) Mol. Wt. (enq] ).
Siten esim. tehtdessd 0. 1 molaarinen 1iuos natr1umfosfaat1sta Na2HPO

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

NaZHPO4 2H20

4

K1rJa111suudessa 11mo1tetaan esim. kasvuhormon1en vakevyydet ppm = miljoo- -
nasosa ta1/Ag mikd on myos m11Joonasosa

esim;:30 mg/]i]r.= 3 ppm.






