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Alkusanat

Tamé solukkoviljelyopas kokoaa yksiin kansiin Metsantutkimuslaitoksen (Metla) Punkaharjun
toimipaikassa tutkimus- ja kehittimistyossd saadut kokemukset kuusen solukkoviljelystd. Kuusen
solukkoviljelyyn on kehitetty Suomen olosuhteisiin sopivat menetelmit vuosina 2011-2014 toteu-
tetussa Kasvullinen lisdys —osaamista ja teknologiaa biotalouden tueksi —hankkeessa. Menetelmat
on kehitetty tutkimuslaboratorion tarpeisiin ja tuotantomittakaavaan, mutta kehitystydssé on huo-
mioitu menetelmien sovellettavuus kaytantdon.

Punkaharjun solukkoviljelylaboratoriossa on kymmenien vuosien kokemus useiden lehtipuulajien
ja méannyn kasvullisesta lisdyksestd sekd kryopreservoinnista. Kuusen solukkolisdysté ei kuiten-
kaan ollut ennen vuotta 2011 tehty menetelmien puuttuessa. Menetelméakehitys kuuselle aloitettiin
hy6dyntdmalld kansainvélisid tiedonvaihtoverkostoja ja kerddamalld muualla maailmassa kehitet-
tyd osaamista havupuiden solukkoviljelysti. Seuraavassa vaiheessa muualla kehitettyd osaamista
sovellettiin Punkaharjulla olevaan tutkimusymparistoon sekd Suomen olosuhteisiin testaamalla ja
vertailemalla muualla toimivia menetelmi sekd kokeilemalla uutta.

Kolmivuotisen menetelmékehityksen tuloksena on saatu rakennettua tyoketju, jolla voidaan tuot-
taa kuusen solukkotaimia vaikka ympéri vuoden. Tydketjuun siséltyy vield lukuisia tyovoima-
valtaisia vaiheita, joiden tehostaminen tai automatisointi on vélttiméatontd, jotta solukkotaimen
tuotanto voi kilpailla kustannuksiltaan siementaimen tuotannon kanssa. Kaytdnnon massamitta-
kaavaan sopivat menetelmat eivit 10ydy tutkimuslaboratoriossa, vaan kehitystyohon tarvitaan mu-
kaan muita toimijoita. Tdmén opaskirjan tarkoituksena on tarjota menetelméllinen perustieto, joka
tarvitaan kuusen solukkoviljelyn kayténtoihin.

Opaskirja on tarkoitettu taimituotannon ammattilaisille, jotka etsivit uusia tuotantovaihtoehtoja tai
mahdollisuuksia erikoistua. Se sopii my0s materiaaliksi puutarha- ja metsdalan opintoihin tai am-
matilliseen erikois-, muunto- ja tdydennyskoulutukseen. Lukijan oletetaan ymmartévén perusasi-
at aseptisesta tyoskentelystd ja hallitsevan steriililaboratorion perustyovilineiden kayton. Naihin
asioihin voi motivoitunut lukija perehtyd omatoimisestikin. Suositus oheislukemistosta on oppaan
lopussa.

Eteld-Savon maakuntaliitto tuki Kasvullinen lisdys — osaamista ja teknologiaa biotalouden tueksi —
hanketta Euroopan aluekehitysrahastosta vuosina 2011-2014. Hankkeen kokonaisbudjetti oli noin
800 000 € ja se toteutettiin yhteistydssé [td-Suomen yliopiston Luonnonainetutkimuslaboratorion
ja Taimityllild Oy:n kanssa.

Metla yhdistyy Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus MTT:n ja Riista- ja kalatalouden tut-
kimuslaitos RKTL:n sekd Maa- ja metsdtalousministerion tietopalvelukeskuksen TIKE kanssa
Luonnonvarakeskukseksi 1.1.2015.

Maa- ja metsiatalousministerion hallinnon alla vuoden 2015 alusta toimintansa aloittava Luonnon-
varakeskus (Luke) jatkaa hankkeessa kdynnistettyd kuusen solukkoviljelymenetelmien kehitystyo-
td sekd ensiluokkaisen kuusen metsénviljelyaineiston tuottamista taimituotannon, metsénviljelyn
ja puunjalostusteollisuuden tarpeisiin.

Punkaharjulla 30.10.2014

Saila Varis Susanne Heiska Tuija Aronen
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1 Havupuiden solukkolisays ulkomailla

1.1 Metsanviljelyaineistot

Kasvullisesti lisdttyja metsdnviljelytaimia kdytetddn maailmassa vuosittain noin miljardi kappa-
letta. Joitakin havupuulajeja on viljelty jo pitkddn kédyttden kasvullisesti lisédttyd aineistoa. Hyva
esimerkki tdstd on sugi (Cryptomeria japonica), jonka kasvatus Japanissa on perustunut pistokas-
lisdykseen jo vuosituhansien ajan. Versopistokkaiden juurrutus onkin edelleen havupuilla eniten
kaytetty kasvullisen lisdyksen menetelmi, mutta myos solukkoviljelyéd kdytetdédn, joko yksin tai
yhdistettyné pistokastuotantoon. Ménnyisté solukkoliséysti kdytetddn ldhinnd loblolly- ja radiata-
minnyilld mm. Yhdysvalloissa, Uudessa-Seelannissa ja Eteld-Amerikassa. Kuusilajeista lisdtiaan
eniten sitkankuusta ja valkokuusta, jonkin verran my6s mustakuusta ja kotoista metsdakuustamme.

Englannissa ja Irlannissa tuotetaan vuosittain noin 7 miljoonaa sitkankuusen pistokasta, miké on
runsas viidennes viljelyaineistosta. Pistokkaat maksavat 1,5 x siementaimen verran, mutta me-
nevit hyvin kaupaksi paremman kasvunsa ja laatunsa vuoksi. Irlannissa pistokkaiden emotai-
mina kéytetddn solukkoviljeltyji taimia, joita valtion metsdyhtié Coillte on tuottanut vuosittain
noin 25 000 kpl. Yhdestd pistokasemoksi kasvatetusta solukkotaimesta saadaan pistokkaita 4-6
vuoden ajan, ja solukkoviljellyn emotaimen osuus pistokkaan hinnassa on pieni, vain 1,5 senttii.
Paikallisten suositusten mukaan pistokkaat istutetaan seoksena jalostamattoman aineiston kanssa,
miké pienentdd kustannuksia. Coillten laskelmien mukaan kasvunlisdys tuottaa kuitenkin metsén-
omistajalle 985€/ha enemmén tuloa kuin jalostamattoman aineiston kéyttd (42 v. kiertoaika, 5 %
korko), eli yhden euron lisdpanoksella saadaan 6,3 € tuottoa lisdd. My0s Englannissa tutkitaan
mahdollisuuksia solukkolisdttyjen sitkantaimien kéyttdonottamiseksi pistokkaiden ohella.

Kuva 1.1. Sitkankuusen pistokastuotantoa Dela-
meren taimitarhalla Englannissa: a) pistokkaiden
emotaimia, b) pistokkaiden juurrutus kasvihuo-
neessa ja ¢) juurrutettuja pistokkaita Sitkankuusen
pistokastuotannossa on kaytetty solukkotaimia pis-
tokasemoina. Kuvat T. Aronen.




Kanadassa kéytetddn metsénviljelyssé eri kuusilajien pistokastaimia 4-10 miljoonaa kappaletta
vuosittain, mutta sen lisdksi viljelyaineistoksi tuotetaan myos solukkotaimia. Kasvullisesti lisét-
tyd aineistoa kéytetdin ns. lajikemetsitaloudessa (engl. “multi-varietal forestry”), jossa kasvulli-
sesti lisdttyja taimia viljellddn 10-30 eri kloonin seoksina. Liséksi viljelyerdsséd voi olla mukana
myds siementaimia, jopa eri puulajeista, monimuotoisuuden lisddmiseksi ja kustannusten alenta-
miseksi. Puulajista ja valittujen puiden lukumiérésté riippuen lajikemetsidtaloudessa voidaan saa-
vuttaa jopa 40 %:n kasvunparannus verrattuna jalostamattoman metsianviljelyaineiston kayttoon.

Kanadassa padosin New Brunswickissa toimivalla JD Irving —yhtiolld on kenttékokeissa yli 2000
solukkolinjaa, ja néisté jo noin 100 on tuotannossa. Pddosa vuosittain tuotetuista 0,4-1,2 miljoo-
nasta solukkotaimesta on valkokuusta, mutta yhti6lld on kokemusta myds metsédkuusen solukko-
taimista. Solukkotaimien tuotantoa ollaan paraikaa lisddmaéssé: suunnitteilla on uusi laboratorio
taimien tuotantoon ja vuoden 2017 tavoitteeksi on asetettu 3 miljoonan taimen vuosituotanto.
Myods Quebecissé ollaan panostamassa valkokuusen solukkotaimien tuotantoon: uusia tuotanto-
tiloja rakentamalla provinssin taimitarha aikoo lisdtd solukkotaimien vuosituotantoa nykyisesti
noin 70 000:sta véhitellen neljdén miljoonaan vuoteen 2019 mennessa.

Solukkotaimien tuotannon laajentamisen ohella Kanadassa odotetaan paljon valkokuusen soluk-
kolisdyksen ja genomisen valinnan yhdistdmiseltd. Genomisessa valinnassa parhaiden puiden va-
linta tehdddn koko perimén kattavan DNA-tiedon varassa, tarvitsematta testata puita kentdlla,
miké voi nopeuttaa uuden, jalostetun metsénviljelyaineiston saamista kdytintoon vuosikymme-
nella tai kahdella. Genomisen valinnan edellytyksena on kyllin kattava tieto lajin perimissé ole-
vasta muuntelusta ja sen yhdistiminen testipopulaatioissa mitattuun ominaisuuksien vaihteluun.
Genomisen valinnan mahdollisuuksia on tutkittu valkokuusella, ja saatu erittdin lupaavia tuloksia.
Kanadassa on myos tutkittu kuusien hyonteiskestdvyyden parantamista solukkolisdystd sovelta-
malla: Metsdkuusen solukkotaimien 12-vuotisessa kenttikokeessa havaittiin, ettd valitsemalla
2472 testattavasta linjasta viljeltdviksi 48 parasta, voitiin Pissodes strobi —hyonteisen aiheuttamia
tuhoja vihentdd merkittavisti (50 > 6 %) ja samalla parantaa puiden tilavuuskasvua 31 %.

My®ds naapurimaassamme Ruotsissa panostetaan paraikaa kuusen kasvullisesti lisdtyn metsanvil-
jelyaineiston tuotannon kehittdmiseen. Taimiyhtidistd Sodra tuottaa tdlld hetkelld noin miljoona
kuusipistokasta vuodessa, mutta médra on tarkoitus tuplata. Pistokastaimilla saavutetaan 25 %
kasvunparannus, mika riittdd hyvin kattamaan pistokastaimien siementaimia kalliimman hinnan
(0,19 € lisdkulu per taimi).

Ruotsalaiset taimiyhtiot Sodra, Bergvik Skog, Holmen ja Sveaskog ovat myds yhdesséd SweTree
Technologies —biotekniikkayhtion kanssa kehittdmaissd kuusen solukkotaimien massatuotantoa,
ja tavoitteena on saada “alkiotehtaan” tuotanto kédyntiin lahivuosina. Ruotsalaisten laskelmien
mukaan SweTreelld nyt kdytossd olevan, bioreaktoreihin perustuvan pilottilaitteiston kaltainen
tuotantolaitos olisi kannattava 10 miljoonan taimen vuosituotannolla. Yhtié kertoo jo optimoi-
neensa kasvullisten alkioiden tuotannon alkuvaiheet: solukon monistamisen ja alkioiden kypsyt-
tdmisen bioreaktoreissa, sekd alkioiden automatisoidun poiminnan idétettaviksi. SweTreelld on
patentti my0s iddtettyjen alkioiden automaattiselle istutukselle jatkokasvatukseen. Solukkotaimi-
en koko tuotantoketjun testaaminen Uppsalaan rakennetussa pilottilaitoksessa alkaa 2015.

Ruotsissa kuusen solukkotaimia on tarkoitus kdyttdd metsdnviljelyssd ns. valittujen perheiden
massamonistuksen (engl. “family forestry”) kautta. Mallissa taimierd koostuu noin 25 testaamat-
tomasta kloonista, jotka ovat perdisin kuudesta hyvéksi tunnetusta risteytysperheestd. Tarkoitus
on istuttaa solukkotaimet parhaille maapohjille ja kdyttdd viljelyssd suurta méddraa eri genotyyp-
peja, niin ettd yhdestd puusta monistetaan taimia 0,1-1 milj. kpl.
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Kuva 1.2. Valkokuusen solukkotaimien tuotantoa JD Irving -yhtién laboratoriossa ja taimitarhalla Kana-
dassa: a) Suodatinpapereilla solukkoviljelyalustalla kypsytettyjen kasvullisten alkioiden keréys idatykseen
tapahtuu laminaarissa. b) Huuhdeltuja, kypsia alkioita valmiina idatettavaksi. ¢) Alkioiden idatys kertakéyt-
tisissa muovirasioissa onnistuu seké sinipunaisten LED-valojen etta tavallisten loisteputkien alla. d) Kou-
lintavalmiit solukkotaimet. ) Solukkotaimet koulitaan kasin GrowTech- tai Jiffy-potteihin jatkokasvatettavak-
si kasvihuoneella. f) Solukkotaimien alkukasvatus tapahtuu sumukastelulla varustetussa kasvihuoneessa.
Kuvat T. Aronen.

1.2 Joulupuiden tuotanto

Havupuita solukkoviljellddn myds muuhun kuin metséitalouden tarpeisiin. Hyva esimerkki on
kaukaasianpihta, jota kasvatetaan erityisesti joulupuiksi Saksassa ja Tanskassa. Saksassa solukko-
lisdttyja kaukaasianpihtoja tuotetaan nykyisin vuosittain noin 120 000 kpl, késityond, jolloin yh-
den solukkotaimen hinnaksi on arvioitu 1,2 €. Solukkoliséttyjen taimien osuus on kuitenkin vield
pieni, silld joka joulu Saksassa myyddan noin 20 miljoonaa joulupuuta.



Myos Tanskassa pyritddn kaukaasianpihdan kasvulliseen lisdykseen. Syyné tdhdn on se, ettd sie-
menistd kasvatetut puut vaihtelevat laadultaan paljon, ja joulupuumarkkinoilla hyvilaatuisesta
puusta saa moninkertaisen hinnan huonolaatuiseen verrattuna. Talld hetkelld tutkimuksessa kes-
kitytddn uusien kenttdkokeiden perustamiseen yli 500 joulupuutuotantoon tarkoitetun linjan tes-
taamiseksi. Solukkotaimia tuotetaan toistaiseksi vain muutamasta linjasta, 25 000-50 000 kpl
vuosittain. Tanskassa on mm. kehitetty robotteja solukkoviljelmien késittelyyn ja tuotettujen tai-
mien koulimiseen. Kehitetty teknologia toimii hyvin, mutta pihtaviljelmien alkioiden kehittymi-
sen eriaikaisuus hankaloittaa automatiikan kayttdonottoa.

Kiinnostus havupuiden, erityisesti kuusen solukkolisdystd kohtaan on viime vuosina voimakkaas-
ti lisdéntynyt myds Suomessa. Téssd oppaassa on kerrottu kuusen solukkoviljelyn perusteista ja
sen edellyttamista tiloista, laitteista ja tarvittavasta osaamisesta. Tavoitteena on kuvata kuusen ka-
sityoné toteutettua solukkoviljelyd havainnollisesti ja realistisesti, sekd antaa kuva mahdollisuuk-
sista, joita menetelméin automatisointi ja massalisdyksen kehittiminen tarjoaa.
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2 Kasvullisen lisayksen ominaispiirteet

kasvaa, vaikuttaa myos kasvuympdristo. Jos halutaan tuottaa ominaisuuksiltaan samanlai-
sia puita, on puun perintotekijoiden muodostama kokonaisuus, genotyyppi, pystyttivd myos
sdilyttimddn samana. Ainoa mahdollinen tapa tihdn on puiden kasvullinen lisdys, monis-
taminen. Suvullisessa, siemenen kautta tapahtuvassa lisddmisessd perintotekijdt jdrjesty-
vdt aina uudestaan, ja mahdollisuus samanlaiset ominaisuudet tuottavan perintotekijoiden
yhdistelmdn syntymiseen on pieni. Jokainen siemensyntyinen taimi on siten oma yksilonsd,
Jja eroaa muista. Kasvullisessa lisdyksessd syntyvit taimet taas ovat perimdltddn monistet-
tavan yksilon kopioita ja myds keskenddn samanlaisia. Tdllaista perimdltdidn samanlaisten
yksiloiden joukkoa kutsutaan klooniksi.

2.1 Kasvullisen lisayksen edut

Kasvullisesta lisdyksestd on hyotya, kun halutaan kasvattaa tietynlaisia puita. Monistettavat puu-
yksilot voidaan valita erilaisilla perusteilla, mutta kasvullisen lisdyksen perusidea on aina sama:
tuottaa halutunlaisia puita, joiden ominaisuudet tunnetaan. Ominaisuuksia, joiden perusteella
puut valitaan kasvullisesti lisdttaviksi, on useita: hyva kasvu tai jokin puuaineen laatuominaisuus,
koristeellinen ulkomuoto tai taudinkestdvyys, tai vaikkapa sopeutuneisuus tiettyihin ymparisto-
oloihin.

Joissakin tapauksissa kasvullinen lisdys on ainoa mahdollisuus tuottaa viljelyaineistoa halutun-
laisista puista. Néin on usein esimerkiksi kuusen koristemuotojen tapauksessa: monessa tapauk-
sessa erikoisen ja viehdttdvan ulkomuodon aikaansaa yhdessa perintdtekijassa tapahtunut muutos,
mutaatio, joka periytyy viistyvasti eli ei ilmene puun jilkeldisissd. Siemenlisdykselld ei silloin
voida tuottaa samanlaisia puita.

Yksi kasvullisen lisdyksen eduista on siten ennustettavuus: Silloin kun monistettavan puun omi-
naisuudet tunnetaan, tiedetién jo ennalta millaisia puita siitd kasvullisesti lisdtyisté taimista aika-
naan tulee, toisin kuin siementaimien tapauksessa. Kasvuympéristo luonnollisesti vaikuttaa myds
kasvullisesti liséttyjen taimien ominaisuuksiin ja menestymiseen, mutta téstdkin voidaan saada
tietoa kasvattamalla samasta yksilostd monistettuja puita erilaisissa olosuhteissa. Nédin voidaan
ennakoida lisdtyn materiaalin sopeutumista erilaisiin ympéristooloihin. Kasvullisesti lisétty ai-
neisto on alkuperiisen yksilon kaltaista ja myos keskenddn samanlaista. Viljelyaineiston yhtendii-
syydelld on merkitystd haluttaessa tuottaa tasalaatuista raaka-ainetta tai vaikkapa viherrakenta-
misen suunnittelussa.

Metséanviljelytaimet tuotetaan nykyisin ldhes kokonaan siemenviljelyksilla lisdtysté jalostetusta
siemenaineistosta sekéd valikoimattomasta metsikkokerdyssiemenestd. Metsédnjalostuksella saa-
tujen parannusten siirtdiminen kdytdntdon vie melko pitkdn ajan. Siemenviljelyyn valitut parhaat
puut monistetaan vartteina siemenviljelyksille, joissa ne risteytyvit keskenién ja tuottavat jalos-
tettua siementd metsénviljelyyn. Kuusella vie helposti 15-20 vuotta, ennen kuin siemenviljelyk-
seltd saadaan kerdyskelpoisia satoja. Siemenviljelysten perustamiseen ja satoikdiseksi varttumi-
seen kuluva aika jai kasvullisessa lisdyksesséd pois, minkd johdosta metsénjalostuksen tulokset
saadaan siirrettyd entistd nopeammin hyddyttiméadn metsétaloutta.
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Siemenviljelyksiin valitut pluspuut tuottavat siementi, joka on mm. kasvuominaisuuksiltaan pa-
rempaa kuin valikoimaton metsikkosiemen. Siemenviljelyksilld kuitenkin menetetién osa (25—
50 %) saavutettavissa olevasta jalostushyddysté, koska suuri osa niilld tuotetusta siemenesti on
saanut alkunsa ympéroivistd metsistd perdisin olevasta valikoimattomasta siitepdlystd. Lisdksi
suvullisessa lisdéntymisessa tapahtuva perintotekijoiden uudelleenjirjestiytyminen hajottaa vali-
tuissa puissa olevat suotuisten geenien yhdistelmait, milld on merkitysta silloin jos puut on valittu
siemenviljelyyn kloonitestauksen perusteella. Kasvullisessa lisdyksessd ndima ongelmat véltetian,
joten ne tarjoavat ldhtokohtaisesti mahdollisuuden siemenviljelyd suurempiin jalostushy6tyihin.

Kasvullinen lisdys voi my0s nopeuttaa ja tehostaa metsdnjalostuksen etenemistd. Puiden testauk-
seen ja valintaan on kiytetty perinteisesti jalkeldiskokeita, eli puita on arvioitu perustuen niiden
jélkelaisten ominaisuuksiin ja menestymiseen eri paikoilla tehdyissi kenttdkokeissa. Vaihtoehto
jélkelaistestaukselle ovat kloonikokeet, joissa testattavat yksilot monistetaan kasvullisesti suo-
raan kenttikokeisiin. Kloonitestauksella puiden valinta nopeutuu, koska ei tarvitse odottaa niiden
kukkimista ja jélkeldisten kasvamista. Valinta myos tarkentuu, koska kloonikokeissa arvioidaan
suoraan genotyyppié eikd sen sukulaisia.

Kuva 2.1. Kasvullisesti lisattavat puuyksilot
voidaan valita erilaisilla perusteilla. a) Hyva
kasvu on tarked ominaisuus metsanviljely-
aineistolle. Kuvassa samanikaisia kuusen pis-
tokasklooneja Roykassa. Viherrakentamiseen
jakoristepuiksi taas voidaan valita esim. b) ka-
pealatvaisia surukuusia, ¢) saanndllisen karti-
on mallisia, kaapidivia tai pallomaisia kuusia,
tai vaikkapa d) keltaneulasisia kultakuusia.
Kuvat: a, Metsanjalostussaation arkisto, b-d,
Teijo Nikkanen.
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2.2 Perinnollinen monimuotoisuus kasvullisessa lisayksessa

Pohjoisten metsdpuidemme, kuten kuusen, luonnonpopulaatioissa on paljon perinndllistd muun-
telua. Suurin osa tdstd muuntelusta on paikallisten populaatioiden sisdlld, eli samassa metsdssi
kasvavien puiden viélisié eroja. Eri alueilla kasvavat populaatiot eivit puolestaan eroa perinnélli-
sesti toisistaan kovinkaan paljoa, vaikka voivatkin olla sopeutuneita erilaisiin olosuhteisiin.

Kun tarkastellaan kasvullisesti lisdttyjen aineistojen perinndllistd monimuotoisuutta, tdytyy
erottaa toisistaan kaksi késitettd: geneettinen ja genotyyppinen monimuotoisuus. Geneettisel-
12 monimuotoisuudella tarkoitetaan tarkasteltavan aineiston, vaikkapa taimierén, siséltimien
geenimuotojen (alleelien) ja niiden yhdistelmistd syntyvéd geneettisen vaihtelun méaraa eri omi-
naisuuksissa. Genotyyppinen monimuotoisuus puolestaan viittaa perimiltdin erilaisten yksiloi-
den lukuméiérdén.

Kasvullisen lisdyksen ominaispiirteisiin kuuluu, ettd sen kautta tuotetussa taimierdssid on juuri
niin monta erilaista genotyyppid kuin oli alkuperdisid monistettavia yksilditdkin, eli kasvullisessa
lisdyksessd genotyyppinen monimuotoisuus pienenee. Sen sijaan geneettinen monimuotoisuus,
erilaisten geenimuotojen maird, ei valttdmatta juurikaan vihene. Geneettisen monimuotoisuuden
maara riippuu kuitenkin myds alkuperdisten monistettavien puiden méarastd. Esimerkiksi kah-
destakymmenestd yksilostd monistettu taimijoukko siséltdd saman verran geneettistd monimuo-
toisuutta kuin siemenerd, joka on tuotettu kiyttden néitd samaa kahtakymmenti puuta vanhem-
pina.

Perinnéllisen monimuotoisuuden méérilla on merkitystd metsdnviljelyssd. Samanlaisen perimén
omaavat yksilot kdyttdviat ympariston resursseja todenndkoisesti samalla tavalla, jolloin puiden
keskinéinen kilpailu voi teoriassa lisdéntyd. Metsénhoidossa puiden kilpailua kuitenkin vdhenne-
tadn ja sdddellddn toistuvilla harvennuksilla. On myo0s syytd muistaa ettd monistetut taimet ovat
alkuperédisen kopioita kaikessa, niin hyvissd kun huonoissakin ominaisuuksissa: jos alkuperdinen
puu osoittautuu esim. alttiiksi jollekin taudille tai tuholaiselle, ovat kaikki sen kopiotkin sité. Tés-
ta syystd kasvullisesti lisdttyd aineistoa kannattaa kasvattaa seoksina, joissa on useita eri geno-
tyyppejd. Lisdksi on tirkedd testata massalisittiva aineisto huolellisesti kyllin pitkédkestoisissa
kenttidkokeissa. Koetulosten perusteella monistettavaksi valitaan vain ominaisuuksiltaan toivo-
tunlaisia, hyvin sopeutuneita ja terveitd puita.

Kuva 2.2. Kuusen solukkotaimien kasvua ja ominaisuuksia seurataan kenttakokeissa: a) Metsanviljelyyn
tarkoitetuista kuusilinjoista tuotettuja solukkotaimia Punkaharjulle 2014 istutetussa naytealassa. b) Kuusen
erikoismuotolinjoista (surukuusen ja purppurakuusen risteymat) tuotettuja solukkotaimia Punkaharjun taimi-
tarhalla. Kenttatestauksella valitaan haluttuja ominaisuuksia omaavat linjat lisattavaksi. Kuvat Teijo Nikkanen.

13



Kéytettidessa kasvullisesti lisdttyjad taimia metsdnviljelyyn, riittdva perinnéllinen monimuotoisuus
voidaan varmistaa sisdllyttiméallda monistukseen lukuisia eri genotyyppejd ja vaihtamalla niitd
seké alueellisesti ettd ajallisesti. Lainsdddanndssd on méadritelty rajat yhdestd yksilostd monistet-
tujen taimien tuotantomadrille ja taimierdn genotyyppien vahimmaismaéérille riippuen siité, kuin-
ka pitkén kenttétestauksen aineisto on lapikaynyt. Lisdksi my0s kasvullisesti lisatyilla taimierilla
on maédritelty kdyttdalueensa, aivan kuten siementaimillakin — kullekin alueelle tuotetaan sinne
sopeutunutta aineistoa. Perusideana on my0s valita jatkuvasti uusia, hyvid puita monistettavaksi,
jolloin kasvatuksessa olevien kasvullisten aineistojen perinndllinen monimuotoisuus koko ajan
lisddntyy.

2.3 Kasvullisen lisayksen menetelmat

Kuusen taimituotantoon soveltuvia kasvullisen lisiyksen menetelmid ovat varttaminen mukaan
lukien silmustus, pistokasmonistus ja solukkoviljely. Tédssd oppaassa késitellddn vain solukkovil-
jelyyn perustuvaa lisdystd. Verrattuna siementaimien tuotantoon kasvullisen lisdyksen menetel-
mit vaativat enemmaén kisityotd ja erityistiloja toimiakseen, minké vuoksi taimista tulee siemen-
taimia kalliimpia. Yhteisté kaikille puulajeille ja monistusmenetelmille on, ettd puiden joukossa
on aina yksildité, joiden kasvullinen lisdys onnistuu muita huonommin.

Lisdysmenetelmien tekniset vaatimukset ja taimien tuotantopotentiaali ovat sangen erilaisia.
Varttaminen vaatii 1dhinnd késityotaitoa, mutta vie paljon tydaikaa yhtd tuotettua taimea koh-
ti. Pistokastuotannossa on tarpeen sumukastelulla ja juurrutuspetien pohjalammitykselld varus-
tettu kasvihuone. Solukkolisdys edellyttdd kasvihuoneen lisdksi myds laboratoriota ja aseptisen
tyoskentelyn hallitsevaa henkilostod. Toisaalta solukkoviljelylld voidaan taimia monistaa paljon
tehokkaammin kuin varttamalla tai pistokkaina. Pistokaslisdys onnistuu vain nuoresta tai leik-
kaamalla pienend pidetystd kuusesta, ja parhaimmillaankin yhdesté yksilostd saa kerrallaan vain
korkeintaan joitakin kymmenia pistokkaita. Solukkoviljelyssd voidaan puolestaan yhdesti gram-
masta solukkoa tuottaa satoja taimia.

2.4 Solukkoviljely

Puiden solukkoviljely perustuu ns. totipotenssiin. Tdma tarkoittaa sitd, etti erilaistumattomalla
kasvisolulla on kyky muodostaa kokonainen uusi kasviyksilo. Solukkoviljelysséd puita moniste-
taan laboratoriossa viljelemilld siemenalkiosta tuotettua solukkoa keinotekoisella ravintoalustal-
la. Ravintoalusta sisiltdd veteen sekoitettuna kaikki kasvin tarvitsemat ravintoaineet ja sokeria.
Sokeria solukko tarvitsee, koska se ei itse pysty yhteyttdmallé tuottamaan tarpeeksi energiaa kas-
vuun ja erilaistumiseen. Alustassa on lisdksi kasvunsditelyaineita, kasvihormoneja, joilla ohja-
taan solukon kasvua ja erilaistumista. Solukkoviljelyssd my0s lampd- ja valaistusolosuhteet ovat
tarkoin sééddetyt, ja myds niiden avulla voidaan vaikuttaa viljelmien kehitykseen.

Solukkoviljelymenetelmié on erilaisia. Tavallisimmat ovat organogeneettinen eli elinsyntyinen
lisdysmenetelma ja somaattiseen embryogeneesiin eli kasvullisten alkioiden muodostumiseen pe-
rustuva menetelma. Jokaiselle puulajeille on oma solukkoviljelymenetelminsé, koska lajien — ja
joskus yksiloidenkin — vaatimukset niin ravintoalustan koostumuksen kuin viljelyolosuhteiden
suhteen vaihtelevat. Lehtipuilla kdytetdén useimmiten elinsyntyistéd solukkolisdysti, ja havupuilla
kasvullisten alkioiden tuotantoa.
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Vaikka kuusen solukkolisdys ei ole toistaiseksi onnistunut elinsyntyisesti, on syytd ymmartid me-
netelmén pédpiirteet, jotta voi hahmottaa olennaiset erot lehtipuiden ja havupuiden solukkolisé-
yksessd. Elinsyntyisessi lisdysmenetelméssid viljelyssd olevaan kasvisolukkoon erilaistuu ensin
versoja, jotka sitten yksitellen juurrutetaan. Menetelméa kutsutaan usein myos mikrolisdykseksi,
koska siind syntyvét taimet ovat pienikokoisia. Kasvihuoneelle siirrettyné ne saavuttavat nopeasti
normaalin koon.

Monilla lehtipuulajeilla mikrolisdys onnistuu kaikenikéisistd puista, kunhan vain solukkoviljel-
mien aloittamiseen kaytettdva ldhtosolukko on oikeanlaista. Tavallisimmin kdytetddn lepotilai-
sia kasvullisia silmuja, joiden pinta steriloidaan esimerkiksi alkoholilla ennen silmusuomujen ja
uloimpien lehtiaiheiden poistamista. Solukkoviljelyalustan kasvihormonien avulla kasvuun léhte-
nyt silmu saadaan tuottamaan pienid versoja, joita lisdtddn joko versoryppditd jakamalla tai pilk-
komalla versot mikropistokkaiksi. Toisessa vaiheessa yksittdiset versot juurrutetaan joko soluk-
koviljelyoloissa tai kasvihuoneessa.

Kasvullisten alkioiden tuotannossa (= somaattinen embryogeneesi, SE) puolestaan matkitaan kei-
nollisesti siemenen siséssé tapahtuvaa siemenalkion kehitysti. Solukkoviljelméén syntyy kuiten-
kin samanaikaisesti yhden alkion sijasta suuri maéra alkioita. Nimensd mukaisesti téssé lisdys-
menetelmissi erilaistuvaan solukkoon kehittyvét yhtd aikaa varsi, lehdet ja juuri, toisin sanoen
kokonainen alkio. Toisin kuin siemenalkioilla, kypsilld kasvullisilla alkioilla ei kuitenkaan ole
ympdrilldén suojaavaa siemenkuorta ja itimiseen energiaa antavaa ravintosolukkoa. Téstéd syysti
kasvullisia alkioita ei voida kylvdi suoraan kasvihuoneelle, vaan ne on idétettdva solukkoviljely-
oloissa, ja koulittava sitten jatkokasvatukseen. Kuusen kasvullisten alkioiden tuotantoprosessin
padpiirteet on esitetty kuvassa 2-3.

siemenalkioista

kypsytys

Viljelmien aloitus NG ) Kasvullisten alkioiden
’ i
: " -\Vaihmchtoiscsti

!

Kapselointi kei-
' nosiemeneksi/
kylma- tai pak-
kasvarastointi

l ... ja iddtys

| 7

Viljelmien
syvajaadytys

Taimien karaisu ja siirto
% lkasvihuoneelle — taimitarhalle

Kuva 2.3. SE-prosessin vaiheet. (Taimiuutiset 1/2013).
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Talla hetkelld kuusella kiytossd olevassa menetelmasséd kasvullisten alkioiden tuottaminen edel-
lyttdd nuorta ldhtdsolukkoa. Viljelmét aloitetaan joko kehittyvisté tai kypsistd siemenalkioista,
eli menetelmissd on oikeastaan kyse siementen monistamisesta. Monistettavan siemenaineiston
vanhemmat voidaan valita, mutta tilld perusteella ei vield tunneta liséttyjen taimien ominaisuuk-
sia tarkkaan, silld hyvienkin puiden jilkeldisissd on aina vaihtelua. Alkioita tuottavat solukkovil-
jelmit voidaan kuitenkin sdilyttdd syvajaadytettynd, kunnes niisté tuotettujen taimien kenttétesta-
uksen perusteella tiedetdén, mitd niistd halutaan monistaa lisda. Ilman syvéjaddytysté, jatkuvasti
kasvatettuna viljelméat menettdvat vuosien kuluessa vihitellen alkiontuotantokykynsa.

Havupuiden solukkolisdyksen soveltamisen kannalta olisi ihanteellista, jos viljelmét pysyttiisiin
aloittamaan aikuisista, ominaisuuksiltaan jo tunnetuista puista. Kanadassa on onnistuttu tuotta-
maan kasvullisia alkioita kdyttden viljelmien aloitukseen 10-15-vuotiaista valkokuusista kerédtty-
jé silmuja. Valkokuusen menetelméé tutkitaan parasta aikaa myos kotoisella kuusellamme, mutta
tuloksia solukkoviljelmien onnistumisesta ei vield ole.

Kuusen kasvullisten alkioiden tuotantoon perustuvaa solukkolisdysté ja sen edellytyksid on ku-
vattu vaihe vaiheelta timén oppaan eri luvuissa. Oppaan painopiste on menetelmén perusteissa
ja eri vaiheiden toteuttamisessa kisityond. Massamonistukseen pyrittdessd kasvullisia alkioita
tuottavia solukkoviljelmid voidaan my0s kasvattaa ravintoliuoksessa suurissa bioreaktoreissa, ja
muodostuneet alkiot joko kapseloida keinosiemeneksi tai kylmévarastoida kylvettidviaksi / idatet-
taviksi myohemmin.
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3 Aineistot kuusen solukkolisdaykseen

Metlan Punkaharjun toimipaikassa tuotetaan, testataan ja sailytetdén kuusen lisdyssolukkoa tai-
mituotannon ja tutkimuksen tarpeisiin. Solukkolinjojen tuotanto aloitettiin vuonna 2011 osana
kuusen solukkolisdysmenetelmien kehitystyotd. Vuosien 2011 ja 2012 aloituksista kryoséilytyk-
seen on valittu n. 300 laboratoriokasvatukseen hyvin soveltuvaa linjaa. Jatkossa linjojen méaara
on tarkoitus moninkertaistaa. Tavoitteena on, ettd tulevaisuudessa Luken linjatarjonnasta 15y-
tyy laboratorio- ja kenttdtestein valikoituja vaihtoehtoja sekd hyvikasvuisten ja terveiden met-
sianviljelytaimien tuotantoon, ettd kestdvid ja kotimaisia koristekuusia viherrakentamiseen. Li-
sdysaineiston tuotannossa ja testauksessa painotetaan laatua ja monimuotoisuutta

3.1 Laki edellyttaa kasvullisesti lisatyn metsanviljelyaineiston
monimuotoisuutta

Suomessa solukkoviljelymenetelmin tuotetun metsin viljelyaineiston kauppaa séitelevit:

¢ 241/2002 Laki metsdnviljelyaineiston kaupasta
® 1055/2002 Maa- ja metsitalousministerion asetus metsinviljelyaineiston kaupasta

Solukkolisdtyn aineiston on tdytettivd samat metsdnviljelyaineistolle asetetut perusvaatimukset
kuin siementaimiaineistonkin. Nykyiset sdddokset asettavat vaatimuksia kasvulliseen lisdykseen
tarkoitetulle perusaineistolle ja kasvullisesti lisdtyille taimierille. Suomen metsi- tai ymparis-
tolainsdadantd ei kielld kloonimetsitaloutta tai aseta rajoitteita kloonitaimilla viljellyille pinta-
aloille. Kéytdnnon toimintamalleja sille, miten sdddoksid sovelletaan solukkoviljellyn aineiston
markkinoinnissa, kehitetddn parhaillaan Metlan ja Eviran yhteistyona.

Solukkoviljeltyd metsdnviljelyaineistoa voidaan markkinoida (i) yksittdisind klooneina, (ii) kloo-
niyhdistelmin, (iii) tunnettujen vanhempien risteytysperheend, tai (iv) perheini, joiden siemenis-
td saatuja alkioita on massamonistettu. Evira pitdd ylld perusaineistorekisterid, johon massamo-
nistettavat aineistot merkitdan. Kuusi voidaan merkita testattu-luokkaan yksittiisind klooneina tai
vahintdan neljasta kloonista muodostuva yhdistelma. Alustavasti testattu-luokkaan voidaan mer-
kitd vahintdan 11:sta kuusikloonista muodostuva yhdistelma.

Klooniyhdistelméin rekisterdinti testattu-luokkaan edellyttdd véhintddn 8—10 vuoden kenttitesta-
usta. Tatd lyhyemman kenttitestauksen tulosten perusteella klooniyhdistelméa voidaan rekisteroi-
dé alustavasti testattu —luokkaan. Kenttédtestaustulosten valmistuttua parhaat kloonit voidaan siir-
taa alustavasti testattu-luokasta testattu-luokkaan ja niistd voidaan muodostaa klooniyhdistelmia.

Kuusen risteytysperheiden massalisdyksessd monistetaan testattujen puiden risteytyksestd saatu-
jen siementen alkioita. Liséttdvéd aineistoa ei tarvitse testata, silld vanhempien geneettinen arvi-
ointi on tehty samoin periaattein ja menetelmin, kuin testatuilla siemenviljelyksilld. Tunnettujen
puiden risteytyksesta valitaan monistukseen niin paljon siemeni, ettd joukko kattaa riittivan osan
perheen siséisestd vaihtelusta. Perusaineistorekisteriin merkitéan tiedot perheen vanhemmista.

17



3.2 Kasvullisesti lisattyjen taimierien tuotannon enimmaismaaria on
rajoitettu

Alustavasti testattu-luokkaan kuuluvasta kuusikloonista voi tuottaa miljoona tainta, mutta testat-
tu-luokkaan hyviksyttyjen kloonien mairdé ei ole rajoitettu. Lisdvaatimuksena klooniyhdistel-
mistd kasvatettujen taimierien geneettistd koostumusta valvotaan: alustavasti testattu-luokassa
viahintddn 90 % yhdistelmén klooneista tulee olla edustettuina taimierdssé ja kloonien osuuksien
ero saa olla vahintddn 5 prosenttiyksikkoa. Testattu-luokassa yksittéisten kloonien osuuksien ero
saa olla enintdén 10 prosenttiyksikkoa.

Yhdesté alustavasti testattu-luokkaan kuuluvasta perheesti saa tuottaa enintdin nelja miljoonaa
kloonitainta. Testatuista vanhemmista tuotettujen kuusen taimien méérié ei kuitenkaan ole rajoi-
tettu. Nykyiset sdddokset eivit ota kantaa siithen, kuinka monesta eri siemenesta (yksilosté) ole-
vaa aineistoa massamonistetussa perheessé tulee olla.

Ruotsissa kuusen solukkotaimien tuotantoa on suunniteltu siten, ettd perusaineistorekisteriin mer-
kittdisiin kuusi perhetta, joista valittaisiin yhteensé 25 yksiloa.

Saadokset edellyttavit solukkotaimia tuottavalta taimitarhalta kloonien riittdvaa erilldén pitoa ja
yksildintid, jotta sddddsten rajoitteita ja tuotetun metsanviljelyaineistolle asetettuja vaatimuksia
pystytdédn seuraamaan. Evira saa tiedon tuotetun aineiston madrésti saadaan kloonitaimille myon-
netyistd kantatodistuksista.

Madrilliset rajoitukset klooneille ja klooniyhdistelmien koostumukselle on sdddetty kansallisesti
metsénviljelyaineiston kaupasta annetussa asetuksessa. Maarirajoitukset eivit ota huomioon so-
lukkotaimien kasvatuksen erityispiirteitd. Néitd saiddoksid voidaan tarvittaessa tarkentaa solukko-
viljelyn yleistyessi ja uusien kdytdntdjen muotoutuessa.

3.3 Lahtoaineisto valikoidaan tarkoin

Lihtdaineisto kuusen metséinviljelyaineiston solukkolisiykseen saadaan kuusen jalostusohjel-
masta, jota Metla toteuttaa. Risteytysvanhemmiksi valitaan jalostuspopulaation parhaat pluskuu-
set. Kuusen jalostuskokoelmissa ja siemenviljelyksissd on tarkoitus tehda valvottuja risteytyksid
joka kevit kukinnan salliessa. Valvotuista risteytyksistd saadaan siemenet solukkolinjojen tuotan-
toa varten. Risteytyskévyt toimitetaan Punkaharjun solukkoviljelylaboratorioon, jossa siemenisti
tehddin ns. aloitukset (ks. kappale 5.3.1). Yhdesté siemenestd saadaan yksi periméltidan yhtenéi-
nen solukkolisdyslinja, josta voidaan monistaa taimia metsénviljelyyn.

Solukkolisdttyd metsdnviljelyaineistoa on ajateltu kéytettdviksi parhailla metsidnviljelyalueilla,
joilla metsdn kasvuun halutaan panostaa erityisesti. Toistaiseksi solukkolinjoja on tuotettu met-
sanviljelyn I- ja Il —vyohykkeille.

Lihtoaineisto viherrakentamiseen ja koristekédyttoon tarkoitettujen kuusten solukkoviljelyyn
saadaan erikoismuotojen lisdystarhoilta. Kuusen kotimaisia erikoismuotoja on kerétty vuosikym-
menten ajan osana metsidnjalostusta ja -tutkimusta. Metlalla on useita erikoismuotokokoelmia,
joista merkittdvimmat ovat Haapastensyrjéssa ja Punkaharjulla. Ndiden lisaksi kuusen kotimaisia
erikoismuotoja on jonkin verran yksityisissd kokoelmissa.
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Valvotussa l. kontrolloidussa risteytyk-
sessd kehittyvd emikukinto eristetddn kui-
tupussiin, joka estdd ilmassa leijuvan
siitepolyn kulkeutumisen kukkaan. Kun
emikukinto on valmis, se hedelmoitetddn
toisesta valikoidusta pluspuusta kerdtyl-
ld siitepolylld. Ndin voidaan sulkea pois
taustapolytyksen mahdollisuus ja varmis-
tua, ettd molemmat vanhemmat ovat ha-
luttuja, risteytykseen valikoituja pluskuu-
sia.

Yhdestd risteytyskdvystd saadaan useita
siemenid, joilla kaikilla on samat kaksi
vanhempaa. Perintotekijoiden uudelleen
Jdrjestymisen vuoksi kaikilla siemenilld on kuitenkin erilainen, yksilollinen perimd. Risteytys-
siemenistd kasvatetut taimet muodostavat yhdessd ns. tdyssisarperheen.

Kuva 3.1. Metsanviljelyaineiston risteytys. Kuva Teijo
Nikkanen.

Lisdystarhojen puita kdytetddn yleensa pistokas- ja vartetuotantoon. Puut kukkivat harvoin, mutta
kukinnan onnistuessa tehdéén erikoismuotojen vilisid risteytyksia tarkoituksena saada risteytyssie-
menet uusien solukkolinjojen tuotantoon. Néin voidaan saada aikaiseksi uusia ominaisuusyhdistel-
mid. Myds erikoismuotojen vapaapdlytyskavyistd voidaan 16ytdéd kaupallisesti kiinnostavia linjoja.

Vuosina 2011ja 2012 tehtiin risteytyksid kahden erityyppisen erikoismuodon vililld: kapealatvai-
nen kuusi risteytettiin punaneulasisen kuusen siitepolylla. Osa risteytysjélkeldisistd on punaneu-
lasisia, mutta kapealatvaisuuden selvittdminen vaatii vield useampivuotista kasvatusta. Linjojen
tuotantoa jatketaan kuusen kukkimisen asettamissa rajoissa. Erityisend tavoitteena on saada aikai-
seksi linjoja, joista voidaan tehokkaasti lisdtd latvukseltaan kartiomaisia tai pallomaisia kuusia.
Aiemmin tehdyt markkinaselvitykset ovat osoittaneet, ettd kotimaisille kartiomaisille havupuille
olisi kysyntéa.

Kuusen erikoismuoto: Meilli luontaisesti esiintyvistd havu-
puista kuusi on ulkoasultaan vaihtelevin. Perimdstd johtuvaa
vaihtelua esiintyy kuusella niin kasvutavassa, neulasten vdris-
sd, rungon ja kuoren kuin kdpyjen rakenteessakin. Erikoismuo-
dosta puhutaan, kun jokin ominaisuus on niin poikkeava, ettd
se ei kuulu endd tavanomaisen lajin sisdisen vaihtelun piiriin.

Koristeelliset erikoisominaisuudet, kuten neulasten poikkea-
va vdri tai latvuksen pallomainen kasvutapa, johtuvat perin-
totekijoissd tapahtuneesta mutaatiosta. Usein kyseessd on ns.
vdistyvd ominaisuus, jolloin erikoismuotoa on hyvin vaikea li-
sdtd suvullisesti ts. siemenestd. Kasvullinen lisdys onkin usein
ainoa vaihtoehto erikoismuotojen taimituotannossa.

Kuva 3.2. Kapealatvaisen kuusen ja punaneula-
sisen kuusen risteytyksesta saatuja solukkotaimia.
Kuva Tuija Aronen.
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3.4 Linjojen laboratoriokasvatettavuus varmistetaan monivaiheisissa
kokeissa

Embryogeenisyys

Kun risteytyssiemenestd saatu alkio asetetaan keinotekoiselle alustalle, se alkaa kasvattaa soluk-
koa muutaman viikon kuluessa (ks. kappale 5.3.1). Kaikki solukko ei tuota alkioita, eika siitd ndin
ollen voida kasvattaa uusia kasviyksiloitd solukkoviljelymenetelmilla. Linjan embryogeenisyys eli
kyky kasvattaa alkioita tuottavaa solukkoa voidaan selvittii jo tdssd vaiheessa mikroskopoimal-
la. Vain embryogeenisti solukkoa kasvattavat linjat valitaan kryopreservoitavuuden testaamiseen.

Kryopreservoitavuus

Kun solukkolinja ei ole viljelyssa, se kryopreservoidaan, eli sitd sédilytetddn syvajaddytettyni nes-
tetypessd Punkaharjun kylmélaboratoriossa. Kidytdssd on havupuille optimoitu kryopreservoin-
timenetelma, jossa solukko esikasvatetaan sokeripitoisilla alustoilla, késitelld4n suoja-aineilla ja
syvdjaddytetddn hitaasti -40 °C:een. Esijaddytetty solukko siirretddn pitkdaikaiseen sdilytykseen
nestetypped siséltdvdan kryotankkiin. Kun kyseinen solukkolinja halutaan ottaa takaisin tuotan-
toon, se sulatetaan nopeasti limpimissé vesihauteessa.

Syvéjaddytys- ja sulatuskésittelyt ovat eldville solukolle rankkoja, ja havupuilla kryopreservoita-
vuus vaihtelee suuresti linjojen vililld. Kaikki solukkolinjat eivét kestd sulatusta, mutta toisaalta
niillé linjoilla, joilla kryopreservointi onnistuu, késittely voidaan yleensd myds menestyksekkéés-
ti toistaa. Vain kryopreservoitavat linjat valitaan alkiontuottokapasiteetin testaukseen.

Alkiontuotantokapasiteetti

Solukon alkiontuotantokapasiteetti eli monistumiskyky on vahvasti perintdtekijoiden sddtelema
ominaisuus, joka on testattava. Monistumiskykyé mitataan suureella, joka ilmoittaa laboratorio-
kasvatuksessa yhdestd grammasta kypsytysalustalle siirretysti tuoreesta lisdyssolukosta saatujen
alkioiden lukumaééran (ks. kappale 5.3.3.).

Metlassa vuosina 2011-2012 tuotettujen solukkolinjojen alkiontuotantokapasiteetissa on suuria
eroja. Vuoden 2011 risteytyksistd aloitettujen linjojen keskiméérdinen alkiontuottokapasiteetti oli
114 kpl / 1g tuoretta solukkoa, mutta vuoden 2012 risteytyksistd saadut linjat tuottivat keskimaa-
rin vain 35 alkiota / 1g tuoretta solukkoa. Vuosien vilisen suuren vaihtelun vuoksi voidaan ar-
vella, ettd perimédn lisdksi alkiontuotantokapasiteettiin vaikuttavat voimakkaasti muutkin seikat.
Parhaimmillaan alkioita on monistunut noin 700 kpl yhdestd grammasta solukkoa.

Tehokkaan massatuotantomenetelmén edellytyksend olisi, ettd tuotantoon saadaan monistusky-
vyltdédn parhaat linjat. Kun tuotetaan linjayhdistelmid, myo0s linjojen tasaisuudella on merkitysta.
Raja-arvot alkiontuotantokapasiteetille voidaan asettaa tuotantomenetelmén vaatimusten ja kas-
vatettavan taimen kayttotarkoituksen mukaan. Metsdnviljelyaineiston linjavalinnoissa tavoitel-
laan korkeampaa monistumiskapasiteettia kuin viherrakentamiseen tarkoitettujen erikoismuoto-
jen linjavalinnoissa.

Alkioiden itaminen

Alkioiden kunnollinen itdminen ja juuren muodostus on edellytys niiden selvidmiselle siirrosta
laboratoriosta kasvihuoneelle (ks. kappale 5.3.3.). Myo6s ndissd ominaisuuksissa on linjakohtaisia
eroja. Tavoitteena on, ettd massatuotantoon valittavat linjat tuottaisivat alkioita, joista on kehittyy
tasalaatuisia taimia laboratoriokasvatuksen viimeisessd vaiheessa, iddtyksessd. [timistd voidaan
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pitdd hyvana, kun alkio muodostaa vahintdin nelja tasakokoista, vihreda sirkkalehted ja alkiossa
ei ole havaittavissa epdmuodostumia. My0s juuren tulisi kehittyd iddtysvaiheen aikana. Hyvin
juuren koko on tasapainossa vihreén verso-osan kanssa. Juurikarvojen muodostuminen tai juuren
haaroittuminen ovat myos hyvén itdmisen tuntomerkkeji. Laboratoriotestausvaiheen aikana kas-
vihuoneella ja kentdlla tehtdviin kokeisiin valitaan itdvyydeltddn hyvét linjat.

3.5 Kenttatesteissa selvitetaan solukkolinjojen menestyminen

Laboratoriokasvatettavuudeltaan parhaat metsanviljelyyn tarkoitetut linjat valitaan kenttétes-
taukseen. Kustakin linjasta kasvatetaan taimitarhalla joukko koetaimia, jotka istutetaan kent-
takokeisiin noin kaksivuotiaina. Solukkotaimien kenttdkokeet toteutetaan jalostusohjelman
kenttitestausmenetelmin mukaisesti. Tavoitteena on testata jokainen linja vdhintddn neljalla
paikkakunnalla ja vdhintddn kymmenelld solukkotaimella / klooni / paikkakunta. Kenttékokeis-
sa mitataan taimien pituuskasvua ja tehddén havaintoja niiden kasvurytmistd, jalkikasvusta seka
taudin- ja tuholaistenkestdvyydesta.

Ensimmaiinen solukkoviljellylld metsénviljelyaineistolla tehtdvé kenttikoe perustetaan kevéilla
2015. Testaustoimintaa olisi resurssien salliessa tarkoitus laajentaa tulevina vuosina. Ensimmai-
sistd kenttidkokeista saadaan kokemusta ja tietoa, joiden pohjalta voidaan arvioida, kuinka kauan
testausta on jatkettava, ennen kuin voidaan varmuudella osoittaa linjojen erinomaisuus ja valita
monimuotoisuuden kannalta riittdvé linjayhdistelmé metsénviljelyyn.

Kun tulokset kenttitestauksesta valmistuvat, valituille klooneille haetaan niiden perusteella Evi-
rasta rekisterdintid metsénviljelyaineistoksi joko alustavasti testattuina — tai my6hemmin, tulos-
ten valmistuttua, testattuina — klooniyhdistelmind. Mikéli massamonistettavien perheiden tuotan-
to toteutuu, Metla hakee my0s niiden rekisterdintid. Metsénviljelyaineistoksi rekisterdidyt linjat
voidaan sulattaa kryosiiliostd ja toimittaa edelleen lisattdvaksi kaupallisiin tarkoituksiin.

Myo6s viherrakentamiseen ja koristekdyttoon tuotetut erikoismuotolinjat testataan ulkokasva-
tuksessa. Testausmenetelmé vaihtelee halutun koristeominaisuuden mukaan. Nuorten neulasten
punainen véri ilmenee jo ensimmaéisend kasvukautena, mutta erikoisen kasvutavan, kuten kapea-
latvaisuuden ilmeneminen edellyttdd useampivuotista kasvatusta ulkona.

3.6 Testatut solukkolinjat kayttoon kasvullisen lisayksen
materiaalipalvelun kautta

Télla hetkelld Suomessa ei solukkoviljelld havupuita kaupallisiin tarkoituksiin. Solukkoviljelyyn
kehitetyt ja testatut aineistot ovat Metlassa. My0s suomalaisten havupuiden solukkolisdykseen
liittyvé osaaminen on keskittynyt Metlaan, jatkossa Lukeen, Punkaharjun solukkoviljelylaborato-
rioon. Aineisto on tuotettu kansallisin varoin ja siksi siitd saatavat hyodyt olisi saatava mahdolli-
simman monipuolisesti kdytdnnon taimituotannon kayttoon.

Aineistoa on suunniteltu tarjottavaksi Metlan kasvullisen lisdyksen materiaalipalvelun kautta.
Palvelunkehitystyotd on tehty yritys-tutkimuslaitosyhteistyossa toteutettuina pilotteina viherra-
kentamiseen ja koristekdyttoon tuotetuilla linjoilla. Palvelumuotoilussa térkeind tavoitteina on
pidetty potentiaalisten asiakkaiden tasa-arvoista kohtelua, lisdyssolukon laatua ja lisdttavyytta,
osaamisen jouhevaa siirtdmistd tutkimuslaboratoriosta kdytdnnon taimituotantoon.
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Taimituottaja

Kuusen
jalostusohjelma

Solukkoviljelylla kohti
massatuotantoa

Kryosailytyskapasiteetin
parantaminen

Uusien tuotantomenetelmien
kayttéonotto

Metsan-
uudistus

Solukkovilmelmit aloitetaan
| joko kypsista tai epakypsista
| siemenalkioista.

E Vuonna 2011 aloitetusta

d 863 solukkolinjasta parhaat
tuottavat 600-700 alkiota/g
solukkoa.

Metlan kryopreservointikapa-
siteettia nostettiin 12 000:n
ndytteeseen vuonna 2012.

Laboratoriomittakaavaan kehitetyt
menetelmét siirretddn kaytantoon
yhteistydssa kaupallisen taimituottajan
kanssa.

Pluspuiden FeE | == —=|lbecec e e = = =4 -
risteytys lisagys € ——————————— ==
|
o Y
Kentta- Pilotointi-
Lo .
P — Valinta = | | Kryosailytys yhteistyd
v T
' \
! Kayttéon
e =TT —R——N=1 > :
* otto
Solukkoviljelylinjat luovutetaan
. B (alustavasti) testattuina klooni-
Kaytto- yhdistelmin, joille on méaari- Massa-
oikeus- tetty kayttoalue. Kauppa
maksu tuotinto

Kuva 3.3. Prosessikaavio kasvullisen lisdyksen materiaalin tuotannosta ja eri toimijoiden roolit.

Toistaiseksi Metlan tarjoama palvelu sisdltdd kolme osiota: (i) testatun ja laadukkaan solukon,
(i1) erinomaiseksi todettujen ja haluttujen linjojen ylldpito- ja pitkdaikaissdilytyspalvelun sekd
(iii) konsultoinnin ja tiedon siitd, kuinka solukko saadaan kasvamaan taimiksi. Kaikille asiakkail-
le tarjotaan samoin periaattein testatut ja valitut linjat. Lisdyssopimukset ja sopimukset linjojen
kayttdoikeuksista tehddédn myos kaikkien asiakkaiden kesken samoin periaattein. Konsultointi
voidaan kuitenkin rddtiloida asiakkaan tarpeisiin sopivaksi. Raatilditdvia tuotteita voivat olla
esim. koulutukset, lisdkonsultointi, muokatut reseptit, menetelmikehitykseen liittyvét testaukset.

Talla hetkelld materiaalipalvelun kautta voidaan tarjota viherrakentamiseen ja koristekdyttoon
tuotettuja linjoja, silld laki ei edellytd tdltd aineistolta pitkdd kenttdtestausta. Aineiston kaupal-
listamisen suunnittelussa on ajateltu my0ds uuteen tuotantomenetelméén siirtymisen riskejd ja
kannattavuutta. Koristekdyttoon tuotetun taimen hinta taimimarkkinoilla on metsanviljelytaimen
hintaa suurempi ja niin ollen on ajateltu erikoismuotolinjojen sopivan uuden teknologian kayt-
toonottovaiheeseen. Kokemusten karttuessa menetelmien kustannustehokkuutta voidaan paran-
taa ja korvata kisitydvaltaisia tydvaiheita automaatiolla.

Kun menetelmit on saatu kustannustehokkaiksi ja riittivd mééra linjoja on saatu testattua ja re-
kisterdityd, voidaan siirtyd solukkoviljelymateriaalin kaupallistamisen toiseen vaiheeseen, met-
sdnviljelyaineiston tuottamiseen. Kauempana tulevaisuudessa voidaan solukkolisdysmenetelmilla
tuottaa arvopuita, joilla hyvin kasvun ja kasvinterveyden liséksi on muita arvokkaita laatuominai-
suuksia. Esimerkkind arvopuista mainittakoon korkean stilbeenipitoisuuden johdosta luontaisesti
lahonkestiavad syddnpuuta tuottava ménty, joiden tuotantomahdollisuuksia tutkitaan parhaillaan.
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Kasvullisen lisdyksen materiaalipalvelun asiakaslupaus

¢ Lisdyssolukko
— Tuoreustakuu, taimituottajalle toimitettava solukko on tuoretta
® alkiontuottokyky on testattu
®  kryopreservoitavuus on testattu,
®  vakuutus siitd, ettd solukko ei ole pilaantunut ylldpidon ja kryosdilytyksen aikana
— Takuuvarmasti sovittua linjaa / yhdistelmdd
® valikoitu parhaimmistosta
® linja tai yhdistelmd soveltuu todistetusti solukkoviljelyyn
® kenttdtestattu, rekisteroity (metsdnviljelyaineisto)
® ominaisuuksien ilmeneminen ja pysyvyys testattu (erikoismuodot)
® linjat tunnistettavissa DNA-markkereilla
® Solukon “varmuuskopiointi” ja ylldpitopalvelu

— Lupaus siitd, ettd lisdysaineistoa on jatkossakin saatavilla kysynndn tarpeen mukaan

® Lukesta loytyy tieto, kuinka solukko saadaan kasvatettua taimiksi

— Luken asiantuntija auttaa asiakasta onnistumaan, asiantuntija kdy asiakkaan tiloissa
ndyttimdssd jokaisen tyovaiheen erikseen, asiantuntijan avustuksella voidaan sovel-
taa ohjeita taimituottajan tuotantoympdristoon

— Tuotekansio “kdyttéohje” — tyoohjeet eri vaiheisiin, muu materiaali

Materiaalipalvelu on edelleen pilotointivaiheessa ja sitd kehitetddn Punkaharjun solukkovil-
jelylaboratoriossa. Kehitystyohon kaivataan lisdé pilotointikumppaneita ja solukkoviljelyla-
boratorion tutkimushenkildkunta toivoo yhteydenottoja kiinnostuneilta kumppaneilta.

Vaihe 1. Kuusen erikoismuodot viherrakentamiseen

o Vaihe 2. Kuusen metsanviljelyaineisto
Menetelmien kayttdonotto

kaupalliseen tuotantoon yritys- | Metsénviljelyaineiston Vaihe 3. Arvopuut
tutkimuslaitos-yhteistyossa. kauppalain vaatimien kirjanpito- — .
kaytantojen ja muiden tyoketjujen | Solukkolisattyjen havupuiden
Kéytanndn massatuotanto- pilotoiminen alustavasti pysyvan kysyntatilanteen
menetelmien kustannustehok- | testatuilla klooniyhdistelmilla. varmistaminen uusilla,
kuuden parantaminen. houkuttavilla tuotteilla.
Tuotannon mittakaavan . )
kasvattaminen rekisterdidyilla Lisaarvon hakeminen
Klooniyhdistelmilla. siirtymavaiheessa tehdyille
investoinneille.

Kuva 3.4. Solukkotaimien markkinoille viennin kolmiportainen malli (Taimiuutiset 2/2013).
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4 Solukkoviljelylaboratorion perustaminen

4.1 Tilat

Solukkoviljelylaboratorion tilavaatimukset eivit vilttdmaittd ole kooltaan suuret, mutta tietyt pe-
rustoiminnot tiloihin olisi saatava mahtumaan. Tilojen ja pintojen tulisi olla helposti siivottavat,
ja kun tilaa kaikille laitteille ja toiminnoille on riittdvasti, myos siivous on helppoa. My0s hyvaan
ilmanvaihtoon, ja tarvittaessa ilmastointiin, on syyta kiinnittd4d huomiota. Varsinaisen laboratori-
on lisdksi on tyontekijoille varattava tila, jossa voi peseytyéd ja vaihtaa vain laboratoriossa kéytet-
tévit vaatteet ja jalkineet.

Jos mahdollista, erityyppiset toiminnot olisi hyvé jakaa eri tiloihin, tai keskittdd samanlaiset toi-
minnot tiettyyn osaan tilasta. Esimerkiksi likaisten tavaroiden tiskaus ja tarvikkeiden sterilointi
olisi hyvai erottaa niin sanotusta puhdastilatydskentelysté, joko erilliseen huoneeseen tai isomman
tilan eri osiin. Puhdastilassa keskitytdin solukkolinjojen késittelyyn vélttden bakteerien tai sieni-
en padsya viljelmiin.

Solukkolinjat vaativat kasvaessaan pimeén tilan, jonka voi saada aikaan erilliselld pimedhuo-
neella. Toisaalta valoa ldpdisemattomat laatikot voivat olla hyva vaihtoehto erilliselle pimedna
pidettdvélle huoneelle. Juurrutettavat alkiot sen sijaan tarvitsevat valoa, ja siihen erillinen kasva-
tushuone hyllyihin kiinnitettyine kasvilamppuineen on tirked. Kasvatushuoneiden ja laatikoiden
lampdtila ei saisi vaihdella kovin paljoa, joten esimerkiksi kesdhelteilld ilmastointilaite olisi hyva
olla kéytettdvissd. Huoneiden ldmpdtilaa on syyti tarkkailla péivittdin. Valaistuksen yo/pdivé sda-
detdén ajastimen avulla, ja valon midrda voidaan rajoittaa kasvatuksen alussa esimerkiksi asetta-
malla juurrutettavien alkioiden péélle harsoja.

Kuvat 4.1. Kasvatushuone a) solukkoviljelmien sailytykseen pimedssa ja b) kasvatushuone alkioiden juur-
rutukseen valoisassa. Kuvat Lassi Palmujoki.
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Varastotilaa on myds syytd varata, kuten myds hyllyjd, kaappeja ja vetolaatikoita itse laborato-
riotilaan. Ty0tasoja on oltava riittdvésti, ja niiden, kuten myds muun tilan, pintamateriaalien on
oltava kestévia ja helposti puhdistettavia. Lattia ei saa olla liukkaasta materiaalista, ja muutenkin
tyoturvallisuusseikkoihin on hyva paneutua laboratorion perustamista suunniteltaessa.

4.2 Laitteet ja kayttotavara

Yksi tarkeimmistd, ja kallein, laitehankinta on autoklaavi. Se on erddnlainen hoyrypainekattila,
jonka toiminta perustuu korkeaan lampdtilaan, riittdvadn késittelyaikaan, ylipaineeseen seké kyl-
laiseen vesihOyryyn. Silld steriloidaan kaikki kdytettdvéat vélineet ja liuokset, eli tuhotaan niistd
mm. bakteerit ja homeet. Sitd ennen tarvikkeet pestddn laboratoriokdyttdon soveltuvassa astian-
pesukoneessa. Pesun jilkeen, ennen autoklavointia, tavarat pitdéd kuivata joko ajan kanssa, ko-
neellisesti tai kdsin pyyhkimélld. Kuivauksen jdlkeen tavarat laitetaan autoklavoinnin kestdvéan,
titviisti suljettavaan autoklaavipussiin. Pussi on toiselta puolelta muovia ja toiselta puolelta vesi-
hoyryn ldpdisevad paperia. Pussi suljetaan vakuumilaitteen avulla. Viliaikaisesti tavaroiden ste-
rilointiin voidaan kdyttdd myo0s ldmpokaappia, johon saadaan vahintddn 120°C:a neljan—kuuden
tunnin ajaksi, mutta joka tapauksessa tarvittavat liuokset on steriloitava autoklaavissa.

Tutkimuslaboratorioissa solukkoviljelyssé kéytettéva vesi puhdistetaan kaksivaiheisesti seké tis-
laamalla, ettd suodattamalla se ionivaihtopatruunoiden lapi. Vedenpuhdistuslaitteistot ja niihin
vuosittain vaihdettavat osat ovat melko kalliita, ja hyvélaatuinen, vahidn epdpuhtauksia siséltdva
vesijohtovesi voi soveltua kéytettiviksi joko sellaisenaan tai vain tislattuna.

Kuva 4.2. a) Vedenpuhdistuslaite ja b) autoklaavi. Kuvat Lassi Palmujoki.
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Kuva 4.3. Pientarvikkeet autoklavoidaan kuu-
mentamalla suljettavissa pusseissa. Kuva Lassi
Palmuijoki.

Kuvat 4.4. Vaakavirtauslaminaareja ja kaasuletkun paéssa olevat bunsenliekittimet. @) Kahden hengen
laminaarissa myds pdytatasoon kiinnitettava luuppilamppu, b) yhden hengen laminaarissa stereomikros-
kooppi. Kuvat Lassi Palmuijoki.

Solukkolinjojen kisittely tapahtuu ns. vaakavirtauslaminaarissa. Vaakavirtauslaminaari puhaltaa
suodattimilla puhdistettua ilmaa laminaarista ulospdin, niin ettd mahdolliset huoneilmassa olevat
bakteerit ja homeitiot eivit pdédse laminaariin. Laminaarissa on oltava vélineiden puhdistusta var-
ten mahdollisuus kéyttad bunsenliekkid, joko irrallisella kaasusdiliolla tai kiintedlld kaasuyhtey-
delld. Tyovilineet, kuten pinsetit, kéytetddn ensin etanolissa ja etanoli poltetaan pois liekittdmalla
bunsenliekissé. Vaihtoehtoisesti vilineiden puhdistukseen tyon aikana voi kiyttdd helmihaudetta,
jossa pienet lasihelmet kuumennetaan 200 °C asteeseen niin, ettd lika ja bakteerit pinseteissé ja
muissa vélineissd palavat pois kuten liekitettdessa. Stereomikroskooppi tai luuppilamppu helpot-
taa viljelmien késittelemisté erityisesti alkioiden poimintavaiheessa.
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Kuva 4.5. a) Pinsetteja helmihauteessa. b) Valineiden sterilointia alkoholilla ja bunsenliekilld. Kuvat Lassi
Palmujoki.

Kuva 4.6. a) Putkisekoittaja.

b) Lampdlevylla varustettu magneet-
tisekoittaja.

Kuvat Lassi Palmujoki.

Kasvatusalustojen valmistuksessa tarvitaan pipettejd, joilla voidaan mitata liuoksia 0,5 ul — 5 ml
tarkkuuksilla. My0s erikokoisia mittalaseja ja -pulloja tarvitaan. Kasvatusalustaliuvoksen pH on
tarkistettava pH-mittarilla. Kiinteiden aineiden mittaamiseen tarvitaan spaatteleita tai lusikoita,
sekd vaaka jonka mittaustarkkuus on vahintiddn 0.01 g. Lampolevylld varustettu magneettisekoit-
taja on hyvi liuoksen sekoittamiseen niin, etté kiintedt aineet liukenevat kunnolla. Putkisekoittaja
eli vortex on hyvé kun sekoitetaan pienen purkin tai putken sisdltd ennen kuin sieltd pipetoidaan
haluttu méara nestetta.

Liuosten ja niiden ainesosien sdilytykseen tarvitaan pakastin seké jddkaappi, lukittavat kuiva-
aine- ja alkoholikaapit kuuluvat myos laboratorion varustuksiin. Jos kasvatusalustoja tehddan
késityond suuria médrid kerrallaan, liuoksen annosteluun voi hankkia pumppuannostelijan, joka
jalan polkaisulla tai kevyelld kéden painalluksella annostelee tietyn méérin liuosta. Kasvatus-
alustojen valmistuksessa voidaan myds hyodyntdd automatiikkaa: saatavilla on laitteistoja, jot-
ka sekd steriloivat kasvatusalustan ettd annostelevat sen valmiiksi merkittyihin kasvatusastioihin
kuten petrimaljoihin.

Alkion kypsytysvaiheen aloitus ja / tai solumassan tehokasvatus on suositeltavaa tehdé ns. vesi-

imulaitteella, jossa erikoisvalmisteisessa kartiopullossa on mansetin tukemana ns. Biichner-sup-
pilo. Kartiopullo liitetdén haaroitetun vesipisteen sivuhaaraan muoviletkulla, ja kun veden anne-
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taan valua, muodostuu kartiopulloon alipaine, joka imee nesteen suppilossa olevan steriloidun,
kertakdyttdisen suodatinpaperin lépi pulloon. Vesi-imulaitteessa suositellaan kéytettéviksi What-
manin suodatinpapereita numero 2. Numero kertoo filtteripaperin ldpdisykyvystd, ja numero 2 on
todettu parhaaksi solukkoviljelyssi, jossa ravinteiden pitdd imeytyé filtterin 1dpi solujen kadyttoon.

Laitteiden toimintavarmuutta ja kayttoikaa lisdavat niille maardajoin tehtavit huollot. Laitteiden
ja laboratorion pientarvikkeiden toimittajia on useita, mm. Labnet Oy, Sarstedt Oy, VWR Inter-
national. Hintavertailua ja kilpailutusta kannattaa harrastaa sadnnollisesti.

= p | . ___ -, I -

Kuva 4.7. a) Alustan pH mitataan ja s&&detéén tarvittaessa miedolla hapolla tai eméksella. b) Vaako-
ja kiinteiden aineiden punnitsemiseen. ¢) Automaattinen alustanvalmistuslaitteisto: oikealla alustaliemen
autoklaavi eli sterilointilaite, keskelld printteri jolla saadaan teksti maljan kylkeen ja vasemmalla maljojen
tayttoyksikkd. Kuvat Lassi Palmujoki.

28



Metlan tyoraportteja 310
http://www.metla.fi/julkaisut/workingpapers/2014/mwp310.htm

Kuva 4.8. a) Pipetteja nesteméisten aineiden annosteluun. b) Kasikayttdinen pulloon liitettava annostelija.
c) Lasi- ja muovitavaraa. Kuvat Lassi Palmujoki.

Kuva 4.9. a) Vesi-imulaitteen letku kiinnitetdan soveltuvaan vesihanaan. b) Vesi-imuletkuun liitetty kartio-

pullo, Blichner-suppilo ja sen sisélla oleva suodatinpaperi. ¢) Kertakayttoiset suodatinpaperit steriloidaan
autoklaavissa. Kuvat Lassi Palmujoki.

4.3 Kulutustavarat

Aseptinen tydskentely vaatii jonkin steriloivan aineen kaytt6d, halvin ja turvallisin on etanoli.
Etanolia toimittaa Altia, mutta sen kaytto vaatii luvan, jossa médritellddn kuinka sitd on sdilytettd-
vé (lukitussa kaapissa) ja kuinka kéyton kirjanpito on hoidettava. Denaturoimattomien ja lievésti
denaturoitujen etanolien (Altian nimikkeet NatuClear ja Etax) kéyttolupiin ja valvontaan liittyvis-
td asioista (esim. maksuista) lisdtietoja antaa Valvira.

Kasvatusalustoihin kdytetdédn erilaisia kemikaaleja, kuten kivenniisaineita, vitamiineja sokeria,
yms. Niitd voi ostaa usealtakin toimittajalta, joista suomessa toimivat mm. VWR ja Sigma-Ald-
rich. Monia eri kasvilajien solukkoviljelyssé kéytettyjd kasvatusalustoja voi myds ostaa valmiina
kivenndisaineet ja vitamiinit sisdltdvini seoksina, joihin tarvitsee lisdtd vain vesi, sokeri ja kasvi-
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hormonit. Valmiitakin kasvatusalustoja on saatavilla, niitd valmistaa esim. Duchefa. Hintavertai-
lua ja kilpailutusta on syytd tehdd my6s kemikaalien hankinnassa.

Useasta kemikaalista valmistetaan erilaisia laatuja erilaisilla puhtausasteilla, solukkoviljelyssé
riittdd esimerkiksi >98 % puhtausaste, jolloin tuote voi olla huomattavasti halvempi kuin >99 %
puhtausasteen tuote. Kemikaaleja tilatessa ja kdytettdessd on syytd tutustua niiden kayttdturvalli-
suustiedotteisiin, joissa kerrotaan niiden turvallisuudesta, kiytostd, sdilytyksestd ja vanhentunei-
den kemikaalien hdvittdmisestd. Kemikaalit on séilytettdvd kayttdohjeen mukaan joko huoneen-
lammossé, jadkaapissa tai pakastimessa. Purkin kylkeen on hyvé kirjoittaa milloin se on tullut ja
milloin purkki on avattu, ndin tiedetddn poistaa vanhentuneet aineet. Kasvatusalustat tehddén esi-
merkiksi kaupasta tai tukusta saataviin kertakdyttopakasterasioihin, tai ns. petrimaljoille.

Kasvavan solumassan késittelyyn tarvitaan pinsettejd. Niitd 16ytyy erilaisia malleja, joista jokai-
nen voi valita itselleen sopivimmat. Yleensé pinsettejd on kaytossd lyhyttd ja pitkdd mallia, esi-
merkiksi n. 13 ja 18 cm pitkié. Jos kasvatusalustat on tehty petrimaljoille, kietaistaan sen ympa-
rille pitkd parafiinia (Parafilm® M), joka on muovista valmistettu, venyvi ja kaasuja ldpdiseva
materiaali. Se estdd maljoja avautumasta liikuteltaessa ja bakteerien tai muiden haitallisten elioi-
den péadsyn maljalle.

Alustojen valmistuksessa kéytettdviin pipetteihin tarvitaan liséksi muovisia irtokdrkid. Jotkin
kasvatusalustan ainesosat, kuten L-glutamiini, tuhoutuvat yli yli +60 asteessa, joten ne on au-
toklavoinnin jdlkeen, nesteen jadhdyttyd lisittdva alustaliemeen kertakayttoisilla ruiskuilla ja nii-
hin kiinnitettavilla steriilisuodattimilla.

Kuva 4.10. a) Eri valmistajien ja maahantuojien kemikaaleja. Kuva Lassi Palmujoki. b) Parafilmia kaytetdan
petrimaljojen sulkemiseen. Kuva Timo Kilpeldinen

4.4 Osaaminen
Solukkoviljely vaatii toisaalta erikoisosaamista ja kokemuksen kartuttamaa tietoa esimerkiksi al-

kioiden kasvusta, toisaalta itse tekninen suorittaminen ei vaadi kuin hiukan sormindppéryyttd. So-
lukkoa késiteltdessa tirkeintd on erottaa tuorein solukko vanhasta, ja alkioiden “kypsyyden” taso
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on hyvé oppia tunnistamaan, jotta itiméén saadaan sopivan kehitysasteen saavuttaneita alkioita.
Itdneiden alkioiden istutusvaihekin on arvioitava enemman taimien ulkoniddn kuin kalenterin pe-
rusteella. Aseptinen tyoskentely on omaksuttava, ja riskitekijit, kuten etanolin ja tulen késittely,
on tiedostettava. Henkiloston kouluttamisesta voidaan sopia Luonnonvarakeskuksen kanssa.

On olennaista, ettd solukkotaimia tuottavassa yrityksessd on ainakin yksi henkild, joka ymmaér-
tédd hyvin koko prosessin. Kun tuotantoa laajennetaan, kéyttokelpoista osaamista eri tyovaiheisiin
voidaan saada lisdtyovoiman lyhyaikaisella tyossdoppimisella. Henkiloston kouluttamisesta voi-
daan sopia Luonnonvarakeskuksen kanssa.
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5 Kuusen solukkolisayksen tyovaiheet
5.1 Aseptisen tyoskentelyn perusteet

Solukkoviljelmien suojaamiseksi bakteeri- ja sienikasvustoilta on hyvéd noudattaa steriilin eli
aseptisen tyOskentelyn periaatteita. Huolellisella aseptisella tydskentelylld turvataan solukkovil-
jelmid my®ds ristikontaminaatiolta, eli eri kasvatuslinjojen sekoittumiselta. Myds tyontekijén tur-
vallisuus otetaan huomioon aseptisesti tydskennellessa.

Solukkolinjojen késittely tapahtuu erillisessd puhdastilassa, esimerkiksi muulta toiminnalta rau-
hoitetussa tilassa olevassa vaakavirtauslaminaarissa. Laminaarissa kdytettdvit vilineet pestdan
ensin hyvin, kuivataan ja steriloidaan mieluiten autoklaavilla, jossa paineen ja liammédn vaikutuk-
sesta haitalliset mikrobit kuolevat. Myos tarvittava vesi steriloidaan autoklavoimalla. Steriloinnin
onnistumista seurataan tavaroihin kiinnitettdvan indikaattoriteipin tai erillisen indikaattoriliuskan
(bowie dick-testi) avulla.

Ennen tydskentelyn aloittamista tyontekija pukeutuu laboratoriotydskentelyyn varattuihin vaat-
teisiin ja kenkiin. Koska tydskennellessd kéytetdén puhdistusaineena ihoa kuivattavaa etanolia,
on hyva kayttdd suojakésineitd, tai suojata kiddet suoja-aineella (esimerkiksi Pineline, Wiirth).
Tarvittaessa voi kdyttdd myds hengityssuojaimia.

Tyopdiva aloitetaan laittamalla laminaari péélle, silld ilmavirtauksen pitdéd antaa tasaantua n. 30
minuuttia ennen tyoskentelyn aloittamista. TyOskentely aloitetaan pyyhkimélld laminaarin sisi-
pinnat huolellisesti 70 % etanolilla kastellulla liinalla, paperilla tai pumpulilla. My6s kaikki tar-
vikkeet, pullot yms. puhdistetaan etanolilla ennen laminaariin vientid. Pyyhkimiseen tarkoitettu
liina kastellaan ensin kauttaaltaan, ja etanolia lisatdén esimerkiksi suihkepullosta aina tarvittaes-
sa. Kédet pyyhitdan etanolilla aina kun tydskentely aloitetaan ja aika ajoin tydskentelyn kuluessa.
Ty6skentelyn aikana kisiteltdvaan kas-
visolukkoon ja steriloituihin kasvatus-
alustoihin kosketaan vain steriloiduilla
vilineilla.

Laminaarissa kdytdssd olevia tarvik-
keita, esimerkiksi pinsettejd, joudutaan
puhdistamaan my0s kdyton aikana. Se
tapahtuu kastamalla ne 96 % etanolis-
sa ja polttamalla kaasuliekissd. Puhdis-
tuksessa on noudatettava varovaisuutta,
liekki ei saa polttaa kittd tai alkoholi
padstd syttymddn! Laminaarin l&hei-
syyteen onkin syytd sijoittaa sammu-
tuspeite. Tarvikkeiden puhdistus teh-
dain jokaisen késitellyn solukkolinjan,
rasian, tai maljan vélilld. Vaihtoehtoi-
sesti voi kéyttdd myods helmihaudetta.
Laminaari puhdistetaan pyyhkimalla

Kuva 5.1. Laminaari ja sielld olevat tavarat pyyhitéén 70 %  sisdpinnat 70 % etanolilla myds ennen
etanolilla. Kuva Lassi Palmujoki. sen sulkemista tyOpdivan paitteeksi.

u
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5.2 Kasvatusalustojen valmistus

Kasvisolukko tarvitsee elddkseen ja kasvaakseen kasvualustan, jossa on tarpeellinen mééra soke-
reita, vitamiineja ja kivenndisaineita, seké kasvuvaiheeseen sopivia hormoneja. Solukon lisdédmis-
vaiheessa kasvualustaan lisdtddn kasvuhormoneista auksiinia (esim. 2,4-Dichlorophenoxyacetic
acid) ja sytokiniinid (esim. BA, 6-Benzylaminopurine). Kun solukosta halutaan kypsyttda alki-
oita, vaihdetaan kasvunsaatelijaksi abskissihappo (ABA, (£)-2-Cis-4-trans-Abscisic acid). Alki-
oiden juurrutus tapahtuu hormonittomalla alustalla. Tarkemmat tiedot alustojen koostumuksesta
ovat liitteessd 1.

Kuusen alkioita tuottavaa solukkoa on perinteisesti kasvatettu puolikiintedlld alustalla, mutta
my0s liemikasvatusta on tutkittu. Kasvatusalustan kiinteyttdmiseen on tarjolla erilaisia vaihtoeh-
toja, joista perinteisin on agar. Jotkin agarit saattavat kuitenkin osittain nesteytyé varsinkin jos
kasvatusalustoja pidetédn pystyasennossa, kuten alkioiden iddtysvaiheessa tehddén. Suositeltava
vaihtoehto on Phytagel™ (Sigma-Aldrich), jota kiytetéin yleisesti havupuiden solukkoviljelys-
sd. Kasvatusalustat voidaan valaa esimerkiksi pydreille petrimaljoille (halkaisija 9 cm), 250 tai
500 ml pakasterasioihin, tai vaikkapa salaattirasioihin. Téarkeintd on, ettd alustat tehdddn puhtailla
materiaaleilla ja valetaan puhtaisiin astioihin.

Alustan tekoa varten kannattaa tehdi ns. varastoliuoksia, eli liuottaa kiinteét aineet ohjeiden mu-
kaiseen liuottimeen, yleensd veteen. Yhdessa varastoliuoksessa voi olla useita kivenndisaineita ja
vitamiineja. Varsinainen kasvatusalusta valmistetaan sitten yhdistimaélli ja laimentamalla varas-
toliuoksia. Alustan tekoa varten varataan riittdvan kokoinen astia, johon pipetoidaan tai mitataan
mittalasilla tarvittava maéra liuoksia, ja punnitaan ne kiinteét aineet joista ei ole tehty varastoliu-
oksia, kuten esimerkiksi sokeri. Lopuksi lisdtddn vettd lopulliseen tilavuuteen ja sekoitetaan hy-
vin niin, ettd kiintedt aineet liukenevat kunnolla.

Ennen autoklavointia liuoksesta mitataan pH, ja tarvittaessa sdddetdén laimealla hapolla (esim.
suolahappo, HCI) tai emékselld (esim. natriumhydroksidi, NaOH). Jotkut ainesosat, kuten amino-
happo L-glutamiini, hajoavat kuumennettaessa, joten ne on liséttiava liuokseen vasta autoklavoin-
nin jélkeen. L-glutamiinin liuottamista varten kannattaa ottaa riittdvd méaara alustalientd sivuun
ennen autoklavointia, silld lisdys tapahtuu ruiskuttamalla liuos steriilisuodattimen ldpi autokla-
voituun alustaan.

Kuva 5.2 a) Alustaan tarvittavat varastoliuoserat on numeroitu ja k&ytetyn erdn numero siirretaan val-
misteilla olevan alustan kirjanpitoon. Myds valmistuva alustaera numeroidaan. b) Esimerkiksi hormoneja
kéytetdan pienid maaria ja mikrolitrat on pipetoitava tarkasti. Kuvat Lassi Palmujoki.
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Kuva 5.3. a) Osa alustan ainesosista on jauheita ja ne punnitaan analyysivaa’alla. b) Kun kaikki ainesosat
on lisatty, taytetddn astia haluttuun tilavuuteen vedella. Kuvat Lassi Palmuijoki.

Maljojen tai rasioiden valuun voidaan kdyttdd automatiikkaa, mutta valaminen onnistuu myds
pullosta kaatamalla, tai késikéyttoistd annostelijaa kdyttden. Kasvatusalustojen valmistuksesta
kannattaa pitdd kirjaa, ja esimerkiksi numeroida alustaerit sekd varastoliuokset. Tima helpottaa
seurantaa ja esimerkiksi mahdollisesti ilmaantuneen kontaminaation vaikutusten rajaamista, kun
tiedetddn, mitd alustaerdd ja liuoksia on milloinkin kaytetty.

Jadhtyneet kasvatusalustat sdilytetddn hyvin suljettuina pimedssd, kuivassa, viiledssi ja mieluiten
muovipusseissa kuivumisen ehkdisemiseksi. Jos alustat kidytetddn alle 2 viikkoa valmistuksen jil-
keen, niitd voidaan sdilyttdd myos huoneenlammdssd. Muutama malja jokaisesta valmistuserésté
voidaan viedd ldmpokaappiin tai muuhun tilaan jossa on n. +37 asteen lampdtila, jotta mahdolli-
set kontaminaatiot tulevat esiin nopeammin kuin huoneenldmmossa. Solukon lisdys- ja alkioiden
idétysalustat sdilyvit kiyttokelpoisina n. 2 kk, mutta alkioiden kypsytysalustan ABA-hormoni on
helposti hajoava, ja kypsytysalustat onkin syyté kéyttdd mahdollisimman pian. ABA on erityisen
herkké hajoamaan valon vaikutuksessa, joten alustoja ei kannata tehda ja sdilyttdd valonldhteen
vieressd, mieluummin tulisi kdyttdd mahdollisimman vahdistd valaistusta valmistuksen aikana.

Kuva 5.4 Autoklavoinnin jélkeen alustaliemi voi-
daan ja&hdyttda tasaisesti ldmpohauteen avulla.
Kuva Lassi Palmujoki.
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Kuva 5.5. a) Aineet jotka eivat kestd kuumennusta lisatdén autoklavoinnin jalkeen jadhtyneeseen alusta-
liemeen steriilisuodattimen Iapi ruiskuttamalla. b) Alusta voidaan valaa kaatamalla suoraan pullosta. Kuvat
Lassi Palmujoki.

5.3 Solukkoviljely
5.3.1 Viljelmien aloitus ja siilytys

Kuusen solukkolinjojen aloitukset on tehty epakypsistd siemenistd, jotka saadaan Metsénjalos-
tusohjelman mukaisista risteytyksistd. Myos jatkossa Luonnonvarakeskus hoitaa aloitusten teon
testatusta ja valikoidusta materiaalista.

Kévyt kerdtddn kun ldmpdsummaa on kertynyt 700-900 (kasvukauden vuorokausien keskildm-
potilojen summa, jossa huomioidaan keskildmpotiloista viiden asteen ylittdvé osa). Kévyt hal-
kaistaan ja siemenet kerdtddn petrimaljalle jossa on vahdn vettd. Aluksi siemenet pestdin lisda-
mélléd veteen tippa asianpesuainetta ja huljuttelemalla maljaa, astianpesuainevesi kaadetaan pois
maljan kantta raottaen, tai kaatamalla siemenet teesiivilddn tai teepalloon, jonka avulla huuhtelut
ja jatkosteriloinnit on helppo tehda. Pesun jilkeen siemenet huuhdellaan kolme kertaa, jonka jal-
keen ne steriloidaan 70 % etanolissa n. 3 minuutin ajan. Steriloinnin jdlkeen ne huuhdellaan ste-
riloidulla vedella.

Siemenkuori ja siemenvalkuainen aukaistaan varovasti, ja niiden sisilld oleva kehittyvi siemen-
alkio siirretdéin kasvatusalustalle. Téssé vaiheessa stereomikroskooppi tai suurentava luuppilamp-
pu on hyvé apu. Alkioiden annetaan olla pimeéssi ja huoneenlimmdssa kunnes ne alkavat tuottaa
alkiontuottokykyistd eli embryogeenistd solukkoa. Jokainen solukkoviljelmén aloitukseen kéy-
tetty siemenalkio saa yksiloidyn numeron. Yhdestd siemenalkiosta kasvanut solukko siirretdan
omalle uudelle alustalleen, ja edelleen kasvaneesta solumassasta siirretdén uusinta kasvustoa tuo-
reelle alustalle 12—14 vrk vilein. Ndin yhdesti alkiosta syntyy yksi numeroitu solukkolinja.

Kun solukkoa on kasvanut riittavésti, sitd sdilotddn kryopreservoimalla eli upottamalla hitaasti
jéddytetyt ndytteet nestemiiseen typpeen. Kryopreservoiduista solukkolinjoista sulatetaan néyte-
erit, tarkoituksena selvittdd solukkolinjan kyky selviytyéd pakastamisesta, ja selviytyneen linjan
kyky tuottaa alkioita. Vain kryopreservoinnin kestiva ja hyvin alkioita tuottava linja sdilytetdan
nestetypessé taimituotantoa varten.
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Kuva 5.6. a) Aluksi epékypsa, etanolilla pyyhitty kapy halkaistaan. b) Siemenaiheet irrotetaan kapysuomu-
jen alta. ¢) Siemenaiheet steriloidaan etanolissa. Kuvat Lassi Palmujoki.

= e ¥ ¢

N, © Kuva 5.7. a) Kuusen epakypsia siemenalkioita kasvatusalustalla. Kuva Lassi
u Palmujoki. b)Siemenalkiosta kasvamaan lahtenytta alkiontuottokykyista so-
lukkoa. Kuva Saila Varis. €) Solukkondytteet sailotdan -196 asteiseen neste-
typpeen useiksi vuosiksi. Kuva Tuija Aronen.
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5.3.2 Solukon monistaminen

Siirrostuksessa ja muussakin tydssd noudatetaan aseptisen tyoskentelyn periaatteita. Ennen kan-
nen avaamista jokainen kasvatusrasia tai -malja on syyté tarkastaa mahdollisen bakteeri- tai ho-
mekasvuston varalta. Saastunutta maljaa ei késitelld samanaikaisesti puhtaiden kasvustojen kans-
sa, ja jos siltd yritetddn pelastaa solukkoa tai alkioita jotka eivét ole bakteeri- tai homekasvuston
kanssa kosketuksissa, se tehddidn esimerkiksi pdivédn paatteeksi.

Kasvuun ldhtenyttd solukkoa lisdtédédn siirrostamalla tuoreinta solukkoa uusille kasvatusalustoille
12-14 vrk:n vélein. Eri linjat voivat kasvaa eri tahtia, ja joskus siirrostusvéli on syyta olla vieldkin
lyhyempi. Siirrettévé tuore solukko on valkeaa, ilmavaa ja se irtoaa helposti vanhemmasta solu-
kosta. Oikeanlaisen alkiota tuottavan solukon tunnistaminen vaatii pienen harjoittelun. Yleensi
solukkoa kasvatetaan kiintedlld alustalla pienind paloina, joiden reunoilta tai alta tuorein solukko
16ytyy. Tama on kuitenkin kisitydvaltaista tyotd, ja soveltuu tutkimustyohon, jossa solumassan
mééri / linja on pieni ja linjaméddra suuri. Kaupallisessa tuotannossa linjamééra on huomattavasti
pienempi, mutta solumassaa pitdd kasvattaa enemman / linja.

Solukkoa voidaan tehokasvattaa kiintedlld alustalla levittdmaélld se suodatinpaperille vakuumi-
suodatuksen avulla ja sijoittamalla suodatinpaperi tuoreelle kasvatusalustalle. Vakuumisuodatus
aloitetaan siirtdmélld noin 150-200 mg tuoreinta solukkoa putkeen tai purkkiin, jossa on kasva-
tusalustalientd n. 3 ml. Putkea tai purkkia ravistellaan kevyesti niin ettd solumassa hiukan hajoaa,
jonka jilkeen putken siséltd kaadetaan reidlliseen ns. Biichner-suppiloon jossa on siihen sopiva
suodatinpaperi. Suppilo on liitetty mansetin avulla kartiosdilioon, joka puolestaan on kiinnitetty
letkun avulla vesihanaan (kuvat 4.20-4.22). Juoksevan veden vaikutuksesta muodostuva alipaine
imee nesteen suppilosta suodatinpaperin lapi alapuoliseen séilioon, ja suodatinpaperille jaa tasai-
nen kerros solumassaa. Suodatinpaperi siirretdéin kasvatusalustalle, ja lisdystéd jatketaan 12—14
vrk:n kuluttua, tai tuorein kasvusto kdytetidén 5—7 vrk kuluttua siirrostuksesta alkioiden kypsytyk-
seen. Jokaisen solukkolinjan jélkeen biichner-suppilo huuhdellaan steriililld vedelld ja pyyhitdan
steriililld paperilapulla.

Solukkolinjat eivét ole ikuisia, vaan niiden alkiontuottokyky laskee ajan myo6ta. Eri linjojen valil-
14 on tosin eroja, maailmalla on my®os usean vuoden ikiisid, jatkuvasti uudistettuja linjoja, jotka
edelleen tuottavat alkioita. Kun siirrostusvilit pidetdan lyhyina ja olosuhteet ovat oikeat, voidaan
hyvié linjoja kasvattaa ja alkioita tuottaa useita kuukausia, jopa vuosia, mutta joku linja saattaa
hyvistdkin ponnisteluista huolimatta kuolla muutamassa viikossa.

Kasvisolukkojen tehokasvatukseen on kehitelty myo0s erilaisia liemikasvatukseen perustuvia ns.
bioreaktoreja. Malleja ja valmistajia on monia (esim. RITA®, PlantForm®, SETIS®), mutta ylei-
simmissd kasvatuslientd annostellaan solukolle tasaisin véliajoin paineilman avulla). Liemen
koostumusta vaihtaen kasvatusta voidaan jatkaa nopeasti ja ilman késityotd seuraavaan vaihee-
seen, eli alkioiden kypsytykseen.
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Kuva 5.8. a) Solukkoa siirretdén uudelle kasvatusalustalle pinsettien avulla. Kuva Susanne Heiska. b)
Steriilid kasvatuslienta pipetoidaan kertakayttdisiin koeputkiin. ¢) Solukkoa lis&taan liemeen. Kuvat b ja ¢
Lassi Palmujoki.
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Kuva 5.9. a) Koeputkea ravistellaan. b) Koeputken siséltd kaadetaan biichner-suppiloon. ¢) Kasvatuslie-
mi on imeytynyt suodatinpaperin lapi. d) Suodatinpaperi siirretdan kiinteélle kasvatusalustalle. Kuvat Lassi
Palmujoki.
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5.3.3 Kasvullisten alkioiden kypsytys ja idétys

Kasvullisten alkioiden kypsytyksen aloitus, eli maturaatio, tehddén samalla tavalla kuin embryo-
geenisen solukon tehokasvatuksen aloitus. Tuoreinta eli 5-7 vrk:n ikdisti solukkoa otetaan 150-
200 mg putkeen tai purkkiin jossa on n. 3 ml alkioiden kypsytysalustaa liemend, mutta ilman
ABA-kasvihormonia. Putkea tai purkkia ravistellaan napakasti, ja sisiltdé kaadetaan suppiloon
jossa on suodatinpaperi. Vesi-imulaite toimii kun putken neste on levinnyt suodatinpaperille tasai-
sesti. Muutaman sekunnin kuluttua, kun kaikki ndkyva neste on imeytynyt alapuoliseen siilioon,
suodatinpaperi siirretddn suppilosta alkioiden kypsytykseen tarkoitetulle kasvatusalustalle, jossa
on ABA —kasvihormonia.

Alkioita kypsytetddn pimedsséd, huoneenldmmossé linjasta riippuen n. 8 viikkoa. Kypsé alkio on
n. 2 mm pitkd ja siind on kehityksen alussa olevia sirkkalehtid, ja sen varsi on tasainen. Alkion
ulkomuoto kuitenkin vaihtelee linjasta riippuen; toisilla sirkkalehtien alut ovat paksummat ja ly-
hyemmiit kuin toisilla, ja varsi saattaa olla maljamainen, tai hiukan kéyrd. Koko saattaa vaihdella
linjan sisélldkin, alkio saattaa olla muuten hyvin kehittyneen oloinen, mutta pieni. Paitsi laatu,
my0s mairé voi vaihdella linjojen vélill4, mutta myds linjan sisélld eri maljoilla ja eri kerroilla.
Metlassa ja tulevassa Luonnonvarakeskuksessa panostetaan sellaisten solukkolinjojen valintaan,
jotka tuottavat laadukkaita alkioita riittdvid maarid kaupalliseen tuotantoon, mutta vaihteluun on
silti varauduttava my®os itse tuotannossa.

Kypsit alkiot voi siirtdd kylmééan (n. +4°C) odottamaan idétysté. Alkioiden itdmiskyky séilyy hy-
vand jopa 6kk sdilytyksessa, ja itse asiassa itdvyys jopa paranee.

Kypsyneet alkiot siirretddn itdméén alustalle, jossa ei ole hormoneja. Iddtysalustalle voidaan siirtda
koko maturaatioalustan sisélto sellaisenaan, tai alkioista valitaan vain parhaimman nékdiset. Kum-
massakin tapauksessa alkiot levitetdén idétysalustalle tasaisesti niin, etté niilld on tilaa kasvaa.

Alkioiden idétys on hyvé tehdé niin, ettd valon maéra lisddntyy iddtyksen aikana, ja yon pituus on
korkeintaan 8 tuntia. Alkioita voi idéttdd myos jatkuvassa valossa. Valon mairda voi sdddelld esi-
merkiksi harsokankailla, joiden kerrosmééraa juurtuvien taimien péélla vihennetéén viikoittain.
Alkioiden idétys tapahtuu huoneenldmmaossé. Riippuen kasvatusalustan méarista pakasterasiassa
tai maljalla, itdvét alkiot on hyva siirtdd n. 4-5 viikon idssé tuoreelle alustalle. Alkioiden annetaan
itdd kunnes niilld on vahvat, valkoiset juuret ja hyvét tummanvihredt sirkkaneulaset.

¥
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Kuva 5.10. a) Hyvin kehittyneelld alkiolla on nelja tai useampi sirkkalehden alku, suora varsi ja ehja juuri-
paa. Oikealla olevein alkioiden kehitys ei ole onnistunut. b) Alkioita itdmassa. Kuvat Saila Varis.
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5.3.4 Taimien siirto multaan ja kasvihuoneelle

Kun taimille on kasvanut hyvit juuret ja sirkkalehdet, ne istutetaan turpeen ja perliitin seokseen
(50:50), tai muuhun hyvéksi havaittuun kasvualustaan. Ennen kasvihuoneelle siirtoa taimia voi
karaista kasvatusastioissaan poistamalla petrimaljojen ympériltd parafilmin tai tekemalld reikia
rasioiden kansiin. Siirrettdessa taimia tdytyy pitdd huolta siitd, etteivit ne padse missddn vaihees-
sa kuivumaan, niinpa kun pakasterasian tai maljan kansi aukaistaan, suihkutetaan tai kaadetaan
rasiaan tai maljalle huoneenlampdistd vettd niin, ettd taimet peittyvit. Turvealustaan tehddin kolo
esimerkiksi pinseteilld, ja taimi asetellaan koloon varovasti niin ettd juuret varmasti peittyvét.
Apuna kéytetddn pinsettejd, mutta on varottava puristamasta tai muuten vahingoittamasta herkkia
taimia. TyOpisteen tulee olla hyvin valaistu, mutta valonldhde pitda olla sellainen, ettei se tuotta-
mallaan 1amm&ll4 polta taimia.

Istutettuja taimia suihkutellaan usein tyon aikana, ja valmis kennosto vieddan kasvihuoneeseen
tai sen osaan, jossa on korkea, n. 90 % ilman suhteellinen kosteus. [Imankosteutta alennetaan ta-
saisesti ensimmadisen viikon jalkeen.

Valon mééri ei saa olla kasvihuoneella pienempi kuin se oli taimia iddtettdessd, ja pdivan pituu-
den olisi oltava véhintdin yhta pitkd kuin iddtystilassa. Nédin varmistetaan, ettei taimi ala tehda
paitesilmua kasvihuoneella.

Myos lampéotilan olisi hyva olla sama kuin maljalla idatettdessd, ainakaan se ei saisi nousta kovin
korkealle. Istutusta lampimind kesdkuukausina tulisi valttaa.

Taimien siirto pois suljetuista astioista ja kasvatusalustalta, jossa sokerit ja muut kasvuun tarvit-
tavat ainekset ovat helposti saatavilla, on niille iso stressi. Tdmé vaihe onkin kasvatuksen ehki
kriittisin vaihe, ja sen onnistumiseen kannattaa kiinnittd4d huomiota.

Kuva 5.11. a) Itaneet pikkutaimet istutetaan hellavaroen turpeen ja perliitin seokseen. b) Taimikennostot
pidetadn ensimmaisind péivina istutuksen jélkeen tilassa, jossa ilman suhteellinen kosteus on n. 90 %.
Kuvat Lassi Palmujoki.
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6.3 Hyodyllisia nettisivuja

Metlan kasvullisen lisdyksen tutkimuksen esittely
http://www.metla.fi/hanke/7479/
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Tietoa metsénjalostuksesta
http://www.metla.fi/metinfo/jalostus/

Tietoa metsénviljelyaineiston tuotannosta seké sitd koskevasta lainsdddédnnosti ja valvonnasta
http://www.evira.fi/portal/fi/kasvit/viljely+ja+tuotanto/metsanviljely/

Kenelle geenit kuuluvat? - Kasvinjalostajanoikeuksista haetaan tydkalua erikoisten puiden kau-
pallistamisesta saatavien hyotyjen jakoon. Blogikirjoitus, Susanne Heiska.
http://www.metla.fi/keskustelu/2014-01-07-kasvinjalostajaoikeudet.htm
http://www.tiedeseura.es/2013/12/kenelle-geenit-kuuluvat.html

A report and presentations from one-day workshop in Uppsala, on 19th May 2014 on the topic
“Somatic embryogenesis for future forestry - capturing the genetic gains from the breeding pro-
gram and securing elite plant deployment for production and climate adaptability; status, imple-
mentation and expected results.”

http://www.nordicforestresearch.org/adapcar/meetings/

World-wide research on somatic embryogenesis and other vegetative propagation techniques. The
web site contains information on the unit, as well as links to three international conferences orga-
nized by the unit and the proceedings of these conferences.

The main objective of the [UFRO Working Party named “Somatic Embryogenesis and other Ve-
getative Propagation Technologies™ is to foster the development and application of somatic em-
bryogenesis (SE) and other vegetative propagation technologies in woody plants. Research areas
of this unit include: the development and refinement of propagation systems for commercially
and ecologically important tree species; the application of vegetative propagation in tree breeding
and deployment in multi-varietal forestry balancing genetic gain and diversity; the use of vegeta-
tive propagation in genetic resource conservation, biotechnology, genomics, molecular biology,
and insect and disease resistance; and the study of related disciplines such as cryopreservation,
molecular genetics, and epigenetic effects.

http://www.iufro20902.org/

A report and presentations from a TreeBreedEx meeting “Vegetative propagation and deplo-
yment of varieties (a.k.a. clonal forestry) - the scope for Europe” held at 21.-23.4.2009 at Liver-
pool, England.

http://www.forestry.gov.uk/fr/INFD-7KHHFW

44


http://www.metla.fi/hanke/7479/
http://www.metla.fi/hanke/3537/
http://www.metla.fi/metinfo/jalostus/
http://www.evira.fi/portal/fi/kasvit/viljely+ja+tuotanto/metsanviljely/
http://www.metla.fi/keskustelu/2014-01-07-kasvinjalostajaoikeudet.htm
http://www.tiedeseura.es/2013/12/kenelle-geenit-kuuluvat.html
http://www.iufro20902.org/
http://www.forestry.gov.uk/fr/INFD-7KHHFW

LIITE 1. Esimerkkeja havupuiden solukkoviljelyssa kaytetyista
alustoista

Téssa liitteessd on esitetty esimerkiksi valituissa solukkoviljelyalustoissa kaytettavit kivennéisai-
neet, vitamiinit, mahdolliset orgaanisen typen ldhteet (aminohapot) ja sokeri. Ohjeet ovat liuos-
maiselle alustalle. Tarvittaessa alusta kiinteytetdan lisddmalla sithen esimerkiksi agaria tai Phyta-
gelid® 4-6 g/l1. Viljelmin kasvatusvaiheesta riippuen alustoihin laitetaan liséksi solukon kasvun
ja erilaistumisen sditelemiseksi kasvihormoneita. Solukon lisddmisvaiheessa kasvualustaan lisa-
tddn kasvuhormoneista auksiinia (esim. 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid) ja sytokiniinid (esim.
BA, 6-Benzylaminopurine). Kun solukosta halutaan kypsyttdi alkioita, vaihdetaan kasvunsaite-
lijéksi abskissihappo (ABA, (+)-2-Cis-4-trans-Abscisic acid). Alkioiden idétys tapahtuu hormo-
nittomalla alustalla.

Taulukko 1.1. LM-alusta, joka on muunneltu Litvay-alustasta niin, etté osa ravinteiden maarista on puoli-
tettu alkuperaisesta (Litvay et al. 1985. Plant Cell Reports 4: 325-328).

Ainesosa mg/l

NH4NO3 1650

KNO3 1900

MgSQO4 x 7H20 1850

KH2PO4 340

CaCly x 2H,0 22

H3BO3 31

MnSO4 x 2H20 21

ZnS0O4 x 7H,0 43 Ymparistolle vaarallinen
NayMoO4 x 2H,0 1,25

CuSOy4 x 5H,0 0,50 Ymparistolle vaarallinen
CoClz x 6H20 0,125 Myrkyllinen

KJ 4,15

FeSO4 x 7TH20 27,80

NayEDTA x 2H,0 37,30

Myo-inositol 100

Nicotinic acid 0,5

Pyridoxine HCI 0,1

Thiamine HCI 0,1

Sakkaroosi 10-60 g/l kasvatus-

vaiheesta riippuen

pH 5.8

Autoklavoinnin jalkeen L-glutamiini 500 mg/I.
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Taulukko 1.2. DCR-alusta (Gupta & Durzan Plant Cell Rep. 4:177-179, 1985).

Ainesosa mg/l

NH4NO3 400

KNO3 340

Ca(NOs3)2 x 4H,0 556

MgSO4 x 7H20 370

KH2PO4 170

CaCly x 2H,0 85

H3BO3 6,2

MnSQO4 x 2H,0 22,3

ZnS0O4 x 7TH,0 8,6 Ymparistolle vaarallinen
NasMoO4 x 2H20 0,25

CuSO4 x 5H,0 0,25 Ymparistolle vaarallinen
CoCly x 6H20 0,025 Myrkyllinen
KJ 0,83

FeSO4 x 7TH20 27,80

NayEDTA x 2H,0 37,30

Myo-inositol 200

Nicotinic acid 0,5

Pyridoxine HCI 0,5

Thiamine HCI 1,0

Glycine 2,0

Sakkaroosi 20-60 g/L kasvatus-

vaiheesta riippuen

pH 5.8

Autoklavoinnin jalkeen L-glutamiini 250 mg/I.
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Taulukko 1.3. %z LP-alusta (von Arnold and Eriksson, Canadian Journal of Botany 59:870-874, 1981).

Ainesosa mg/l

KH2PO4 170

KNO3 950

NH4NO3 600

MgSO4 x 7H20 185

CaClz x 2H0 90

MnSQO4 x H2O 1,1

H3BO3 0,315

Zn-EDTA x 4H,0 2,36

NaFe-EDTA 10

Ki 0,375

NasMoO4 x 2H,0 0,0125

CuSOy4 x 5H,0 0,00125 Ymparistolle vaarallinen
CoCly x 6H0 0,00125 Myrkyllinen

L-Glutamine 0,2 Lisda autoklavoinnin jalkeen
L-Alanine 0,025 Lisda autoklavoinnin jalkeen
L-Cysteine-HCI 0,01 Lisda autoklavoinnin jalkeen
L-Arginine 0,005 Lisaa autoklavoinnin jalkeen
L-Leucine 0,005 Lisda autoklavoinnin jalkeen
L-Phenylalanine 0,005 Lisda autoklavoinnin jalkeen
L-Tyrosine 0,005 Lisda autoklavoinnin jalkeen
Glycine 1

D-Sucrose 10,3 g/l

D-Glucose 90

D-Xylose 75

L-Arabinose 75

Nicotinic acid 1

Pyridoxine-HCI (B6) 0,5

Tiamine-HCI (B1) 2,5

Myo-inositol 50

pH 5.8
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Liite 2. Laskelma esimerkkitoimittajan kemikaalien hinnoista

Taulukko 2.1. Laskelma esimerkkitoimittajan kemikaalien hinnoista seka niiden vaikutukset kasvatusalus-
tan, kypsytysalustan ja idatysalustan litrahintoihin

Kemikaali Myyntipakkaus Kasvatusalusta Kypsytysalusta Idatysalusta

hinta koko tarve hinta tarve hinta tarve hinta
€ g gll €/l gll €/l g/l €/l

KNO3 12 1000 0,9500 0,9500 0,9500

NH4NO3 62 500,0 0,8250 0,8250 0,0000

MnSO4 x H,0 64 500,0 0,0210 0,0210 0,0210

ZnS0O4 x TH0 100 500,0 0,0430 0,0430 0,0430

CuSO4 x 5H,0 61 250,0 0,0005 0,0005 0,0005

KJ 91 100,0 0,0042 0,0042 0,0042

CoCly x 6H20 36 25,00 0,0001 0,0001 0,0001

CaCly x 2H,0 60 500,0 0,0110 0,0110 0,0110

KH2PO4 37 500,0 0,1700 0,1700 0,1700

H3BO3 43 500,0 0,0310 0,0310 0,0310

NaaMoOy4 x 2H,0 80 100,0 0,0013 0,0013 0,0013

Tiamiini HCI (B1) 35 25,00 0,0001 0,0001 0,0001

Nikotiinihappo 30 100,0 0,0005 0,0005 0,0005

Pyridoksiini (B6) 42 10,00 0,0001 0,0001 0,0001

Myo-inositoli 67 100,0 0,1000 0,1000 0,1000

NaFe-EDTA 56 250,0 0,0400 0,0400 0,0400

MgSO4 x 7 H20 58 500,0 0,9250 0,9250 0,9250

Kaseiini hydrolysaatti 80 500,0 1,0000 1,0000 1,0000

Sakkaroosi / Sucrose 36 1000 20,000 60,000 20,000

Phytagel 151 500,0 6,0000 6,0000 6,0000

L-glutamiini 66 100,0 0,5000 0,5000 0,5000

ABA 125 0 0 0,0159 0

24-D 36 0 0,0022 0 0

BA 28 1,000 0,0011 0 0

Yhteensé 3,80 12,82 3,35
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Liite 3. Laskelmia perustamis- ja tuotantokustannuksiksi

Taulukko 3.1. Esimerkkilista tarkeimmist& solukkovijleylaboratorion perustamiseen tarvittavista laite- ja
kalustehankinnoista seka mahdollisista kiinteiston muuntotéista seka kustannusarvio (alv 0%) esimerkkiyri-
tyksessa.

Perustamisvuoden Yksikkohinta Pesrustamisvuoden

hankintatarve hankintakustannus
€ €

Laitehankinnat

laminaari 1 kpl 8500 8500
Fireboy liekki 1 kpl 800 800
vesi-imulaitteisto 2 kpl 50 100
autoklaavi 1 kpl 25000 25000
vaaka 1 kpl 1500 1500
pH mittari 1 kpl 1100 1100
magneettisekoittaja 1 kpl 500 500
Perustamisvuoden laiteinvestoinnit yht. 37500
Kalustehankinnat

sailytysjarjestelma kasvatushuoneisiin 2 yks. 250 500
tyotuolit 1 kpl 150 150
tiskipoyta ja -kaapisto 1 kpl 700 700
kivipoyta 1 kpl 1700 1700
Perustamisvuoden kalustehankinnat yht. 3050

Kiinteiston muutostyot*
Ivi-ty 6t

sahkotyot

paineilma- ja kaasuvedot
iimastointity6t

eristys

valaistus

pintaremontti

* Lista asioista, jotka on otettava huomioon solukkoviljelylaboratorion perustamiskustannuksia arvioitaessa. Kustan-
nusten suuruus vaihtelee suuresti riippuen siita, mita tiloja muunnetaan.
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Taulukko 3.2. Laskelma tarvike- ja kayttokustannuksista (alv 0%) esimerkkiyrityksessé kuusen solukkovil-
jelyn tuotantokustannusten arvioimisen tueksi.

Tarvikekustannukset Hankinta- Yksikkohinta Perustamisvuoden

kustannus kustannus
kpl €/kpl €

Tyovélineet*

pinsetit 5 20,00 100,00

pipetit, sarja 1 1 200,00 1 200,00

mittapullo 4 20,00 80,00

dekantterilasi 20 1,20 24,00

mittalasi 2 9,00 18,00

saildpullo (500 ml) 10 2,00 20,00

saildpullo (1000 ml) 10 10,00 100,00

magneetit sekoittajaan 10 6,00 60,00

laatikot viljelmien sailyttdmiseen 30 2,50 75,00

Tyévélinekustannukset yhteensé 1677,00

Kulutustavara**

kasvatusastiat (pakasterasiat) 0,02

suodatinpaperi (100 kpl/paketti) 9,15

parafilmi (76 m/rulla) 80,00

pipetinkarjet (1000 kpl/paketti 31,07

sterilointipussi 300x500 mm 0,78

sterilointipussi 190x400 mm 0,36

Reagenssit ja kemikaalit**

alustat (I)*** 6,65

etanoli sterilointiin (1) 10,84

nestekaasu liekkilaitteeseen (pullo) 11,42

* Tyovalineiden hankintakustannus on laskettu yhden solukkoviljelyd ymparivuotisesti tekevan tyontekijan mallilla
** Vuosikustannusten laskeminen vaihtelee tapauskohtaisesti riippuen tuotannon tavoitemaarista ja -toteumasta
*** Keskimaarainen litrahinta. Alustanteon kustannukset on selvitetty tarkemmin liitteessa 2.
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