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TITVISTELMA

Twthimuksessa selvitettiin eni ymppdysmenetelmien vaikutusta puna-apilan ingek-
toitumiseen ymppibakteerilla. Kdytetyt ymppdysmenetedmit olivat sekoitus-, gra-
nlaatti-, turwerae- fa pillerdintimenetelmd. Sekoitusmenetelmissd hienofakodi-
nen ymppiturve kylvettiin siementen alle. Granulaattimenetelmdssd ymopiturvetia
Liimattiin puutarhakalkkirakeiden pinnalle ja nakeet kylvettiin sdiementen kans-
sa samanalkaisesti. Turveraemeneteldmissd bakteerilienti Ameytettiin apilan sie-
menten kokoisiin tuwverakeisiin, jotka sydtettiin kylvivakoon Lannoitteiden ta-
paan. Pillendintimenetelmissd apilan siemenet kuorrutettiin ymppiturpeella LLL-
maa apuna kiyttien (ns. siemenymopdys). Ymppibakteerina kdytettiin korkeaa
streptomysiinipitoisuutta kestivdd Rhizobium-kantaa, joten se pystyttiin anti-
bivottimaliofen avulla funnistamaan maan Luontaisesta Rhizobium-populaatiosia.

Tutkimuksen aikana perustettiin pitkdaikainen (18§ kk) astiakoe ja kolme kenttd-
koetta. Ymppdytymisen onnistumista tuthittiin madnittdmilld ymppdytymisprosent-
i, joka ibmaisee, huinka monta juwiingstyrndd sadasta on syntynyl ymppiainees-
ta perdisin olevien bakteerien vaikutuksesta. Apilan Ztypensidontakyvyn mittana
kdytettiin versofen typpisatofa. Kokeissa seurattiin myés ympdtyn bakteerin
AGLYmisEd maassa. Astiakokeissa apila kylvettiin kolmesti, mutta ymppdys sU0-
nitettiin vain ensimmiisen kylvin yhteydessd. Sadonkorjuun ja nystyrdibakteerien
tfunnistamisen jilkeen hoemaita muhitettiin 4-5 kuukautta, fonka jalkeen kylvet-
tiin uudet apilan siemenet. Koejdrnfestely toistettiin kahdesti. Kenttikokeissa
ymppibakteenin sEELYMisLE manssa seurattiin midnittimilld ymppiysprosentit ko-
kedlden perustamisvuonna ja s4t4 sewraavana kesdnd.

Astiakokeessa ymppdytyminen onnistui hyvin kaikilla menetefmilld ymppdytymispro
sentin vaihdellessa 61:n ja 70:n prosentin valilld ensimmiisessd midnityksessd
ja 83:n ja 94:n prosentin vilillLd muhituksen jilkeen tehdyssd middnityksessd.

Kenttikokeissa parhaat ymppdytymisprosentit saatiin pillerbinti- ja Lurveraeme-
netelmilld. Mybs granulaattimenetelmilld ymppdytyminen onnisiul hgvih, mutia
kylvbvaiheessa ilmenneiden telnisten vaikeuksien takia Zdmd menetelmd el sovek-
Lu kdytinnin apilanvilielyyn. |

Sekd astia- ettd khenttikokeet osoittivat, ettd ympdtty bakteerihanta sdilyi hy-
vin maassa ja pystyi infektoimaan huomattavan osan muodostuvista nysLyroisid
myds sewraavalla kasvukaudella.



ABSTRACT

The effects of various inoculation methods on the infection of ned clover
by nhizobia inoculum were studied. The methods of inoculation employed
werne mixing, Lime granulating, peat granulating and glueing. For the
mixing method inoculated peat meal was mixed into the s0il beneath the
seeds. In the granulating method Lime granules were covered with in-
oculated peat and simultaneously sown with the seeds. In the peat ghanu-
Lating method granulated peat was moistened with a bacterium suspension
and placed in the seed furrow as fon fertilizens. By the glueing method
the inoculant was bound to the seeds by means of glue (seed inoculation).
The streptomycin resistant Rhizobium strain that served as the Lnoculant
was identified on streptomycin plates §rom the natural Rhizobium popu-
Lations present in the s0iL. :

Durning this study an 18-month pot experiment and three f§ield experiments
were estabfished. Success of the inoculations was fested by measuring the
degree of 4infection. The nitrogen yield of ned clover shoots served as
the measure of nitrogen fixation. The survival of inoculant rhizobia in
the s04L was also studied. In the poi experiment clover seeds were sown
three times but inoculation was performed only simultancous to the §irnsz
seeding. After harvest and identification of rooi nodule bacteria the 304ls
were incubated fon 4-5 months. Following the incubation period new clover
seeds were sown. Soil incubation and bacterial identification were he-
peated twice. In the {ield experiments the survival of the nhizobia in-
oculum in s0ils was studied by measwiing the degree of Ainfection in the
§inst and the second summenr.

A high degree of infection was rnecorded in the pot experniment by alf in-
oculation methods. The degree of infection was 61-70 % for the §inst
ddentification and 83-94 % for the second identification after incubation.
The highgét degree of infection were recorded in the §ield experiments
employing the glueing and ithe peat ghanulating methods. Incubation
succeeded with the Lime granulating method also but some technical dighi-
culties werne encountered. Thus, the method cannot be recommended fon
common clover cultivation. Both the pot and the field experiments showed
that the inoculated bacterium survived in the s0if and was also able to
Aingect a great number of nodules during the following ghowing season.



1. JOHDANTO

Rhizobium on maaperdassd yleisesti esiintyvd bakteerisuku, joka jakaantuu Tukui-
siin lajeihin. Eri palkokasveilla on omat Rhizobium-lajinsa, joiden kanssa ne
voivat eldd symbioosissa ja muodostaa ilmakehdstd typped sitovia nystyroitd.
Rhizobium-lajien sisd11d eri bakteerikannat eroavat toisistaan typensidonnan
tehokkuudessa. Typensidonnan tehokkuuteen puolestaan vaikuttavat monet tekijdt,
kuten bakteerin typensidontageenit, kasvin ja bakteerin yhteensopivuus ja ympd-
ristotekijat.

Rhizobium-populaation esiintymisrunsaus vaihtelee huomattavasti viljely- ja lai-
dunmaissa. Maaperdtekijoiden 1isdksi Rhizobium-lajien esiintymisrunsauteen vai-
kuttaa se, onko kyseiselld maalla aiemmin viljelty isdntédpalkokasvia. Osastomme
aikaisemmat tutkimukset (AURA ja KEMPPAINEN 1983a) osoittavat, ettd apilan, her-
neen ja hirkdpavun ritsobeja esiintyy runsaasti suomalaisissa viljelymaissa,
mutta papua ja sinimailasta infektoivia bakteerilajeja vain satunnaisesti tai

ei ollenkaan. Jos viljelymaan luontainen Rhizobium-populaatio on vdhdinen ja ty-
pensidontateholtaan heikko, on perusteltua suorittaa ymppdys palkokasvin kylvon
yhteydessa, jotta nystyro1nt1 onnistuisi ja pa1kokasv1n typensidontakykya pys-

Biologiseen typensidontaan 1iittyvdlld tutkimustydi11d on Suomessa pitkdt perin-
teet. Akateemikko A.I. Virtanen aloitti ymppdykseen ja ymppipreparaattien val-
mistukseen 1iittyvdt tutkimukset jo 1920-Tuvun alussa (VIRTANEN 1943). Ymppi-
valmisteita kdytettiin 1940-Tuvun alussa kaikkiaan 25 000 peltohehtaarilla (RO-
PONEN 1979). Apilan osuus nurmikasvustoissa oli vield 50-luvun alussa 27 % (PAA-
TELA 1953). Viljelyn voimaperdistyessd ja typpilannoitteiden yleistyessd 60-1u-
vulla apilan viljely viheni nopeasti, ja ymppivalmisteiden kysyntd pieneni sa-
massa suhteessa. 70-luvun Topulle tultaessa apilan osuus nurmissa oli endd 2-4
prosenttia ja ymppivalmisteita kdytettiin vain 300 peltohehtaarilla (ROPONEN
1979). Typpilannoitteiden nopea hinnannousu 70-luvulla oli erds syy siihen, ettd
kiinnostus palkokasvien viljelyyn herdsi uudelleen. 80-Tuvun alussa aloitettiin
useita Suomen Akatemian, SITRAn ja Maa- ja metsdatalousministerion rahoittamia
tutkimuksia, joissa selvitettiin palkokasvien jalostukseen, viljelytekniikkaan
ja ymppaykseen liittyvid kysymyksia. Maatalouden tutkimuskeskuksen maanviljelys-
kemian ja -fysiikan osasto osallistui ndihin tutkimuksiin selvittdmdlld mm. maa-
perdn ominaisuuksien vaikutusta biologiseen typensidontaan (AURA ja KEMPPAINEN
1983c), tehokkaiden Rhizobium-bakteerien valintaa suomalaisista maista ja kar-



janlannan ja kalkituksen vaikutusta apilan typensidontaan (AURA ja KEMPPAINEN
1983a ja b). Lisdksi tutkittiin yhteistydssa Valtion maatalousteknologian tut-
kimuslajtoksen kanssa puna-apilan ymppdystekniikkaa ja sen kehittamismahdol1i-
suuksia (KEMPPAINEN 1985). Tdssd tiedotteessa esitettdvd tutkimus on jatkoa
ymppaystekniikan tehostamiseen 1iittyville kokeille. T&hdn tutkimukseen saatiin
rahoitusta Maa- ja metsdtalousministeriostd.

Ymppibakteerin kantaja-aineella on ratkaiseva merkitys ymppdytymisen onnistumi-
seen. Kantaja-aineen tdytyy olla kemiallisilta ominaisuuksiltaan sellaista, ettd
valmistetuissa ymppimateriaaleissa yleisin kantaja-aine on steriloitu tai steri-
loimaton turve. Muita mahdollisia kantaja-aineita ovat talkki, kipsi, savi, puu-
hiili, ruskohiili ja erilaiset selluloosajauheet (DATE ja ROUGHLEEY 1977).

Ymppdys voidaan suorittaa joko 1iimaamalla ymppimateriaalia siementen pintaan
ennen kylvod tai johtamalla kiintedssd tai nestemdisessd muodossa olevaa ymppi-
ainetta kylvidvakoon samanaikaisesti siementen kanssa. Ensin mainittu ymppdystapa
on yleisimmin kdytetty menetelmd Australiassa, Uudessa Seelannissa ja useissa
Euroopan maissa (BROCKWELL 1981, MATERON ja HAGEDORN 1982, GAUR ja LOWTHER 1982).
Tassd tutkimuksessa siemenymppdyksestd kdytetddan nimitystd pillerdintimenetelmd.
Siemenymppdystd kdytettdessd infektoituminen on y]éensé ollut tehokasta ja sato-
tulokset hyvid (DUDMAN ja BROCKWELL 1968). Ymppiaineen kdytto erillddn siemenes-
ti on todettu paremmaksi menetelmdksi silloin, kun on kdytetty fungisiideilla
peitattuja siemenid tai jos siementen itaminen on viivdstynyt epdedullisten kyi-
voolosuhteiden takia (BROCKWELL ym. 1980, HELY ym. 1980). '

Suomessa palkokasvien ymppdykseen kdytetddn périnteistd kostutusmenetelmdd, jos-
sa bakteerin kantaja-aineena oleva hienojakoinen turve tartutetaan vedelld kos-
tutettuihih siemeniin. Menetelman heikkoutena on turpeen huono kiinnittyminen
siementen pintaan. Osastollamme on aikaisemmin tutkittu tdtd ymppdysmenetelmdd
ja todettu, ettd kylvd pitdisi suorittaa vdlittomdsti ymppdyksen jalkeen onnis-
tuneen Topputuloksen saavuttamiseksi. Jos siementen pinta pddsee kuivahtamaan,
huomattava osa turpeesta varisee irti siemenistd. Tastd syystd kostutusmenetel-
mad ei endd kdytetty kesdn 1985 kokeissa.

-Tamdn tutkimuksen tavoitteena oli testata Suomen viljelyolosuhteisiin soveltu-
via apilan ymppdysmenetelmid ja seurata ympdtyn bakteerin sdilymistd maassa.



2. RHIZOBTUM-KANTOJEN TUNNISTAMISEEN KAYTETYT MENETELMAT

Tutkittaessa ymppaytymisen onnistumista on tdrkedd, ettd ympatyn baktéerin
vaiheita maassa pystytdan seuraamaan ja ettd ymppibakteerit pystytdaan tunnista-
maan maan luontaisesta Rhizobium-populaatiosta. Tunnistamiseen on kehitetty
kaksi menetelmdd: serologiset menetelmdt (VINCENT 1941, 1970, PURCHASE ym. 1951,
READ 7953, KOONTY ja FABER 1961, SKRDLETA 1965, DUDMAN ja BROCKWELL-1968, KREMER
ja WAGNER 1978, BERGER ym. 1979) ja antibioottimenetelmdt (SCHWINGHAMER ja
DUDMAN 1973, DANSO ja ALEXANDER 1974, BROCKWELL ym. 1977, KUYKENDALL ja WEBER
1978, COOPER 1979, PUGASHETTI ja WAGNER 1980, BUSHBY 1981). ELISA (enzyme 1inked
immunosorbent assay) edustaa y]eisesff kéytéttyé-sero]ogista tunnistusmenetel-
mad, joka perustuu tietylle bakteerikannalle kaneissa tuotetun vasta-aineen
spesifiseen reagointiin kannan antigeenin kanssa. Antibioottimenetelmissd tun-
nistaminen perustuu joko korkeiden (200 - 1000 pl1/m1) tai alhaisten (1.25 - 20
pi/m]) antibioottipitoisuuksien kdyttdon kasvualustassa. Korkean antibiootti-
pitoisuuden sisdltavdalla kasvualustalia menestyvét Rhizobijum-kannat, ns. merka-
tut kannat, muuttuvat spontaanin mutaation seurauksena resistenteiksi kyseisel-
le antibiootille. Tavallisimmin kdytetty merkkiaine on streptomysiini, jonka
1isdksi on kdytetty myos spektinomysiinia (SCHWINGHAMER ja DUDMAN 1973). Erdat
tutkijat ovat kdyttdneet ns. kaksoismerkattuja kantoja, jolloin streptomysiinin
1isdksi on kasvualustaan lisdtty rifambisiinid tai erytromysiinid (BUSHBY 1981,
TURCO ym. 1986). Mutatoinnilla saatu antibjoottiresistenttisyys on todettu hy-
vin sdilyvdksi ominaisuudeksi sekd laboratorio- ettd pitkdaikaisissa kenttako-
keissa (DANSO ja ALEXANDER 1974, BROCKWELL ym. 1977), minkd vuoksi se on hyvin
kiyttokelpoinen tunnistamismenetelmd Rhizobium-populaation ekologisissa tutki-
muksissa. JOSEYn (1979) kehittdamd Rhizobium-kantojen luontaiseen antibioottispekt-
riin (IAR = intrinsic antibiotic resistance) perustuvassa identifiointimenetel-
massd kaytetddn alhaisia antibioottipitoisuuksia. Tutkittavan kannan toleranssi
testataan 8 - 10 antibiootin suhteen kahta tai kolmea konsentraatiota kdyttden,
jotta saadaan riittdvan laaja spektri.

Korkeaa antibioottipitoisuutta sietdvdn ymppikannan etuja ovat stabiilisuus ja
tunnistamisen helppous, haitta taas se, ettd mutaatio saattaa vaikuttaa epaedul-
Tisesti ymppibakteerin symbioottisiin ominaisuuksiin, 1&hinnd typensidontate-
hoon ja nystyréintikykyyn. Tutkimustulokset ndiden asioiden suhteen vaihtele-
vat suuresti. LEVINin ja MONTGOMERYn (1574) tutkimuksissa ei havaittu eroja



antibioottiresistenttien ja alkuperdisten kantojen valilld typensidontatehossa
eikd nystyroinnissd. SCHWINGHAMER ja DUDMAN (1973) totesivat, ettd osittainen
tai tdydellinen typensidontatehon menetys tapahtui vain 20 prosentilla anti-
bioottiresistenteistd kannoista. Tdysin vastakkaisia tuloksia ovat saaneet
ZELAZNA-KOWALSKA (1971) ja PANKHURST (1977), joiden tutkimuksissa antibiootilla
merkatut kannat ovat menettdneet tdysin typensidontakykynsa.

3. ANTIBIOOTTIRESISTENTTIEN KANTOJEN KEHITTELY

Tehokkaasti typped sitovien R.trifolii-kantojen antibioottien sietokykya testat-

biootteja kasvualustassaan. Kokeessa oli mukana 19 kantaa, jotka oli eristetty
MTTK:ssa tehtyjen typensidontatutkimusten aikana. Kasvualustana kdytettiin hii-
vaekstraktimannitoliagaria (VINCENT 1970), johon oli 1isdtty 200 pg/ml strepto-
mysiinid tai 25 pg/ml kanamysiinid. Kutakin bakteerikantaa levitettiin 0,1 ml
(108-10% solua) agarin pinnalle ja maljoja inkuboitiin 4-5 vrk 22°C:n 1mpdtilas-
sa. Mutatoituneet pesdkkeet siirrostettiin vield kahdesti uusille antibiootti-
maljoille. Ensimmdisessd kasvatuksessa saatiin 8 streptomysiinille ja 4 kanamy-
siinille resistenttii kantaa. Pesidkkeiden kasvatuksen aikana todettiin, ettd
streptomysiinin suhteen kannat pysyivdt muuttumattomina, mutta kanamysiinille
resistenteissd kannoissa ilmeni hdilyvyyttd.

Antibioottiresistenttisyytensd sdilyttaneiden bakteerikantojen nystyrointi- ja
typensidontakyky tutkittiin astiakokeiden avulla. Kasvualustana kdytettiin rah-
katurvetta, joka on ritsobien suhteen steriili turpeen alhaisen pH:n takia (pH
ennen kalkitusta 2,9). Turve kalkittiin pH 5.6:een (0,01 M CaC12—11etoksessa
mitattuna) ja lannoitettiin Puutarhan PK-Tannoitteella (N:P:K = 0:7:17) ja hi-
venseoksella (valmistaja Kemira), johon oli 1isdtty kobolttikloridia (100 g PK +
10 g hivenaineseosta + 1 g C0C12x6 H20). Lannoiteseosta kaytettiin 2 m1/1 1 tur-
vetta. Vuorokauden ajan iditettyjen Venla-puna-apilan siemenet ympdttiin baktee-
risuspensiolla. Ymppdys uusittiin viikon kuluttua. Kuuden viikon kuluttua ymp-
payksestd tehtiin havainnot kasvustojen rehevyydestd ja vdristd sekd nystyrdiden
maardstd, koosta ja vdristd. Kahdeksasta streptomysiiniresistentilld kannalla
rdt suuria ja punertavia, mikd on osoitus toimivista, hyvin typped sitovista
nystyroisti. Kahdessa streptomysiiniresistentilld kannalla ympatyssd astiassa
kasvusto jdi matalaksi ja keltavihredksi, ja nystyrdt olivat pienid ja vaaleita.
Kaksi streptomysiiniresistenttid kantaa eivdt nystyrdineet lainkaan. Kokeen nel-



ja nystyrdt suuria. Yksi kanta ei nystyroinyt lainkaan. Kaikista nystyroitd teh-
neistd kannoista eristettiin puhdasviljelmid ja antibioottiresistenttisyyden sdi-
Tyminen testattiin maljoilla. Streptomysiinikannoista 5 ja kanamysiinikannoista

2 olivat sdilyneet muuttumattomina.

Seuraavassa astiakokeessa verrattiin alkuperdisten emokantojen, antibioottiresis-
tenttien kantojen ja nystyroistd eristettyjen antibioottiresistenttisyytensd sdi-
lyttdneiden kantojen typensidontatehoa. Koejdarjestelyt olivat samat kuin edelli-
sessd astiakokeessa, kerranteita oli kolme. Kasvatusaika oli kahdeksan viikkoa,
jonka jdlkeen versojen kuivapainot punnittiin ja niiden typpipitoisuus mddritet-
tiin. Typensidontatehon mittana kdytettiin versojen typpisatoja. Typpisatojen
perusteella paras streptomysiiniresistentti kanta oli V20 (VZOStrr), joka muut-
tui pysyvdsti korkeaa streptomysiinipitoisuutta kestsviaksi menettimattd Tainkaan
typensidontatehoaan. Aikaisemmissa astiakokeissa oli todettu tdmén kannan typen-
sidontatehon vastaavan parhaittenmaan luontaisen Rhizobium-populaatioiden typen-
sidontatehoa. Erikoista V20-kannalle oli, ettd se kesti luontaisesti muidenkin
antibioottien, kuten erytromysiinin, neomysiinin, nalidiksiinihapon, karbinosil-
1iinin, polymyksiini-B-sulfaatin ja rifambisiinin, verraten korkeita pitoisuuksia.
V20 Str'-kanta tuotti apilalla 21 % suuremman typpisadon kuin emokanta. My0s. ka-
namysiiniresistenteistd kannoista V20 oli paras tuottaen apilalla noin 10 % paremman
typpisadon kuin emokanta. Muilla testatuilla kannoilla apilan typpisato oli 20-
40 % pienempi kuin emokantojen typpisato. N&iden tulosten perusteella V20 Str'-
kanta valittiin jatkotutkimuksiin ja sitd kaytettiin merkkikantana astia- ja
kenttdkokeissa.

4. YMPPIMATERIAALIN VALMISTUS

Ymppibakteeria kasvatettiin panosviljelménd hiivaekstraktimannitoliliemessd 24-
30 tuntia 22°C lampotilassa. Siirroksena kaytettiin eksponentiaalisessa kasvu-
ilmastoitiin puhaltamalla Sartorius-ilmansuodattimella (Sartofluor-capsule, huo-
koskoko 0,2 ym) steriloitua ilmaa noin 30 cm3 minuutissa nesteen pohjalle, jol-
Toin saatiin syntymddn tarvittava sekoitus. Vuorokauden kestdneen kasvatuksen

8 soluun/ml. Kolmen vuoden aikana

aikana Tiemen bakteeripitoisuus nousi 107-10
tehtiin kaikkiaan 26 liemikasvatusta, joista 17 V20 Str' -kannalla. Bakteerin

‘kantaja-aineena kdytettiin steriloimatonta hienojakoista tai rakeistettua tur-
vetta, johon oli lisdtty aktiivihiiltd. Turve oli kalkittu pH 6,5:een. Kokeissa
valmistetut turve-erat oli valmistettu Kemira Oy:ssa, jossa kehiteltiin tutki-

muksen aikana myds rakeistetun turpeen valmistusmenetelmid. Tavoitteena oli



kdyttdd-apilan siemenen kokoisia turverakeita, jotka imisivdt riittdvdsti bak-
teerilientd itseensd, mutta sdilyttdisivdt silti hyvdt sydttoominaisuutensa kyl-
von yhteydessd. Rakeiden valmistus osoittautui ongelmalliseksi, silld rakeistuk-
sen yhteydessa turpeen lampotila nousi 1iian korkeaksi, mikd puolestaan aiheutti
bakteerille myrkyllisten yhdisteiden syntymisen turpeeseen. Useita turverae-erid
Bakteerilienti 1isattiin kuivaan turpeeseen niin paljon, ettd turve tuntui sel-
visti kostealta, mutta ei kuitenkaan paakkuuntunut. Hienojakoiseen turpeeseen
bakteerilientd 1isdttiin 45-50 % ja rakeistettuun turpeeseen 33-35 % valmiin ymp-
pimateriaalin painosta. Jos bakteeriliemen osuus rakeistettua turvetta kdytetta-
essd nousi 40 prosenttiin, rakeet tarttuivat osittain kylvGkoneen vannasputkiin
ja aiheuttivat ndin epdtasaisen kylvon.

Valmis ymppimateriaali pakattiin polyetyleenipusseihin. Polyetyleeni soveltuu
hyvin ymppiturpeen pakkausmateriaaliksi, koska kaasut pystyvdt vaihtumaan muo-
vin 1dpi, mutta muovi piddttdd tehokkaasti kosteutta. Kaikista valmistetuista
turve-eristi tehtiin ensimmdinen bakteerilaskenta vuorokauden kuluttua valmis-
tamisesta. Ta116in bakteeripitoisuus oli keskimidrin 107-10° kpl/ml. Ymppitur-
peita sdilytettiin 5 vuorokautta huoneenldammdssd, jonka jédlkeen ne siirrettiin
+4°C:n lampétilaan. Tutkimuksen aikana valmistettiin 41 ymppiturve-erdd, joista
12:sta kdaytettiin hienojakoista turvetta. Osa turpeista valmistettiin astia- ja
kenttikokeissa kaytettdviaksi ja osa koe-eriksi, joilla tutkittiin eri menetel-
millid valmistettujen rakeistettujen turpeiden soveltuvuutta bakteerin kantaja-
aineeksi. Turpeiden bakteeripitoisuuden kehittymistd seurattiin varastoinnin
aikana. Seuranta kesti yleensd 4 - 20 viikkoa, jona aikana turpeen bakteeripi-
toisuus saavutti huippunsa. Pisin bakteeripitoisuuden seuranta kesti 18 kuukaut-
ta. Kyseisen ymppiturpeen bakteeripitoisuus ol1i 2 viikon kuluttua valmistamises-
ta 4 x 10H kpl/ml turvetta, vuoden sdilytyksen jdlkeen 8 x 107 kpl/ml ja puo-
Jentoista vuoden kuluttua 2 x 108 kpl/ml turvetta. Joihinkin turve-eriin kasvoi

runsaasti hometta, jolloin bakteeripitoisuus laski jyrkdsti. Kuvassa 1 esitetddn

Turverakeiden 1isdksi kokeiltiin myds puutarharakeiden soveltuvuutta ymppimate-
riaalin kantaja-aineeksi. Kalkkirakeiden pinta kovetettiin ensin 1iimakerroksel-
la (esim. Finnfix) ja annettiin kuivua. Kovettuneiden rakeiden pintaan levitet-
tiin uusi liimakerros ja rakeet kuorrutettiin hienojakoisella ymppiturpeella.
Myos kalkkirakeista tehtiin bakteerilaskenta raaputtamalla laskentaan tarvitta-
va maard turyvetta rakeiden pinnalta. Bakteeripitoisuus oli viikon kuluttua val-
10 \p1/ml ja 4 viikon kuluttua 2,7 x 10° kpl/ml turvetta.

Tulokset osoittivat, ettd ritsobit viihtyivat hyvin kalkkirakeiden pinnalla.

mistamisesta 2,3 % 10
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5. KOEJARJESTELYT
5.1. Aineisto ja menetelmdt astiakokeessa

Ymppdysmenetelmid ja ymppibakteerin sdilymistd maassa tutkittiin pitkdaikaisen
astiakokeen (18 kk) avulla. Koejdsenet olivat seuraavat:

YO = ei ymppadystd

Y1 = ymppdys sekoitusmenetelmdlld, jossa hienojakoinen ymppiturve sekoitettiin
siementen alla olevaan 1 - 2 cm:n maakerrokseen; siemen (g) : ymppiturve

10

kpl/ml.

Y2 = ymppays granulaattimenetelmdlla, jossa puutarhakalkkirakeet kuorrutettiin
ymppiturpeella; kalkkirae (g) : ymppiturve (g) : liima (g) =10 : 1 : 2
siemen (g) : ymppiturve kalkkirakeen pinnalla (g) =1 : 5

(g) =1 : 5. Turpeen bakteeripitoisuus 1.6 x 10

Liimana kdytettiin Finnfixid 6 prosenttisena liuoksena.
Y3 = ymppdys pillerdintimenetelmdlld, jossa apilan siemenet kuorrutettiin ymppi-
turpeella; siemen (g) : ymppiturve (g) : Tiima (g) =10 : 1 : 1.

Koemaana oli savi, jonka pH oli 5,6 (vesi-pH 6,1). Koeastioina kdytettiin viiden
Titran muovisankoja, joihin maata 1isdttiin 5 1/astia. Maa lannoitettiin Puutar-
han PK-lannoitteella (N:P:K = 0:7:17), johon o1i lisdtty magnesium- ja koboltti-
sulfaattia (100 g PK + 10 g MgSO4 % 7H20 + 200 mg 00504). Lannoitetta kdytettiin
2 m1 maalitraa kohden. Puna-apilalajike oli Venla. Siemenet seulottiin ennen kyl-
véd (P = 1,8-1,9 mm) ja niitd kylvettiin noin 50 kpl (0,125 g) astiaa kohden.
kantaa. Koemaan luontaisen Rhizobium-populaation koko tutkittiin MPN-menetelmdl-
14 (BROCKWELL ym. 1975).

Kokeessa vuorottelivat apilan kasvatus ja maiden muhitus seuraavasti:

I  kylvo ja ymppdys 1.4.1985
- ensimmainen niitto 2 kuukauden kuluttua kylvostd
- toinen niitto 3 kuukauden kuluttua ky]vﬁsté'
- ensimmdinen puhdasviljelmien eristaminen ymppibakteerin tunnistamista
varten

IT kylvo ilman ymppdystd 21.10.1985
- ensimmdainen niitto 2,5 kuukauden kuluttua kylvostd
- toinen muhitus 5,5 kuukauden ajan
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ITII kylvo ilman ymmpaystd 17.6.1985
- ensimmdinen niitto 2 kuukauden kuluttua kylvosta
- toinen niitto 3,5 kuukauden kuluttua kylvOstd
- toinen puhdasviljelmien eristdminen ymppibakteerin tunnistamista varten

Kokeessa 011 yhdeksan rinnakkaisastiaa, joista kaksi kdytettiin Rhizobium-puhdas-
viljelmien eristdmiseen ennen ensimmdistd muhitusta. Maiden muhituksella pyrit-
tiin selvittdmdan ympatyn bakteerin sdilymistd maassa. Muhituksen ajaksi maat
peitettiin rei'itetyl1d muovilla ja vietiin pimeddn paikkaan, jotta apilan kas-
vu saatiin pysdhtymddn. Muhituksen aikana nystyrdt hajosivat. Ennen seuraavaa

kylvod maat sekoitettiin huolellisesti, jotta maassa oleva bakteeripopulaatio

maassa. Koejdsenid Y] Ja YZ varten tdytettiin kuusi ylimddrdistd astiaa, jotka
ympattiin samalla ymppimadralld kokeen alussa kuin varsinaiset rinnakkaisastiat-
kin mutta joihin kylvettiin apilan siemenet vasta kolmannen kylvin yhteydessd (KO).

Puhdasviljelmien tekemistd varten juuret pestiin huolellisesti lampimdlld vedel-
14, nystyrdat leikattiin irti juurista, pintasteriloitiin minuutin ajan natrium-
hypokloriitilla (sis. 10 % aktiivista klooria) ja huuhdeltiin viisi kertaa ste-
riili114 vedella. Pintasteriloitu nystyrd murskattiin ja nystyrdn sisdltd Tevi-
tettiin agarin pinnalle. Maljoja inkuboitiin +25%C:ssa 3-4 vuorokautta, jonka
jdlkeen puhtaista pesdkkeistd siirrettiin kasvustoa uusille maljoille. Puhdas-
viljelmid tehtiin tasapuolisesti sekd pdd- ettd sivujuurten nystyroistd. Kaikis-
kasvustoja saatiin ensimmdisessad eristykseésé noin 40 prosentista ja kokeen lo-
pussa noin 15 prosentista nystyrditd (taulukko 1). Tdstd syystd kustakin koeja-
jelmat testattiin sekd tavallisilla hiivaekstraktimannitoli- ettd streptomysiini-
agarilla (200 ug/ml) kdyttden neljdd rinnakkaismaljaa. Siirrostus tehtiin 25-
piikkisel1d monipisteinokulaattorilla. Apilan versojen kuivapainot punnittiin

kdytettiin versojen typpisatoa.
5.2. Aineisto ja menetelmdt kenttdkokeissa

Kenttikokeita perustettiin kevddlld 1985 sekd Jokioisiin (2 kpl) ettd VAKOLAan.
Molemmat koekentdt olivat hiesusavea. Maan pH oli Jokioisilla 6,1 (vesi-pH 6,6)
ja VAKOLAssa 5,8 (vesi-pH 6,3). Koealueita ei lannoitettu lainkaan. Koeruudun
koko o1i Jokioisilla 10 m2 ja VAKOLAssa 24 m°. Kerranteita oli nelji. Apilalajik-
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keena oli Venla. Jokioisiin perustetuista kentistd ensimmdinen kylvettiin 3.6.
(Jokioinen I) ja toinen kaksi viikkoa mythemmin 17.6. (Jokioinen II) sekd VAKO-

LAn koe 5.6. Jokioisten kentdltd mdaritettiin maassa luontaisesti eldvdn Rhizobium-
populaation runsaus MPN-menetelmalld (BROCKWELL ym. 1975).

Koejasenet olivat seuraavat:

AO = ymppaamaton

A] = ymppays granulaattimenetelmd11d, jossa puutarhakalkkirakeet kuorrutettiin
hienojakoisella ymppiturpeella; turpeen bakteeripitoisuus 6,1 x 109 kp1/ml
kalkkirae (g) : ymppiturve (g) : 1iima (g) =10 : 1 : 1 |

A2 = ymppdys turverakeilla; rakeiden bakteeripitoisuus 2,7 x 109 kpl/ml turvetta

A3 = ymppays pillerdintimeneteimdlid, jossa siemenet kuorrutettiin hienojakoi-

9

sella ymppiturpeella; turpeen bakteeripitoisuus 6,1 x 107 kpl/ml turvetta

siemen (g) : turve (g) : liima (g) =4 : 1 : 0,4

Turveraetta kylvettiin 50 kg/ha ja puutarhakalkkiraetta 100 kg/ha. Ymppikanta
011 V20 Str' kaikissa kenttdkokeissa. VAKOLAn koe perustettiin Tume 200-kylvo- -
lannoittimella, jossa oli lisdvarusteena heinansiemenen kylvolaite. Lisdksi kyl-
vélannoittimeen 011 tehty erditd rakeistetun turpeen kylvod helpottavia muutok-
sia (ESALA ja KARA 1985). Kylvdlannoitinta kdytettdessd pyrittiin samoihin ymp-
piaineen syottomadriin kuin koeruutukylvikonetta kdytettdessd. Puutarhakalkki-
rakeilla Ja rakeistetulla turpeella tehtiin useita kiertokokeita, joiden perus-
teella laitteiston vdlityksid sdddettiin siten, ettd syottomddrdt saatiin mah-
dollisimman suuriksi. Puutarhakalkkirakeita saatiin syotetyksi 77 kg/ha (tavoi-
te 100 kg/ha) ja turverakeita 61 kg/ha (tavoite 50 kg/ha). Apilan siemenid kdy-
tettiin 21 kg/ha. Rakeistetun ymppiturpeen syotto onnistui tasaisesti, mutta
puutarhakalkkirakeet murskautuivat osittain syottolaitteessa ja aiheuttivat van-
taisiin johtavien putkien tukkeutumista. Putkia jouduttiin ravistelemaan auki
kesken kylvon, joten kylvdtulos oli epdtasainen. Elokuun puolivdlissd koekentil-
td otettiin edustavat juuristondytteet jokaisesta koeruudusta. Pdd- ja sivujuur-
ten nystyrtistd eristettiin puhdasviljelmid antibioottitestejd varten. Jokiois-
" ten kenttakokeet korjattiin 11.9. ja VAKOLAn koe 23.9.1985, jolloin punnittiin
ruutusatojen tuorepainot ja otettiin ndytteet kuiva-aine- ja typpimdarityksia
varten. Jokioisten kentilld apila talvehti hyvin. Seuraavana kesdnd eristettiin
jdlleen puhdasviljelmid samoista koefuuduista, jotta voitiin selvittdd, onko
ympatty bakteerikanta sdilynyt maassa ja pystyyko se kilpailemaan maan luontai-
sen Rhizobium-populaation kanssa. Kokeet korjattiin 27.6. ja 2.9.1986 ja sadosta

tehtiin samat madritykset kuin edellisend kesdand.
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6. TULOKSET
6.1. Tulokset astiakokeesta

Taulukossa 1 esitetddn antibioottitestausten tulokset ympbéys— ja muhituskokeesta.

suuri osuus kaikista testatuista eristyksistd tunnistettiin ymppibakteerin infek-
toimiksi. Kolmen kuukauden kuluttua kokeen perustamisesta tehdyssd testauksessa

korkein ymppdytymisprosentti saatiin granulaattimenetelmalld. Sekoitus- ja pille-
rointimenetelmdl1d saatiin ldhes yhtd hyva ymppéytymistu]os, vaikka pillerointi-

den muhituksen ja apilan kasvatuksen aikana. Ymppdytymisprosentit ovat kaikissa
koejdsenissa korkeammat kuin ensimmdisen eristyksen aikana. Koejdsenistd YlKO Jja
Y2KO eristetyistd nystyroistd ldhes kaikki tunnistettiin ymppibakteerin muodosta-
miksi, mikd osoittaa, ettd ympdatty bakteeri on sdilyttanyt hyvin infektiivisyyten-
sd maassa ilman apilan ldsndoloakin. MPN-tuloksen mukaan koemaan luontaisen Rhizo-
bium-populaation koko oli 2,3 x 107 bakteeria grammassa maata, joten ympdtty bak-
teeri joutui kovaan kilpailutilanteeseen infektoidessaan apilaa. Taulukossa 2 esi-
tetddn typpisatotulokset ymppdys- ja muhituskokeesta. Apila kasvoi rehevdsti kai-
kissa koeastioissa, mika viittaa siihen, ettd koemaassa o0l1i runsaasti mineraali-
typped tai nopeasti mineraalisoituvaa typped, jolloin apilan ei tarvitse turvau-
tua runsaasti energiaa kuluttavaan biologiseen typensidontaan. Ensimmdisen niiton
typpisadoissa ei ollut eroja koejdsenten vdlilld. Vasta kolmannesta kylvostd se-
koitus- ja granulaattimenetelmdlld saadut typpisadot olivat 20-30 % paremmat kuin

Tisesti merkitsevid.
6.2. Tulokset kenttakokeista

Taulukossa 3 esitetddn antibioottitestausten tulokset ymppdysmenetelmdkokeesta
Jokioinen I ja taulukossa 4 vastaavasti kokeesta Jokioinen II. Kesdkuun alussa
perustetussa kokeessa ymppdytymisprosentit olivat kaikilla kdytetyilld ymppéys—
tavoilla huomattavasti korkeammat kuin kaksi viikkoa myShemmin perustetussa ko-
keessa. Kesdkuun alussa kasvuolosuhteet olivat huomattavasti edullisemmat, silld
ensimmdisen kokeen kylvod seuranneina pdivind Tuonnonsateet (yht. 11 mm) kasteli-
vat pintamaan ja nopeuttivat siementen itdmistd. Kesdkuun puoiivé]issé toista
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Taulukko 1. Identifiointitulokset ymppdysmenetelmi- ja muhituskokeesta astiassa. Ensimmdiset eristykset 3 kuukauden,
toiset 18 kuukauden kuluttua kokeen aloittamisesta.

Tabfe 1. Tdentification nesults of the inoculation and incubation experiment. The (irst {solation of pure cultures
agter 3 months and the second agter 18 months grom the beginning of the experiment.

Eristykset Koejdsen Kasvien Nystyréiden Testattuja Streptomysiinin Ymppdytymis-
’ Tukumddrd  Tukumddrs isolaatteja  kestdvid prosentti

lsolation Treatment Number of Number of Numbenr of Numben of stn. Degree of

plants nodules tested resistant {s0- infection
Laolates Lates

I kesdkuussa -85 Y0K1 32 102 41 0 -

toisen niiton Y1k, 35 125 46 29 63

Jalkeen Y2K1 33 142 57 40 70

T in June -85 Y3K] 41 129 64 39 61

agter the second

hanvest

1T elokuussa ~86 YOK.l 62 124 12 0 -

viimeisen niiton Y]Ko 22 61 10 10 100

jilkeen YK 63 160 31 29 9

IT in August -86 YZKO 26 90 12 10 83

aftern the Last oKy 54 159 32 30 94

hanvest 3K 67 150 35 29 83

Y0 = ei ymppaystd
Y, = no {noculant

Y1 = ymppdys sekoitusmenetelmdlld, siemen (g) : ymppi (g) =1 :5
1 mixing method, seed : inocuwlant = 1 : 5

<
]

Y, = ymppdys granulaattimenetelmdlld, kalkkirae ympin kantaja-aineena, siemen (g) : ymppi (g) =1 :5
VZ = Lime granulating method, seed : inoculont = 1 : 5

Y3 = ymppdys pillergintimenetelmd)1d, siemen (g) : ymppi (g) =1 : 10

!»’3 = glueing method, seed : Lnoculant = 10 :1

K; = kolme kasvatusta, joiden vd1i114 kaksi yhteensd 9,5 kuukautta kestdnyttd muhitusta

K, = three growing periods with fwo incubations without clover interwupting

Ko = yksi kasvatus, jota ennen 14,5 kuukautta kestinyt muhitus
one growing period following an incubation of the inoculated s0if for 14,5 months

"
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Taulukko 2. Typpisatotu1okset ymppays- ja muhituskokeesta astioissa.
Table 2. Nitrogen ylelds of the inoculation and Lncubation experiment.

1. kylvo 2. kylvo 3. kylvo Yhteensd
15% seeding Ind seeding 3nd seeding Total

1. niitto 2. niitto 1. niitto 1. niitto 2. niitto
154 cut Ind cut 151 eut 154 cut Ind cut

mg N/astia mg N/astia mg N/astia

mg N/pot mg N/poZ mg N/pot
YoKy 504 567 298 745 304 2418
Y]K] 493 627 339 934 422 2815
oKy 503 601 294 925 416 2739
LB 497 487 309 752 315 2360
Y]K0 - - - 837 411 1248
YoKy - - - 759 486 1245

koetta perustettaessa pellon pinta oli ilmeisesti kuivunut 1iiaksi. Kokeen perus-
tamista seuraavana paivdna tosin satoi 5,3 mm, mutta sitten seurasi viikon pitui-
nen tiysin sateeton jakso, mikd hidastutti apilan itdmistd ja myOhdstytti vastaa-
vasti nystyroitymistd. Kokeiden perustamisvuonna parhaat ymppdytymisprosentit saa-
tiin pillerdintimeneteimg11d (45 ja 21 %). Seurantavuonna pillerdintimenetelmdlld
saadut ymppaytymistulokset (29 ja 35 % osoittivat, ettd ymppibakteeri sdilyi maas-
sa hyvin talvenyli. Myds rakeistetulla turpeella saatuja ymppaytymistuloksia voi-
daan pitdd hyvini. Sen sijaan puutarhakalkkirakeiden avulla ympattdessd tulokset
jiivat selvasti heikommiksi kummallakin koekentdlld. Taulukossa 5 esitetddn ymp-
paytymistulokset VAKOLAn kenttdkokeesta. Paras ymppaytymistulos saatiin pillerdin-
timenetelms11d (36 %). Puutarhakalkki- ja turverakeiden avulla ympdatyissd koejé¥
senissd tulos jdi heikoksi. Puutarhakalkkirakeilla saatu heikko tulos selittyy
osittain silli, ettd osa rakeista hajosi syottdlaitteistossa ja tukki vannasput-
kia, jolloin levitys jdi epdtasaiseksi. Turverakeita sydtettdessd tdtd ongelmaa

ei ollut. Taulukossa 6 esitetdan typpisatotulokset Jokioisten kokeista I ja 11
sekd VAKOLAn kokeesta. Satotuloksissa ei ollut eroja koejdsenten valilld. Kaytos-
samme olleilla koekentilld on aikaisemmin harjoitettu voimaperdista apilanvilje-
lyd, jolloin maahan on kehittynyt runsas luontainen Rhizobium-populaatio. MPN-
méérityksen mukaan koemaassa oli 4,3 x 105 Rhizobium-bakteeria grammassa maata.
Koepaikaksi valittiin sellainen alue, jolla tiedettiin olevan runsas luontainen
Rhizobium-populaatio, jotta ympatty bakteeri joutuisi todelTiseen kilpailutilan-
teeseen.
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Identifiointitulokset ymppdysmenetelmikokeesta, Jokioinen I. Kenttd-

koe perustettu 3.6.1985.
Indentification results of ihe inoculation experiment in the field at

Table 3.
Jokioinen. The experiment was established in June 3, 1985.
Eristykset Koejdsen Kasvien Nystyrdiden Testattuja Streptomysiinin Ymppdytymis-
lukumddrd lukumddra isolaatteja kestdvia prosentti
Isolation Treat- Number of Number o4 Number of  Number of sin Degree of
ment plants nodules tested is0- nesistant ingection
Lates is0lates
1985 A 96 179 68 0 0
A1 150 200 103 25 24
A, 138 219 131 47 , 36
A3 156 190 113 51 45
1986 AO 150 281 29 0 0
A, 190 4iq 50 11 22
A, 216 373 58 22 38
A3 240 470 56 16 29
A0 = ymppddmdton
Aa = no Lnoculant
A1 = ymppdys granulaattimenetelmdlld
Ay = Lime granulating method
A2 = ymppdys turverakeilla
Ay = peat granulating method
A3 = ymppdys pillerdintimenetelmilli

3
w3
u

glueing method
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Taulukko 4. Identifiointitulokset ymppdysmenetelmdkokeesta, Jokioinen II. Kenttd-

Table 4.

koe perustettu 17.6.1985.
Identification results of the inoculation experiment in the §ield at

Jokioinen. The experniment was established in June 17, 1985.

Eristykset Koejdsen Kasvien Nystyrdiden

Testattuja Streptomysiinen Ymppdytymis-

lukumdédrd lukumddra isolaatteja kestavid prosentti
Isolation Treat- Number of Number of Number of  Number of sin Degree of
| ment plants nodules tested iso- nesistant infection
Lates {s0lates
1985 AO 118 143 50 0 ‘ 0
A, 158 175 69 11 " 16
A, 135 155 82 12 15
A3 195 191 87 18 21
1986 A, 120 273 2 0 0
A1 153 406 - 34 5 15
A, 169 501 31 8 26
Aq 188 490 43 15 35
AO = ymppddmaton
Ao = no {noculant
A1 = ymppdys granulaattimenetelmills
Ay = Lime granulating method
A2 = ymppdys turverakeilla
A, = peat granulating method

=
1}

3 ' ymppdys pilleréintimenetelmilla
glueing method

>
)
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Taulukko 5. Identifiontitulokset ymppdysmenetelmdkokeesta Vakolassa 1985.
Tabte 5. Identification results of the inoculation experiment in the field

at Vakola 4in 1985.

Koejdsen Kasvien Nystyrdiden Testattuja iso-  Streptomysiinin Ymppdytymis-
lukumddra  lukumddrd laatteja kestdvia prosentti
Treatment Number of  Number of  Number of tested Number of stn. Degree of
plants nodutes As0lates nesistant Anfection
isolates
AO 150 159 69
A, 184 165 103 9 9
A, 162 183 96 7 7
A3 177 204 91 33 : 36
AO = ymppddmdton
Aa = no Lnoculant
A1 = ymppdys granulaattimenetelmdlld
Ay = Lime granulating method
A2 = ymppdys turverakeilla

p e
W

peat granulating method

p=d
1]

ymppdys pillerdintimenetelmdlld
glueing method

>
u
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7. TULOSTEN TARKASTELU

Kaikki kdytetyt ymppdysmenetelmdt toimivat hyvin sekd astia- ettd kenttdkokeissa.
Parhaat ymppdytymistulokset saatiin pillerdintimenetelmdlld ymppdytymisprosent-
tien vaihdellessa kenttdkokeissa perustamisvuonna 21:std 45:een ja seurantavuonna
29:5td 35:een. Ymppiytymistulokset vastaavat hyvin ulkomaisissa tutkimuksissa saa-
tuja tuloksia. GAURin ja LOWTHERin (1982) Uudessa Seelannissa tekemisss kenttiko-
keissa tutkittiin pillerGintimenetelmdd kdyttden viiden Rhizobium-kannan, kahden
ymppimddrdn (6 ja 60 g ymppiturvetta/1 kg siemenid) sekd ympdtyn siemenen. kalkil-
la kuorruttamisen vaikutusta ymppaytymisen onnistumiseen ja ymppibakteerin sdily-
miseen maassa. Kuusi kuukautta kylvon jdlkeen ymppdytymistulokset vaihtelivat
8:sta 38 prosenttiin, kun kdytettiin pienempdd ymppimddrdd ilman kalkkikuorrutus-

tettdessd vastaavat tulokset olivat 28-52 ja 50-64 %.

Turveraemenetelmdstd saadut kokemukset olivat lupaavia. Rakeet olivat helppokdyt-
toisid ja juoksivat hyvin kylvolaitteistossa. Ymppaytymistulos eri koepaikoilla
vaihteli 7:n ja 36 prosentin valilld, joten hajonta oli melko suuri. Kun verra-
taan Jokioisten kenttien ensimmdisen ja toisen koevuoden tuloksia keskendan, ha-
vaitaan ettd kummallakin kentd11d toisen koevuoden ymppdytymistulokset olivat pa-
rempia kuin ensimmdisen. Tulos viittaa siihen, ettd ymppibakteeri on tehokkaasti
Tevinnyt apilan juuriston ympdrille ja infektoinut huomattavan osan nystyroistd
toisenakin koevuonna. Myos granulaattimenetelmdll1d saatiin ymppdytyminen onnistu-
maan hyvin, mutta tdmd menetelmd ei kuitenkaan sovellu kdytdnnon apilanviljelyyn.
Ymppimateriaalin valmistus on liian monimutkainen tyd maatiloilla suoritettavaksi
ja etukdteen valmistettuna puutarhakalkkirakeet kostuvat sdilytyksen aikana, jol-
loin ne osittain jauhautuvat rikki kylvokoneessa.

Kdytetyn ymppdysmenetelman ohella on maan luontaisen Rhizobium-populaation koolla
huomattava merkitys ymppdytymisen onnistumiseen. Useissa ulkomailla tehdyissd
tutkimuksissa (esim. DUDMAN ja BROCKWELL 1968, BROCKWELL 1981) on todettu, etti
jos luontainen Rhizobium-populaatio on suuri ( >10 000 bakteeria grammassa maa-
ta), ymppdyksen onnistuminen on epdtodenndgkdistd. Hyvin onnistunut ymppdyskaan
vasti. Jos ymppikanta ei sopeudu maahan, se saattaa haviti lyhyessdkin ajassa.
DUDMANin ja BROCKWELLin (1968) tutkimuksissa erdan koepaikan ymppdytymisprosen-
tiksi saatiin 76 14 kuukauden kuluttua kokeen perustamisesta, mutta nelja kuukaut-
ta myShemmin ympatty kanta oli havinnyt tdydellisesti.
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Jokioisten koepaikalla luontaisen Rhizobium-populaation koko oli keskimddrin

430 000 bakteeria grammassa maata, mikd on monikymmenkertaisesti suurempi bak-
teeripitoisuus kuin minkad BROCKWELL (1981) esitti raja-arvoksi ymppdytymisen on-
nistumiselle. Jokjoisten kokeista saadut korkeat ymppdytymisprosentit osoittavat,
ettd kdyttdmdmme ymppikanta oli kilpailukykyinen ja infektiivinen. Lisdksi se
sdilyi hyvin maassa seuraavalle kasvukaudelle. Kannan typensidontakapasiteetti

ej kuitenkaan ole vield niin hyvd, ettd se ndkyisi selvdnd parannuksena typpi-
satotuloksissa sellaisilla mailla, joissa luontainen Rhizobium-popu]aatio on
tehokkaasti typped sitova kuten Jokioisten kentdl1ld. Jatkotutkimuksissa tulisi--
kin keskittyd ymppikannan typensidontakyvyn parantamiseen.
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