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THVISTELMÄ 

Tutkimukea 4etvitettiin 	ymppäy4menetetmien vaikututa puna-api/an inek- 

toitumi'seen ymppibakteekilla. Käytetyt ymppäy'smenetetmät olivat åekoitu4-, yla-

nutaatti-, tuitvekae- ja pitteAöintimenetamd. Sekoitu&menetamää hienojakoi- 

nen ymppituilve kytvettiin 4iementen atte. GAanutaattimenetetmä4'sd ymppitunvetta 
/iimattiin puutakkakatkkikakeiden pinnatte ja /takeet kytvettiin .i.ementen 1zan-

4amanaikaiti. Tunvekaemenetetmää bakteeflitientä imeytettiin apitan 'sie-
menten kokoi4iin tukveflakeiiin, jotka 5tettiin kytvövakoon /annoitteiden ta- 
paan. PiUek6intimenetelmä44ä api/an 'siemenet kuoilnutettiin ymppitufweetta lii-

maa apuna käyttäen (n. 'siemenymppäy's). Ymppibakteexina käytettiin ko)tkeaa 
,tileptomyiinipitoi4uutta ke4tävää Rhizobium-kantaa, joten 4e pytyttiin anti-

bioottimaljojen avutta tunnistamaan maan luontaie)sta Rhizobium-poputaatio)sta. 

Tutkimuken aikana pexu4tettiin pitkäaikainen (18 .kk).  aistiaköe ja kotme kenttä-

koetta. Ymppäytymien onn,&stumi)sta tutkittiin määkittämällä ymppäytymipfLoent-

ti, joka ilmai4ee, kuinka monta juuniny'styitää &adata on ntynyt ymppiainee-
ta peitäi)sin otevien baktevtien vaikutubeta. Apitan typenidontakyvyn mittana 
käytettiin veitAojen typpiatoja. Kokei,s4a 4eukattiin myö4 ympätyn bakteekin 
4äilymitä maaa. Atiakokeia api/a ky/vettiin kotme4ti, mutta ymppdy 	,o- 

,titettiin vain enimmäien ky/vön yhteydesä. SadonkoiLjuun ja nytynAbakteulien 

tunni'stami4en jälkeen koemaita muhitettiin 4-5 kuukautta, jonka jälkeen ky/vet-

tiin uudet api/an 'siemenet. Koejäxjetely toitettiin kahdeti. Kenttäkokeia 

ymppibaktevtin äilymitä maa)suc 4eukattiin määnittämällä ymppäypit.oentit ko-
keiden pe,w4tami)svuonna ja hitä 4eukaavana keänä. 

A4tiakokeesa ymppäytyminen onni,stai hyvin kaikitta menetetmittä ymppäytymi.spilo-

entin vaihdelle4a 61:n ja 70:n pno4entin välillä en&Lmmäi'se'sä määltityUe)s4ä 

ja 83:n ja 94:n piloentin vätittä muhitutuen jälkeen -tekdpsu määhitybe)5. 

Kenttäkokei's'sa pakhaat ymppäytymi4pno4entit acWn pilleA6inti- ja tu/Lvekaeme- 

netetmättä. 	ylanutaattimenetetmättä ymppäytyminen onniistui hyvin, mutta 
kytv5vaihee4)sa itmenneiden tekniten vaikeulnien takia tämä menetetmä ei ovet-

tu käytännön apitanvitjetyyn. 

Sekä a4tia- että kenttäkokeet ooittivat, että ympätty baktevtikanta )säilyi hy-

vin maaisa ja pytyi inektoimaan huomattavan osan muodotuvita ny)sty/L5i)5tä 

tLizaavatta kavukaudetta. 



ABSTRACT 

The e“ect6 o.6 vakiou4 inoculation method)s on the in&ction o ked c/ovek 

by khizobia inoculum weke 4tudied. The method6 o.6 inocalation employed 

weke mixing, lime gkanulating, peat gkanutating and glueing. Fok the 

mixing method inoculated peat mea/ 	mixed into the ii beneath the 

6eed6. In the gkanutating method. lime gkanu/e6 weke coveked with in-

oculated peat and 6imultaneocmty 6own with the 6eed6. In the peat gkanu-

lating method gkanulated peat wa6 moitened with a bactekium mc4peimion 

and ptaced in the 6eed 15ukkow 	6ok 6ektitizek6. By the gtaeing method 

the inocutant wa4 bound to the 6eed6 by mean4 o g/ue (6eed inocutation). 

The titeptomycin kesi4„tant Rhizobiam tkain that 6ekved a6 the inoculant 

wa identi6ied on 6tkeptomycin ptate6 15kom the natukal Rhizobium popu-

lation4 pke6ent in the 4oil. 

Duking 	4tudy an 18-month pot expekiment and thkee 15.1..etd expekiment6 

weke utab.eiMled. Succe66 o.6 the inoculatiom wa4 tuted by meauking the 

degkee o.6 in&ction. The nitkogen yLeZd o.6 '.ed ctovek 	6ekved a6 

the mea6uke o nitkogen 6ixation. The 6ukviva/ o6 inoculant khizobia in 

the u,ie wa4 al4o 6tudied. In the pot expekiment ctovek 6eed6 weke umn 

thkee timu but inoculation cgc pekt5okmed only 6imultaneou4 to the ,6imt 

6eeding. Mtek hakvut and identiication o.6 koot nodule bactekia the 4oil 

weke incubated &rn. 4-5 montim. Fotlowing the incubation pekiod new clovek 

6eed6 weke 4own. Soit incubation and bactekial identiication weke ke-

peated twice. In the 6ietd expekiment4 the 6ukviva/ o,6 the khizobia in-

oculum in oLts wa6 tudied by meauking the degkee o n6ection in the 

.6imt and the u..cond 5wnmvL. 

A high degkee otS iniSection wcm kecokded in the pot expekiment by a/t in-

ocutation method. The degkee o.6 in6ection wcz. 61-10 % 6ok the .6ikt 

identiication and 83-94 % ,6ok the.cond identi6ication a6tek incubation. 

The highe6t degkee o.6 in6ection weke kecokded in the 	expekiment 

employing the glueing and the peat gkanulating method6. Incubation 

ci.cceeded with the lime gkanulating method alo but 4ome technical di1W-

cuttiu weke encounteked. Thu6, the method cannot be kecommended ,6ok 

common c/ovek cultivation. Both the pot and the 6ied expekiment6 itowed 

that the inoculated bactekium 6ukvived in the ioU and wa4 a4o able to 

in6ect a gkeat numbek o.6 nodweu daking the ISollowing gkowing u.a6on. 
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1. JOHDANTO 

Rhizobium on maaperässä yleisesti esiintyvä bakteerisuku, joka jakaantuu lukui-

siin lajeihin. Eri palkokasveilla on omat Rhizobium-lajinsa, joiden kanssa ne 

voivat elää symbioosissa ja muodostaa ilmakehästä typpeä sitovia nystyröitä. 

Rhizobium-lajien sisällä eri bakteerikannat eroavat toisistaan typensidonnan 

tehokkuudessa. Typensidonnan tehokkuuteen puolestaan vaikuttavat monet tekijät, 

kuten bakteerin typensidontageenit, kasvin ja bakteerin yhteensopivuus ja ympä-

ristötekijät. 

Rhizobium-populaation esiintymisrunsaus vaihtelee huomattavasti viljely- ja lai-

dunmaissa. Maaperätekijöiden lisäksi Rhizobium-lajien esiintymisrunsauteen vai-

kuttaa se, onko Kyseisellä maalla aiemmin viljelty isäntäpalkokasvia. Osastomme 

aikaisemmat tutkimukset (AURA ja KEMPPAINEN 1983a) osoittavat, että apilan, her-

neen ja härkäpavun ritsobeja esiintyy runsaasti suomalaisissa viljelymaissa, 

mutta papua ja sinimailasta infektoivia bakteerilajeja vain satunnaisesti tai 

ei ollenkaan. Jos viljelymaan luontainen Rhizobium-populaatio on vähäinen ja ty-

pensidontateholtaan heikko, on perusteltua suorittaa ymppäys palkokasvin kylvön 

yhteydessä, jotta nystyröinti onnistuisi ja palkokasvin typensidontakykyä pys-

tyttäisiin tehokkaasti hyödyntämään. 

Biologiseen typensidontaan liittyvällä tutkimustyöllä on Suomessa pitkät perin-

teet. Akateemikko A.I. Virtanen aloitti ymppäykseen ja ymppipreparaattien val-

mistukseen liittyvät tutkimukset jo 1920-luvun alussa (VIRTANEN 1943). Ymppi-

valmisteita käytettiin 1940-luvun alussa kaikkiaan 25 000 peltohehtaarilla (R0-

PONEN 1979). Apilan osuus nurmikasvustoissa oli vielä 50-luvun alussa 27 % (PAA-

TELA 1953). Viljelyn voimaperäistyessä ja typpilannoitteiden yleistyessä 60-lu-

vulla apilan viljely väheni nopeasti, ja ymppivalmisteiden Kysyntä pieneni sa-

massa suhteessa. 70-luvun lopulle tultaessa apilan osuus nurmissa oli enää 2-4 

prosenttia ja ymppivalmisteita käytettiin vain 300 peltohehtaarilla (ROPONEN 

1979). Typpilannoitteiden nopea hinnannousu 70-luvulla oli eräs syy siihen, että 

kiinnostus palkokasvien viljelyyn heräsi uudelleen. 80-luvun alussa aloitettiin 

useita Suomen Akatemian, SITRAn ja Maa- ja metsätalousministeriön rahoittamia 

tutkimuksia, joissa selvitettiin palkokasvien jalostukseen, viljelytekniikkaan 

ja ymppäykseen liittyviä kysymyksiä. Maatalouden tutkimuskeskuksen maanviljelys-

kemian ja -fysiikan osasto osallistui näihin tutkimuksiin selvittämällä mm. maa-

perän ominaisuuksien vaikutusta biologiseen typensidontaan (AURA ja KEMPPAINEN 

1983c), tehokkaiden Rhizobium-bakteerien valintaa suomalaisista maista ja kar- 
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janlannan ja kalkituksen vaikutusta apilan typensidontaan (AURA ja KEMPPAINEN 

1983a ja b). Lisäksi tutkittiin yhteistyössä Valtion maatalousteknologian tut-

kimuslaitoksen kanssa puna-apilan ymppäystekniikkaa ja sen kehittämismahdolli-

suuksia (KEMPPAINEN 1985). Tässä tiedotteessa esitettävä tutkimus on jatkoa 

ymppäystekniikan tehostamiseen liittyville kokeille. Tähän tutkimukseen saatiin 

rahoitusta Maa- ja metsätalousministeriöstä. 

Ymppibakteerin kantaja-aineella on ratkaiseva merkitys ymppäytymisen onnistumi-

seen. Kantaja-aineen täytyy olla kemiallisilta ominaisuuksiltaan sellaista, että 

bakteerit pystyvät elämään ja lisääntymään siinä säilytyksen aikana. Ulkomailla 

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). 

Ymppäys voidaan suorittaa joko liimaamalla ymppimateriaalia siementen pintaan 

ennen kylvöä tai johtamalla kiinteässä tai nestemäisessä muodossa olevaa ymppi-

ainetta kylvövakoon samanaikaisesti siementen kanssa. Ensin mainittu ymppäystapa 

on yleisimmin käytetty menetelmä Australiassa, Uudessa Seelannissa ja useissa 

Euroopan maissa (BROCKWELL 1981, MATERON ja HAGEDORN 1982, GAUR ja LOWTHER 1982). 

Tässä tutkimuksessa siemenymppäyksestä käytetään nimitystä pilleröintimenetelmä. 

Siemenymppäystä käytettäessä infektoituminen on yleensä ollut tehokasta ja sato-

tulokset hyviä (DUDMAN ja BROCKWELL 1968). Ymppiaineen käyttö erillään siemenes-

tä on todettu paremmaksi menetelmäksi silloin, kun on käytetty fungisiideilla 

peitattuja siemeniä tai jos siementen itäminen on viivästynyt epäedullisten kyl-

vöolosuhteiden takia (BROCKWELL ym. 1980, HELY ym. 1980). 

Suomessa palkokasvien ymppäykseen käytetään perinteistä kostutusmenetelmää, jos-

sa bakteerin kantaja-aineena oleva hienojakoinen turve tartutetaan vedellä kos-

tutettuihin siemeniin. Menetelmän heikkoutena on turpeen huono kiinnittyminen 

siementen pintaan. Osastollamme on aikaisemmin tutkittu tätä ymppäysmenetelmää 

ja todettu, että kylvö pitäisi suorittaa välittömästi ymppäyksen jälkeen onnis-

tuneen lopputuloksen saavuttamiseksi. Jos siementen pinta pääsee kuivahtamaån, 

huomattava osa turpeesta varisee irti siemenistä. Tästä syystä kostutusmenetel-

mää ei enää käytetty kesän 1985 kokeissa. 

Tämän tutkimuksen tavoitteena oli testata Suomen viljelyolosuhteisiin soveltu-

via apilan ymppäysmenetelmiä ja seurata ympätyn bakteerin säilymistä maassa. 
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2. RHIZOBIUM-KANTOJEN TUNNISTAMISEEN MYTETYT MENETELMÄT 

Tutkittaessa ymppäytymisen onnistumista on tärkeää, että ympätyn bakteerin 

vaiheita maassa pystytään seuraamaan ja että ymppibakteerit pystytään tunnista-

maan maan luontaisesta Rhizobium-populaatiosta. Tunnistamiseen on kehitetty 

kaksi menetelmää: serologiset menetelmät (VINCENT 1941, 1970, PURCHASE ym. 1951, 

READ 1953, KOONTY ja FABER 1961, SKRDLETA 1965, DUDMAN ja BROCKWELL 1968, KREMER 

ja WAGNER 1978, BERGER ym. 1979) ja antibioottimenetelmät (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 linked 

immunosorbent assay) edustaa yleisesti käytettyä serologista tunnistusmenetel-

mää, joka perustuu tietylle bakteerikannalle kaneissa tuotetun vasta-aineen 

spesifiseen reagointiin kannan antigeenin kanssa. Antibioottimenetelmissä tun-

nistaminen perustuu joko korkeiden (200 - 1000 pl/m1) tai alhaisten (1.25 - 20 

pl/m1) antibioottipitoisuuksien käyttöön kasvualustassa. Korkean antibiootti-

pitoisuuden sisältävällä kasvualustalla menestyvät Rhizobium-kannat, ns. merka-

tut kannat, muuttuvat spontaanin mutaation seurauksena resistenteiksi Kyseisel-

le antibiootille. Tavallisimmin käytetty merkkiaine on streptomysiini, jonka 

lisäksi on käytetty myös spektinomysiiniä (SCHWINGHAMER ja DUDMAN 1973). Eräät 

tutkijat ovat käyttäneet ns. kaksoismerkattuja kantoja, jolloin streptomysiinin 

lisäksi on kasvualustaan lisätty rifambisiiniä tai erytromysiiniä (BUSHBY 1981, 

TURCO ym. 1986). Mutatoinnilla saatu antibioottiresistenttisyys on todettu hy-

vin säilyväksi ominaisuudeksi sekä laboratorio- että pitkäaikaisissa kenttäko-

keissa (DANSO ja ALEXANDER 1974, BROCKWELL ym. 1977), minkä vuoksi se on hyvin 

käyttökelpoinen tunnistamismenetelmä Rhizobium-populaation ekologisissa tutki-

muksissa. JOSEYn (1979) kehittämä Rhizobium-kantojen luontaiseen antibioottispekt-

riin (IAR = intrinsic antibiotic resistance) perustuvassa Identifiotntimenetel-

mässä käytetään alhaisia antibioottipitoisuuksia. Tutkittavan kannan toleranssi 

testataan 8 - 10 antibiootin suhteen kahta tai kolmea konsentraatiota käyttäen, 

jotta saadaan riittävän laaja spektri. 

Korkeaa antibipottipitoisuutta sietävän ymppikannan etuja ovat stabiilisuus ja 

tunnistamisen helppous, haitta taas se, että mutaatio saattaa vaikuttaa epäedul-

lisesti ymppibakteerin symbioottisiin ominaisuuksiin, lähinnä typensidontate-

hoon ja nystyröintikykyyn. Tutkimustulokset näiden asioiden suhteen vaihtele-

vat suuresti. LEVINin ja MONTGOMERYn (1974) tutkimuksissa ei havaittu eroja 
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antibioottiresistenttien ja alkuperäisten kantojen välillä typensidontatehossa 

eikä nystyröinnissä. SCHWINGHAMER ja DUDMAN (1973) totesivat, että osittainen 

tai täydellinen typensidontatehon menetys tapahtui vain 20 prosentilla anti-

bioottiresistenteistä kannoista. Täysin vastakkaisia tuloksia ovat saaneet 

ZELAZNA-KOWALSKA (1971) ja PANKHURST (1977), joiden tutkimuksissa antibiootilla 

merkatut kannat ovat menettäneet täysin typensidontakykynsä. 

3. ANTIBIOOTTIRESISTENTTIEN KANTOJEN KEHITTELY 

Tehokkaasti typpeä sitovien R.trifolii-kantojen antibioottien sietokykyä testat-

tiin soveltamalla KUYKENDALLin ja WEBERin (1978) kehittämää menetelmää, joka pe-

rustuu joidenkin bakteerikantojen Kykyyn spontaanisti mutatoitua sietämään anti-

biootteja kasvualustassaan. Kokeessa oli mukana 19 kantaa, jotka oli eristetty 

MTTK:ssa tehtyjen typensidontatutkimusten aikana. Kasvualustana käytettiin hii-

vaekstraktimannitoliagaria (VINCENT 1970), johon oli lisätty 200 pg/ml strepto-

mysiiniä tai 25 lig/ml kanamysiiniä. Kutakin bakteerikantaa levitettiin 0,1 ml 

(10
8
-10

9 
solua) agarin pinnalle ja maljoja inkuboitiin 4-5 vrk 22

o
C:n lämpötilas-

sa. Mutatoituneet pesäkkeet siirrostettiin vielä kahdesti uusille antibiootti-

maljoille. Ensimmäisessä kasvatuksessa saatiin 8 streptomysiinille ja 4 kanamy-

siinille resistenttiä kantaa. Pesäkkeiden kasvatuksen aikana todettiin, että 

streptomysiinin suhteen kannat pysyivät muuttumattomina, mutta kanamysiinille 

resistenteissä kannoissa ilmeni häilyvyyttä. 

Antibioottiresistenttisyytensä säilyttäneiden bakteerikantojen nystyröinti- ja 

typensidontakyky tutkittiin astiakokeiden avulla. Kasvualustana käytettiin 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 CaCl2-lietoksessa 

mitattuna) ja lannoitettiin Puutarhan PK-lannoitteella (N:P:K = 0:7:17) ja hi-

venseoksella (valmistaja Kemira), johon oli lisätty kobolttikloridia (100 g PK + 

10 g hivenaineseosta + 1 g CoC1 2x6 H20). Lannoiteseosta käytettiin 2 m1/1 1 tur-

vetta. Vuorokauden ajan idätettyjen Venla-puna-apilan siemenet ympättiin baktee-

risuspensiolla. Ymppäys uusittiin viikon kuluttua. Kuuden viikon kuluttua ymp.-

päyksestä tehtiin havainnot kasvustojen rehevyydestä ja väristä sekä nystyröiden 

määrästä, koosta ja väristä. Kahdeksasta streptomysiiniresistentillä kannalla 

ympätystä koejäsenestä neljässä kasvusto oli rehevää ja tumman vihreää ja nysty-

rät suuria ja punertavia, mikä on osoitus toimivista, hyvin typpeä sitovista 

nystyröistä. Kahdessa streptomysiiniresistentillä kannalla ympätyssä astiassa 

kasvusto jäi matalaksi ja keltavihreäksi, ja nystyrät olivat pieniä ja vaaleita. 

Kaksi streptomysiiniresistenttiä kantaa eivät nystyröineet lainkaan. Kokeen nel- 
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jästä kanamysiiniresistentistä kannasta kolmessa kasvusto oli rehevää ja vihreää 

ja nystyrät suuria. Yksi kanta ei nystyröinyt lainkaan. Kaikista nystyröitä teh-

neistä kannoista eristettiin puhdasviljelmiä ja antibioottiresistenttisyyden säi-

lyminen testattiin maljoilla. Streptomysiinikannoista 5 ja kanamysiinikannoista 

2 olivat säilyneet muuttumattomina. 

Seuraavassa astiakokeessa verrattiin alkuperäisten emokantojen, antibioottiresis-

tenttien kantojen ja nystyröistä eristettyjen antibioottiresistenttisyytensä säi-

lyttäneiden kantojen typensidontatehoa. Koejärjestelyt olivat samat kuin edelli-

sessä astiakokeessa, kerranteita oli kolme. Kasvatusaika oli kahdeksan viikkoa, 

jonka jälkeen versojen kuivapainot punnittiin ja niiden typpipitoisuus määritet-

tiin. Typensidontatehon mittana käytettiin versojen typpisatoja. Typpisatojen 

perusteella paras streptomysiiniresistentti kanta oli V20 (V20Strr), joka muut-

tui pysyvästi korkeaa streptomysiinipitoisuutta kestäväksi menettämättä lainkaan 

typensidontatehoaan. Aikaisemmissa astiakokeissa oli todettu tämän kannan typen-

sidontatehon vastaavan parhaitten maan luontaisen Rhizobium-populaatioiden typen-

sidontatehoa. Erikoista V20-.kannalle oli, että se kesti luontaisesti muidenkin 

antibioottien, kuten erytromysiinin, neomysiinin, nalidiksiinihapon, karbinosil-

liinin, polymyksiini-B-sulfaatin ja rifambisiinin, verraten korkeita pitoisuuksia. 

V20 Strr-kanta tuotti apilalla 21 % suuremman typpisadon kuin emokanta. Myös ka-

namysiiniresistenteistä kannoista V20 oli paras tuottaen apilalla, noin 10 % paremman 

typpisadon kuin emokanta. Muilla testatuilla kannoilla apilan typpisato oli 20-

40 % pienempi kuin emokantojen typpisato. Näiden tulosten perusteella V20 Strr-

kanta valittiin jatkotutkimuksiin ja sitä käytettiin merkkikantana astia- ja 

kenttäkokeissa. 

4. YMPPIMATERIAALIN VALMISTUS 

Ymppibakteeria kasvatettiin panosviljelmänä hiivaekstraktimannitoliliemessä 24-

30 tuntia 220C lämpötilassa. Siirroksena käytettiin eksponentiaalisessa kasvu-

vaiheessa olevaa bakteerisuspensiota 1-5 % ravintoalustan määrästä. Kasvulientä 

ilmastoitiin puhaltamalla Sartorius-ilmansuodattimella (Sartofluor-capsule, huo-

koskoko 0,2 pm) steriloitua ilmaa noin 30 cm
3 
minuutissa nesteen pohjalle, jol-

loin saatiin syntymään tarvittava sekoitus. Vuorokauden kestäneen kasvatuksen 

aikana liemen bakteeripitoisuus nousi 10
7
-10

8 
soluun/ml. Kolmen vuoden aikana 

tehtiin kaikkiaan 26 liemikasvatusta, joista 17 V20 Strr-kannalla. Bakteerin 

kantaja-aineena käytettiin steriloimatonta hienojakoista tai rakeistettua tur-

vetta, johon Oli lisätty aktiivihiiltä. Turve oli kalkittu pH 6,5:een. Kokeissa 

valmistetut turve-erät oli valmistettu Kemira Oy:ssa, jossa kehiteltiin tutki-

muksen aikana myös rakeistetun turpeen valmistusmenetelmiä. Tavoitteena oli 
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käyttää apilan siemenen kokoisia turverakeita, jotka imisivät riittävästi bak-

teerilientä itseensä, mutta säilyttäisivät silti hyvät syöttöominaisuutensa kyl-

vön yhteydessä. Rakeiden valmistus osoittautui ongelmalliseksi, sillä rakeistuk-

sen yhteydessä turpeen lämpötila nousi liian korkeaksi, mikä puolestaan aiheutti 

bakteerille myrkyllisten yhdisteiden syntymisen turpeeseen. Useita turverae-eriä 

jouduttiin hylkäämään, koska Rhizobium-bakteerit eivät pystyneet niissä elämään. 

Bakteerilientä lisättiin kuivaan turpeeseen niin paljon, että turve tuntui sel-

västi kostealta, mutta ei kuitenkaan paakkuuntunut. Hienojakoiseen turpeeseen 

bakteerilientä lisättiin 45-50 % ja rakeistettuun turpeeseen 33-35 % valmiin ymp-

pimateriaalin painosta. Jos bakteeriliemen osuus rakeistettua turvetta käytettä-

essä nousi 40 prosenttiin, rakeet tarttuivat osittain kylvökoneen vannasputkiin 

ja aiheuttivat näin epätasaisen Kylvön. 

Valmis ymppimateriaali pakattiin polyetyleenipusseihin. Polyetyleeni soveltuu 

hyvin ymppiturpeen pakkausmateriaaliksi, koska kaasut pystyvät vaihtumaan muo-

vin läpi, mutta muovi pidättää tehokkaasti kosteutta. Kaikista valmistetuista 

turve-eristä tehtiin ensimmäinen bakteerilaskenta vuorokauden kuluttua valmis-

tamisesta. Tällöin bakteeripitoisuus oli keskimäärin 10
7
-10

8 
kpl/ml. Ymppitur-

peita säilytettiin 5 vuorokautta huoneenlämmössä, jonka jälkeen ne siirrettiin 

+40C:n lämpötilaan. Tutkimuksen aikana valmistettiin 41 ymppiturve-erää, joista 

12:sta käytettiin hienojakoista turvetta. Osa turpeista valmistettiin astia- ja 

kenttäkokeissa käytettäväksi ja osa koe-eriksi, joilla tutkittiin eri menetel-

millä valmistettujen rakeistettujen turpeiden soveltuvuutta bakteerin kantaja-

aineeksi. Turpeiden bakteeripitoisuuden kehittymistä seurattiin varastoinnin 

aikana. Seuranta kesti yleensä 4 - 20 viikkoa, jona aikana turpeen bakteeripi-

toisuus saavutti huippunsa. Pisin bakteeripitoisuuden seuranta kesti 18 kuukaut-

ta. Kyseisen ymppiturpeen bakteeripitoisuus oli 2 viikon kuluttua valmistamises-

ta 4 x 10
11 

kpl/m1 turvetta, vuoden säilytyksen jälkeen 8 x 10
7 

kpl/m1 ja puo-

lentoista vuoden kuluttua 2 x 10
8 kpl/m1 turvetta. Joihinkin turve-eriin kasvoi 

runsaasti hometta, jolloin bakteeripitoisuus laski jyrkästi. Kuvassa 1 esitetään 

tuloksia ymppiturpeiden bakteeripitoisuusmäärityksistä.. 

Tur'verakeiden lisäksi kokeiltiin myös puutarharakeiden soveltuvuutta ymppimate-

riaalin kantaja-aineeksi. Kalkkirakeiden pinta kovetettiin ensin liimakerroksel-

la (esim. Finnfix) ja annettiin kuivua. Kovettuneiden rakeiden pintaan levitet-

tiin uusi liimakerros ja rakeet kuorrutettiin hienojakoisella ymppiturpeella.. 

Myös kalkkirakeista tehtiin bakteerilaskenta raaputtamalla laskentaan tarvitta-

va määrä turvetta rakeiden pinnalta. Bakteeripitoisuus oli viikon kuluttua val-

mistamisesta 2,3 x 10
10 

kpl/m1 ja 4 viikon kuluttua 2,7 x 10
9 

kpl/m1 turvetta. 

Tulokset osoittivat, että ritsobit viihtyivät hyvin kalkkirakeiden pinnalla. 
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Kuva 1. Ymppimateriaalin bakteeripitoisuuden kehittyminen. 

FiguAe.1. Devetopment oiS bacteitiat demity in the inocutation 
mateitiat. 
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5. KOEJARJESTELYT 

5.1. Aineisto ja menetelmät astiakokeessa 

Ymppäysmenetelmiä ja ymppibakteerin säilymistä maassa tutkittiin pitkäaikaisen 

astiakokeen (18 kk) avulla. Koejäsenet olivat seuraavat: 

Y
o 

= ei ymppäystä 

Y = ymppäys sekoitusmenetelmällä, jossa hienojakoinen ymppiturve sekoitettiin 
1 

siementen alla olevaan 1 - 2 cm:n maakerrokseen; siemen (g) : ymppiturve 

(g) = 1 : 5. Turpeen bakteeripitoisuus 1.6 x 1010  kpl/ml. 

Y
2 

= ymppäys granulaattimenetelmällä, jossa puutarhakalkkirakeet kuorrutettiin 

ymppiturpeella; kalkkirae (g) 	ymppiturve (g) : liima (g) = 10 : 1 : 2 

siemen (g) : ymppiturve kalkkirakeen pinnalla (g) = 1 : 5 

Liimana käytettiin Finnfixiä 6 prosenttisena liuoksena. 

Y
3 

= ymppäys pilleröintimenetelmällä, jossa apilan siemenet kuorrutettiin ymppi- 

turpeella; siemen (g) 	ymppiturve (g) : liima (g) = 10 : 1 : 1. 

Koemaana oli savi, jonka pH oli 5,6 (vesi-pH 6,1). Koeastioina käytettiin viiden 

litran muovisankoja, joihin maata lisättiin 5 1 /astia. Maa lannoitettiin Puutar-

han PK-lannoitteella (N:P:K = 0:7:17), johon oli lisätty magnesium- ja koboltti-

sulfaattia (100 g PK + 10 g MgSO4  x 7H20 + 200 mg C0SO4). Lannoitetta käytettiin 

2 ml maalitraa kohden. Puna-apilalajike oli Venla. Siemenet seulottiin ennen kyl-

vöä (0 = 1,8-1,9 mm) ja niitä kylvettiin noin 50 kpl (0,125 g) astiaa kohden. 

Ymppibakteerina käytettiin korkeaa streptomysiinipitoisuutta sietävää V20 Strr-

kantaa. Koemaan luontaisen Rhizobium-populaation koko tutkittiin MPN-menetelmäl-

lä (BROCKWELL ym. 1975). 

Kokeessa vuorottelivat apilan kasvatus ja maiden muhitus seuraavasti: 

I 	kylvö ja ymppäys 1.4.1985 

ensimmäinen niitto 2 kuukauden kuluttua kylvöstä 

toinen niitto 3 kuukauden kuluttua kylvöstä 

ensimmäinen puhdasviljelmien eristäminen ymppibakteerin tunnistamista 

varten 

II kylvö ilman ymppäystä 21.10.1985 

ensimmäinen niitto 2,5 kuukauden kuluttua kylvöstä 

toinen muhitus 5,5 kuukauden ajan 
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III kylvö ilman ymmpäystä 17.6.1985 

ensimmäinen niitto 2 kuukauden kuluttua kylvöstä 

toinen niitto 3,5 kuukauden kuluttua kylvöstä 

toinen puhdasviljelmien eristäminen ymppibakteerin tunnistamista varten 

Kokeessa oli yhdeksän rinnakkaisastiaa, joista kaksi käytettiin Rhizobium-puhdas-

viljelmien eristämiseen ennen ensimmäistä muhitusta. Maiden muhituksella pyrit-

tiin selvittämään ympätyn bakteerin säilymistä maassa. Muhituksen ajaksi maat 

peitettiin rei'itetyllä muovilla ja vietiin pimeään paikkaan, jotta apilan kas-

vu saatiin pysähtymään. Muhituksen aikana nystyrät hajosivat. Ennen seuraavaa 

kylvöä maat sekoitettiin huolellisesti, jotta maassa oleva bakteeripopulaatio 

jakautuisi tasaisesti koko maaerään. Kokeessa pyrittiin myös selvittämään, kuin-

ka paljon apilan läsnäolo vaikuttaa ymppibakteerin säilymiseen ja lisääntymiseen 

maassa. Koejäseniä Yl  ja Y2  varten täytettiin kuusi ylimääräistä astiaa, jotka 

ympättiin samalla ymppimäärällä kokeen alussa kuin varsinaiset rinnakkaisastiat-

kin mutta joihin kylvettiin apilan siemenet vasta kolmannen Kylvön yhteydessä (K0). 

Puhdasviljelmien tekemistä varten juuret pestiin huolellisesti lämpimällä vedel-

lä, nystyrät leikattiin irti juurista, pintasteriloitiin minuutin ajan natrium-

hypokloriitilla (sis. 10 % aktiivista klooria) ja huuhdeltiin viisi kertaa ste-

riilillä vedellä. Pintasteriloitu nystyrä murskattiin ja nystyrän sisältö levi-

tettiin agarin pinnalle. Maljoja inkuboitiin +250C:ssa 3-4 vuorokautta, jonka 

jälkeen puhtaista pesäkkeistä siirrettiin kasvustoa uusille maljoille. Puhdas-

vilielmiä tehtiin tasapuolisesti sekä pää- että sivujuurten nystyröistä. Kaikis-

ta koejäsenistä otettiin suunnilleen samat määrät nystyröitä, mutta puhtaita 

kasvustoja saatiin ensimmäisessä eristyksessä noin 40 prosentista ja kokeen lo-

pussa noin 15 prosentista nystyröitä (taulukko 1). Tästä syystä kustakin koejä-

senestä testattujen isolaattien määrät vaihtelivat. Kaikki onnistuneet puhdasvil-

jelmät testattiin sekä tavallisilla hiivaekstraktimannitoli- että streptomysiini-

agarilla (200 ug/ml) käyttäen neljää rinnakkaismaljaa. Siirrostus tehtiin 25-

piikkisellä monipisteinokulaattorilla. Apilan versojen kuivapainot punnittiin 

ja typpipitoisuus määritettiin Kjeldahl-menetelmällä. Typensidontakyvyn mittana 

käytettiin versojen typpisatoa. 

5.2. Aineisto ja menetelmät kenttäkokeissa 

Kenttäkokeita perustettiin keväällä 1985 sekä Jokioisiin (2 kpl) että VAKOLAan. 

Molemmat koekentät 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 oli Jokioisilla 10 m
2 
ja VAKOLAssa 24 m

2
Kerranteita oli neljä. Apilalaiik- 
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keena oli Venla. Jokioisiin perustetuista kentistä ensimmäinen kylvettiin 3.6. 

(Jokioinen I) ja toinen kaksi viikkoa myöhemmin 17.6. (Jokioinen II) sekä VAKO-

LAn koe 5.6. Jokioisten kentältä määritettiin maassa luontaisesti elävän Rhizobium-

populaation runsaus MPN-menetelmällä (BROCKWELL ym. 1975). 

Koejäsenet olivat seuraavat: 

A
o 

= ymppäämätön 

A
1 
 = ymppäys granulaattimenetelmällä, jossa puutarhakalkkirakeet kuorrutettiin 

hienojakoisella ymppiturpeella; turpeen bakteeripitoisuus 6,1 x 109  kpl/ml 

kalkkirae (g) : ymppiturve (g) 	liima (g) = 10 : 1 : 1 

A
2 

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

A
3 

= ymppäys pilleröintimenetelmällä, jossa siemenet kuorrutettiin hienojakoi- 

sella ymppiturpeella; turpeen bakteeripitoisuus 6,1 x 109  kpl/ml turvetta 

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

Jokioisten kokeet kylvettiin koeruutukylvökoneella. Siemenmäärä oli 20 kg/ha. 

Turveraetta kylvettiin 50 kg/ha ja puutarhakalkkiraetta 100 kg/ha. Ymppikanta 

oli V20 Strr  kaikissa kenttäkokeissa. VAKOLAn koe perustettiin Tume 200-kylvö-

lännoittimella, jossa oli lisävarusteena heinänsiemenen kylvölaite. Lisäksi kyl-

völannoittimeen oli tehty eräitä rakeistetun turpeen kylvöä helpottavia muutok-

sia (ESALA ja KARA 1985). Kylvölannoitinta käytettäessä pyrittiin samoihin ymp-

piaineen syöttömääriin kuin koeruutukylvökonetta käytettäessä. Puutarhakalkki-

rakeilla ja rakeistetulla turpeella tehtiin useita kiertokokeita, joiden perus-

teella laitteiston välityksiä säädettiin siten, että syöttömäärät saatiin mah-

dollisimman suuriksi. Puutarhakalkkirakeita saatiin syötetyksi 77 kg/ha (tavoi-

te 100 kg/ha) ja turverakeita 61 kg/ha (tavoite 50 kg/ha). Apilan siemeniä käy-

tettiin 21 kg/ha. Rakeistetun ymppiturpeen syöttö onnistui tasaisesti, mutta 

puutarhakalkkirakeet murskautuivat osittain syöttölaitteessa ja aiheuttivat. van-

taisiin johtavien putkien tukkeutumista. Putkia jouduttiin ravistelemaan auki 

kesken kylvön, joten kylvötulos oli epätasainen. Elokuun puolivälissä koekentil-

tä otettiin edustavat juuristonäytteet jokaisesta koeruudusta. Pää- ja sivujuur-

ten nystyröistä eristettiin puhdasviljelmiä antibioottitestejä varten. Jokiois-

ten kenttäkokeet korjattiin 11.9. ja VAKOLAn koe 23.9.1985, jolloin punnittiin 

ruutusatojen tuorepainot ja otettiin näytteet kuiva-aine- ja typpimäärityksiä 

varten. Jokioisten kentillä apila talvehti hyvin. Seuraavana kesänä eristettiin 

jälleen puhdasviljelmiä samoista koeruuduista, jotta voitiin selvittää, onko 

ympätty bakteerikanta säilynyt maassa ja pystyykö se kilpailemaan maan luontai-

sen Rhizobium-populaation kanssa. Kokeet korjattiin 27.6. ja 2.9.1986 ja sadosta 

tehtiin samat määritykset kuin edellisenä kesänä. 
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6. TULOKSET 

6.1. Tulokset astiakokeesta 

Taulukossa 1 esitetään antibioottitestausten tulokset ymppäys- ja muhituskokeesta. 

Taulukosta ilmenee testaukseen käytettyjen apiloiden ja nystyröiden lukumäärä sekä 

niistä saatujen puhdasviljelmien määrä. Ymppäytymisprosentilla ilmaistaan, kuinka 

suuri osuus kaikista testatuista eristyksistä tunnistettiin ymppibakteerin infek-

toimiksi. Kolmen kuukauden kuluttua kokeen perustamisesta tehdyssä testauksessa 

korkein ymppäytymisprosentti saatiin granulaattimenetelmällä. Sekoitus- ja pille-

röintimenetelmällä saatiin lähes yhtä hyvä ymppäytymistulos, vaikka pilleröinti-

menetelmällä turvetta pystytään siirtämään maahan huomattavasti vähemmän kuin se-

koitusmenetelmällä. 15 kuukautta myöhemmin tehdyt identifiointitulokset osoitta-

vat, että ympätty Rhizobium-kanta on säilynyt hyvin ja lisääntynyt koemaassa kah-

den muhituksen ja apilan kasvatuksen aikana. Ymppäytymisprosentit ovat kaikissa 

koejäsenissä korkeammat kuin ensimmäisen eristyksen aikana. Koejäsenistä Y1 K0  ja 

Y2K0  eristetyistä nystyröistä lähes kaikki tunnistettiin ymppibakteerin muodosta-

miksi, mikä osoittaa, että ympätty bakteeri on säilyttänyt hyvin infektiivisyyten-

sä maassa ilman apilan läsnäoloakin. MPN-tuloksen mukaan koemaan luontaisen Rhizo-

bium-populaation koko oli 2,3 x 10
7 

bakteeria grammassa maata, joten ympätty bak-

teeri joutui kovaan kilpailutilanteeseen infektoidessaan apilaa. Taulukossa 2 esi-

tetään typpisatotulokset ymppäys- ja muhituskokeesta. Apila kasvoi rehevästi kai-

kissa koeastioissa, mikä viittaa siihen, että koemaassa oli runsaasti mineraali-

typpeä tai nopeasti mineraalisoituvaa typpeä, jolloin apilan ei tarvitse turvau-

tua runsaasti energiaa kuluttavaan biologiseen typensidontaan. Ensimmäisen niiton 

typpisadoissa ei ollut eroja koejäsenten välillä. Vasta kolmannesta kylvöstä se-

koitus- ja granulaattimenetelmällä saadut typpisadot olivat 20-30 % paremmat kuin 

ymppäämättömien koejäsenten typpisadot, mutta nämäkään erot eivät olleet tilastol-

lisesti merkitseviä. 

6.2. Tulokset kenttäkokeista 

Taulukossa 3 esitetään antibioottitestausten tulokset ymppäysmenetelmäkokeesta 

Jokioinen I ja taulukossa 4 vastaavasti kokeesta Jokioinen II. Kesäkuun alussa 

perustetussa kokeessa ymppäytymisprosentit olivat kaikilla käytetyillä ymppäys-

tavoilla huomattavasti korkeammat kuin kaksi viikkoa myöhemmin perustetussa ko-

keessa. Kesäkuun alussa kasvuolosuhteet olivat huomattavasti edullisemmat, sillä 

ensimmäisen kokeen kylvöä seuranneina päivinä luonnonsateet (yht. 11 mm) kasteli-

vat pintamaan ja nopeuttivat siementen itämistä. Kesäkuun puolivälissä toista 
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Taulukko 1. Identifiointitulokset ymppäysmenetelmä- ja muhituskokeesta astiassa. Ensimmäiset eristykset 3 kuukauden, 

toiset 18 kuukauden kuluttua kokeen aloittamisesta. 

TabZe 1. 

	

	ldenti6ication Aesuits ot5 the inoculation and incubation expeximent. The ginst iso/ation o6 pan.e cuetakes 
a6ten 3 month6 and the 6econd a6telt 18 month.6 6kom the beginning o6 the expeximent. 

Eristykset 

16olation 

Koejäsen Kasvien Nystyröiden 

lukumäärä 	lukumäärä 

DLeatment Numbvi o6 	Numbek o6 
p/ants 	nodu1e6 

Testattuja 

isolaatteja 

Numben o6 

tuted 
isotate6 

Streptomysiinin 

kestäviä 

Numbeft o6 stx. 
Aesistant iso-
/ates 

Ymppäytymis-

prosentti 

Degitee o6 
'in6eetion 

I kesäkuussa -85 
	

Y 0K1 
	

32 
	

102 
	

41 
	

0 

toisen niiton 
	

Y1K1 
	

35 
	

125 
	

46 
	

29 
	

63 

Jälkeen 
	

Y
2
K
1 
	

33 
	

142 
	

57 
	

40 
	

70 

1 in Jane -85 
	

Y
3
K
1 
	

41 
	

129 
	

64 
	

39 
	

61 

a6teA the 6econd 
hakve6t 

II elokuussa -86 
	

Y 0K
1 
	

62 
	

124 
	

12 

viimeisen niiton 
	

Y1K0 
	

22 
	

61 
	

10 
	

10 
	

100 

jälkeen 
	

Y1Kl 
	

63 
	

160 
	

31 
	

29 
	

94 

II in Augu6t -86 
	

'2  K
0 
	

26 
	

90 
	

12 
	

10 
	

83 

a6te't the tazt 
	

Y
2
K
1 
	

54 
	

159 
	

32 
	

.30 
	

94 

hanve6t 
	

Y
3
K
1 
	

67 
	

150 
	

35 
	

29 
	

83 

Y
o 

= ei ymppäystä 

V
o 	

no inoculant 

Y = ymppäys sekoitusmenetelmällä, siemen (g) : ymppi (g) = 1 : 5 1 
mixing method, 6eed : inocutant 1 : 5 1 

Y
2 	ymppäys granulaattimenetelmällä, kalkkirae ympin kantaja-aineena, siemen (g) : ymppi (g) = 1 : 5 

V2 = time yunulating method, 6eed : inoculant = 1 : 5 

Y
3 	ymppäys pilleröintimenetelmällä, siemen (g) 	ymppi (g) = 1 : 10 

V3 = glueing rne-thod, seed : inoculant = 10 :I 

K1 = kolme kasvatusta, joiden välillä kaksi yhteensä 9,5 kuukautta kestänyttä muhitusta 

K1  = thitee ybowing peAiods with two incubation6 without clovek inteAxupting 

K= yksi kasvatus, jota ennen 14,5 kuukautta kestänyt muhitus 0 
K0  = one gltowing pexiod 6ottowing en incubation o6 the inoculated 6oi1 6ok 14,5 month6 
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Taulukko 2. Typpisatotulokset ymppäys- ja muhituskokeesta astioissa. 

Taliee 2. Nit/Logen yiad4 o the inouteation and incubation expekiment. 

1. kylvö 	?. kylvö 	3. kylvö 	Yhteensä 

14t 4eeding 	2nd 4eeding 	3nd  u,eding 	Totat 

1. niitto 2. niitto 	1. niitto 	1. niitto 2. niitto 

14t cut 	2nd cut 	14t cut 	14t cut 	2nd cut 

mg N/astia 
mg N/pot 

mg N/astia 
mg N/pot 

mg N/astia 
mg N/pot 

Y
0
K
1 

504 567 298 745 304 2418 

Y
1
K
1 

493 627 339 934 422 2815 

Y
2
K
1 

503 601 294 925 416 2739 

Y
3
K
1 

497 487 309 752 315 2360 

Y
1
K
0 

- - - 837 411 1248 

Y
2
K
0 

- - 759 486 1245 

koetta perustettaessa pellon pinta oli ilmeisesti kuivunut liiaksi. Kokeen perus-

tamista seuraavana päivänä tosin satoi 593 mm, mutta sitten seurasi viikon pitui-

nen täysin sateeton jakso, mikä hidastutti apilan itämistä ja myöhästytti vastaa-

vasti nystyröitymistä. Kokeiden perustamisvuonna parhaat ymppäytymisprosentit saa-

tiin pilleröintimenetelmällä (45 ja 21 %). Seurantavuonna pilleröintimenetelmällä 

saadut ymppäytymistulokset (29 ja 35 % osoittivat, että ymppibakteeri säilyi maas-

sa hyvin talvenyli. Myös rakeistetulla turpeella saatuja ymppäytymistuloksia voi-

daan pitää hyvinä. Sen sijaan puutarhakalkkirakeiden avulla ympättäessä tulokset 

jäivät selvästi heikommiksi kummallakin koekentällä. Taulukossa 5 esitetään ymp-

päytymistulokset VAKOLAn kenttäkokeesta. Paras ymppäytymistulos saatiin pilleröin-

timenetelmällä (36 %). Puutarhakalkki- ja turverakeiden avulla ympätyissä koejä-

senissä tulos jäi heikoksi. Puutarhakalkkirakeilla saatu heikko tulos selittyy 

osittain sillä, että osa rakeista hajosi syöttölaitteistossa ja tukki vannasput-

kia, jolloin levitys jäi epätasaiseksi. Turverakeita syötettäessä tätä ongelmaa 

ei ollut. Taulukossa 6 esitetään typpisatotulokset Jokioisten kokeista I ja II 

sekä VAKOLAn kokeesta. Satotuloksissa ei ollut eroja koejäsenten välillä. Käytös-

sämme olleilla koåkentillä on aikaisemmin harjoitettu voimaperäistä apilanvilje-

lyä, jolloin maahan on kehittynyt runsas luontainen Rhizobium-populaatio. MPN-

määrityksen mukaan koemaassa oli 4,3 x 10
5 Rhizobium-bakteeria grammassa maata. 

Koepaikaksi valittiin sellainen alue, jolla tiedettiin olevan runsas luontainen 

Rhizobium-populaatio, jotta ympätty bakteeri joutuisi todelliseen kilpailutilan- 

teeseen. 
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Taulukko 3. Identifiointitulokset ymppäysmenetelmäkokeesta, Jokioinen I. Kenttä-

koe perustettu 3.6.1985. 

Tab1e 3. 	Indenti6ication keml./t6 o6 the inocutation expeAiment in the 6ield at 
Jokioinen. The expekiment wa e6tabWhed in Jane 3, 1985. 

Eri stykset Koejäsen Kasvien 

lukumäärä 

Numbek o6 
plant4 

Nystyröiden 

lukumäärä 

Numbe/t. o6 
nodulu 

Testattuja Streptomysiinn 

isolaatteja kestäviä 

Numbek o6 Numbek ,96 

tuted i4o- )te4i4tant 

Ymppäytymis-

prosentti 

Deg,Lee o6 
in6ection 

I4olation Tneat- 

ment 

tatu .s.ostate4 

1985 A0  96 179 68 0 0 

A1  150 200 103 25 24 
A2 138 219 131 47 36 
A
3 

156 190 113 51 45 

1986 A0  150 281 29 0 0 

1 
190 449 50 11 22 

A2 216 373 58 22 38 
A
3 

240 470 56 16 29 

A
o 

ymppäämätön 

A . no inocalant 
0 

A = ymppäys granulaattimenetelmällä 1 
Al = /ime gkanulating method 

A
2 = ymppäys turverakeilla 

A2  . pegt gkantaating method 

A
3 = ymppäys pilleröintimenetelmällä 

3 . gtueing method 
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Taulukko 4. Identifiointitulokset ymppäysmenetelmäkokeesta, Jokioinen II. Kenttä-

koe perustettu 17.6.1985. 

Tabte 4. 	Identcation kuutt6 o6 the inoculation expeitiment in the 15ield at 

Jokioinen. The expeniment wa6 utablihed in Jane 11, 1985. 

Eri stykset Koejäsen Kasvien 

lukumäärä 

14olation Tneat- 
	

Numbek o6 

ment 	p/ant6  

Nystyröiden 

lukumäärä 

Numbelt 

nodule4 

Testattuja Streptomysiinen 

isolaatteja kestäviä 

Mumbelz o6 	Numbeft. o6 6t/z. 

te6ted i4o- /te4i4tant 

Ymppäytymis-

prosentti 

Degnee o6 

in&ction 

/ate4 i4o/ate4 

1985 A0  118 143 50 0 0 
A1  158 175 69 11 16 
A2 135 155 82 12 15 
A
3 195 191 87 18 21 

1986 Ao 120 273 22 0 0 
A1  153 406 34 5 15 
A2 169 501 31 8 26 
A
3 188 490 43 15 

A
o ymppäämätön 

A
o 	no inoculant 

A
1 	ymppäys granulaattimenetelmällä 

A= lime gitanulating method 1 

A
2 	ymppäys turverakeilla 

A
2 . peat yunutating method 

A
3 	ymppäys pilleröintimenetelmällä 

A
3 	gtueing method 
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Taulukko 5. Identifiontitulokset ymppäysmenetelmäkokeesta Vakolassa 1985. 

Tabte 5. 	Identi6ication J.LeAutt 06 the inocaation expekiment in the 15ie/d 

at Vakaa in 1985. 

Koejäsen 

Tkeatment 

Kasvien 

lukumäärä 

Numbek 06 

p/ant 

Nystyröiden Testattuja iso-

lukumäärä laatteja 

Numbek 06 Numbek 06 tuted 

nodule4 	i4olate4 

Streptomysiinin Ymppäytymis- 

kestäviä 	prosentti 

Numben (56 4tk. Degkee 06 

kui4tant 	in6ection 

i4olate4 

A
0  

150 159 69 0 0 

A
l  

184 165 103 9 9 

A
2 

162 183 96 7 7 

A
3 

177 204 91 33 36 

A
o 

= ymppäämätön 

A
0 
 . no inoccdant 

A
1 
= ymppäys granulaattimenetelmällä 

A/ = lime gkanulating method 

A =ymppäys turverakeilla 
2 	- 

A2  = peat gkanulating method 

A
3 

= ymppäys pilleröintimenetelmällä 

A3 . glueing method 
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7. TULOSTEN TARKASTELU 

Kaikki käytetyt ymppäysmenetelmät toimivat hyvin sekä astia- että kenttäkokeissa. 

Parhaat ymppäytymistulokset saatiin pilleröintimenetelmällä ymppäytymisprosent-

tien vaihdellessa kenttäkokeissa perustamisvuonna 21:stä 45:een ja seurantavuonna 

29:stä 35:een. Ymppäytymistulokset vastaavat hyvin ulkomaisissa tutkimuksissa saa-

tuja tuloksia. GAURin ja LOWTHERin (1982) Uudessa Seelannissa tekemissä kenttäko-

keissa tutkittiin pilleröintimenetelmää käyttäen viiden Rhizobium-kannan, kahden 

ymppimäärän (6 ja 60 g ymppiturvetta/1 kg siemeniä) sekä ympätyn siemenen kalkil-

la kuorruttamisen vaikutusta ymppäytymisen onnistumiseen ja ymppibakteerin säily-

miseen maassa. Kuusi kuukautta kylvön jälkeen ymppäytymistulokset vaihtelivat 

8:sta 38 prosenttiin, kun käytettiin pienempää ymppimäärää ilman kalkkikuorrutus-

ta ja kalkkikuorrutuksen kanssa 36:sta 57 prosenttiin. Suurempaa ymppimäärää käy-

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

Turveraemenetelmästä saadut kokemukset olivat lupaavia. Rakeet olivat helppokäyt-

töisiä ja juoksivat hyvin kylvölaitteistossa. Ymppäytymistulos eri koepaikoilla 

vaihteli 7:n ja 36 prosentin välillä, joten hajonta oli melko suuri. Kun verra-

taan Jokioisten kenttien ensimmäisen ja toisen koevuoden tuloksia keskenään, ha-

vaitaan että kummallakin kentällä toisen koevuoden ymppäytymistulokset olivat pa-

rempia kuin ensimmäisen. Tulos viittaa siihen, että ymppibakteeri on tehokkaasti 

levinnyt apilan juuriston ympärille ja infektoinut huomattavan osan nystyröistä 

toisenakin koevuonna. Myös granulaattimenetelmällä saatiin ymppäytyminen onnistu-

maan hyvin, mutta tämä menetelmä ei kuitenkaan sovellu käytännön apilanviljelyyn. 

Ymppimateriaalin valmistus on liian monimutkainen työ maatiloilla suoritettavaksi 

ja etukäteen valmistettuna puutarhakalkkirakeet kostuvat säilytyksen aikana, jol-

loin ne osittain jauhautuvat rikki kylvökoneessa. 

Käytetyn ymppäysmenetelmän ohella on maan luontaisen Rhizobium-populaation koolla 

huomattava merkitys ymppäytymisen onnistumiseen. Useissa ulkomailla tehdyissä 

tutkimuksissa (esim. DUDMAN ja BROCKWELL 1968, BROCKWELL 1981) on todettu, että 

jos luontainen Rhizobium-populaatio on suuri ( >10 000 bakteeria grammassa maa-

ta), ymppäyksen onnistuminen on epätodennäköistä. Hyvin onnistunut ymppäyskään 

ei välttämättä takaa sitä, että siirrostettu populaatio jaa elämään maahan pysy-

västi. Jos ymppikanta ei sopeudu maahan, se saattaa hävitä lyhyessäkin ajassa. 

DUDMANin ja BROCKWELLin (1968) tutkimuksissa erään koepaikan ymppäytymisprosen-

tiksi saatiin 76 14 kuukauden kuluttua kokeen perustamisesta, mutta neljä kuukaut-

ta myöhemmin ympätty kanta oli hävinnyt täydellisesti. 
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Jokioisten koepaikalla luontaisen Rhizobium-populaation koko oli keskimäärin 

430 000 bakteeria grammassa maata, mikä on monikymmenkertaisesti suurempi bak-

teeripitoisuus kuin minkä BROCKWELL (1981) esitti raja-arvoksi ymppäytymisen on-

nistumiselle. Jokioisten kokeista saadut korkeat ymppäytymisprosentit osoittavat, 

että käyttämämme ymppikanta oli kilpailukykyinen ja infektiivinen. Lisäksi se 

säilyi hyvin maassa seuraavalle kasvukaudelle. Kannan typensidontakapasiteetti 

ei kuitenkaan ole vielä niin hyvä, että se näkyisi selvänä parannuksena typpi-

satotuloksissa sellaisilla mailla, joissa luontainen Rhizobium-populaatio on 

tehokkaasti typpeä sitova kuten Jokioisten kentällä. Jatkotutkimuksissa tulisi-

kin keskittyä ymppikannan typensidontakyvyn parantamiseen. 
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