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2 Johdanto

Kasvibiotestejd on kéytetty yleensd kuvaamaan peltoviljelyssd kéytettdviksi tarkoitettujen aineiden
mahdollisten kasvuhaittojen osoittamiseksi tai poissulkemiseksi. Biotestejd on kehitetty eri
tyyppisille valmisteille soveltuviksi, esim. maanparannusaineille ja kasvualustoille (EN 16086-
1:2011) tai komposteille ja biokaasulaitosten madatteille (Itdvaara ym. 2006, Itdvaara ym. 2010,
Maunuksela ym. 2012). Toisaalta kasvien avulla voidaan osoittaa maan saastuneisuutta ts. onko
maassa haitallisia aineita (ISO 22030:2005 (E)).

Osa kasvibiotesteistd on standardoitu, jolloin ne ovat vain standardin ostajan kéytettdvissd. Osa
biotesteistd on julkisesti kuvattu erilaisissa tutkimusraporteissa ja julkaisuissa. Lisdksi on tehty
vertailuja testikdytdnndistd ja testien toimivuudesta ja (esim. Baumgarten ja Spiegel 2004)

sekd julkaistu yleisohjeita biotestien hyviksi kdytdnndiksi (esim. OECD 2006 ).

Yhteistd useimmille kasvibiotesteille on siis haittavaikutusten havaitseminen, vdhemmin on
kehitetty testejd hyodyllisten vaikutusten osoittamiseksi. Esimerkkind téllaisista testeistd
mainittakoon mykorritsasymbioosin toimivuutta (Kahiluoto ja Vestberg 2000, Kahiluoto ym. 2000)
tai kompostien taudinehkéisykykyéd (Vestberg ym. 2011) kuvaavat testit. Positiivisten vaikutusten
mittaamiseksi kehitettyjd menetelmié ei kuitenkaan ole standardoitu.

Osana kansallista lannoitevalmistelainsdddéntéd (MMMa 24/11), Suomessa on syntynyt tarve antaa
viranomaisille ja toisaalta lannoitevalmisteiden tuottajille kdyttoon menetelmid, joilla voidaan
osoittaa orgaanisten lannoitevalmisteiden ravinnevaikutus tai muu kasvin kasvua edistdva vaikutus.
Vuosina 2010-2012  toteutettiin  hanke  ”Orgaanisten lannoitevalmisteiden testipaketti
(LAVITESTI)”, jossa etsittiin MTT:n, HY:n ja Eviran asiantuntijoiden avulla kiyttokelpoisia
menetelmid orgaanisten lannoitevalmisteiden viljelykasvien kasvuun vaikuttavien tekijoiden
médrittamiseen.

Tédmin julkaisun tavoitteena oli testata voidaanko haitallisuutta kasvien kasvulle kuvaavia biotestejé
soveltaa my0s orgaanisten lannoitteiden ja mikrobituotteiden (MMMa 24/11, Liite 1, Kansallinen
tyyppinimiluettelo) mahdollisten hyodyllisten vaikutusten osoittamiseen. Tavoitteena oli valita
toimivimmat vaihtoehdot ja tehdd tarkentavia suosituksia orgaanisten lannoitevalmisteiden
kasvuhaittaa tai —hyotyd kuvaavan kasvibiotestin toteuttamiseksi. Tdmi toteutettiin valitsemalla
MTT:n ja Eviran asiantuntijoiden tietoon ja kokemukseen pohjautuen eri standardeissa esitetyista
testikdytdnnoistd todenndkoisesti parhaiten soveltuvat. Valinnassa otettiin huomioon testin tavoite,
testitulosten sovellettavuus peltoviljelyyn ja kdytdnnon kokemukset biotestien toteuttamisesta. Testi
pyrittiin  rakentamaan mahdollisimman pitkdlle maanparannusaineiden ja kasvualustojen
kasvuhaittojen testaamiseksi kehitetyn standardoidun biotestin (EN 16086-1:2011) ohjeiden
mukaiseksi. Koska standardissa ei kovin tarkasti kaikkia kidytdnnon ratkaisuja testin toteuttamiseksi
ole esitetty, testattiin my0s eri kaytintojen vaikutusta testin lopputulokseen. Biotestin
testausvaiheen toisena tavoitteena olikin etsid kdytdnnon ratkaisuja esim. biotestin lannoituksen
toteuttamiseksi niin, ettd testitulokset eivdt olisi riippuvaisia lannoitevalmisteen siséltdmisti
ravinteista.



3 Aineisto ja menetelmat

Maaliskuussa 2012 perustettiin biotesti, jonka tarkoituksena oli soveltaa maanparannusaineille ja
kasvualustoille tarkoitettua kiinankaalin ruukkukasvatustestida (EN 16086-1:2011) orgaanisille
lannoitteille ja mikrobivalmisteille. Biotesti toteutettiin MTT:n kasvihuoneessa Jokioisissa. Alla on
esitetty ja perusteltu ne koetekniset ratkaisut, jotka biotestiin valittiin tai joiden toimivuutta
testattiin. Kdytdnnon ratkaisuja valittaessa on hyddynnetty paitsi ylld mainittua standardia, myds
muita standardoituja fytotoksisuustesteji, MTT:n ja Eviran asiantuntijoiden kokemusta seka
OECD:n yleisid ohjeita kasvibiotestien toteuttamisessa (OECD 2006 ja OECD 2008). Kunkin
alaotsikon alla on esitetty ja perusteltu EN 16086-1:2011 standardista mahdollisesti poikkeavat
ratkaisut.

3.1 Testikasvit

Testikasveiksi kokeiluun otettiin EN 16086-1:2011 standardin mukaisesti kiinankaali (Brassica
campestris, lajike Morillo storido) ja kaksitahoinen ohra (Hordeum vulgare, lajike Saana). Kéytetyt
siemenet olivat peittaamattomia.

3.2 Kasvualustat

Biotestissd kaytettiin kasvualustoina sekd keinotekoista OECD:n ohjeiden mukaan valmistettua
standardimaata ettd OECD:n kriteerit tdyttdvdd peltomaata (hieta, orgaaninen hiili< 1.5%).
Kasvualustaksi ei valittu standardissa (EN 16086-1:2011) esitettyjd rahkaturvetta tai perliittia, silla
ndma katsottiin olevan liian kaukana peltomaan ominaisuuksista. Tulos ei todennékdisesti olisi ollut
sovellettavissa peltoviljelyyn. Peltomaa oli Jokioisten alueelta kerittyd ja 2 mm seulan ldpi
seulottua hietamaata.

Standardimaa valmistettiin kvartsihiekasta, kaoliinista, maanparannusturpeesta seki kalkitusaineena
kéytettavastda CaCOs:sta seossuhteessa 74.4 + 20 + 5 + 0.6 kuiva-ainetta. Kvartsihiekan rackoko oli
100-500 pm. Maanparannusturve seulottiin 5 mm seulan ldpi ja kuivattiin n. vuorokausi +40°C:ssa
ennen seoksen tekoa. Raaka-aineiden kuiva-ainepitoisuus médritettiin ja raaka-aineiden seossuhde
laskettiin. Sopivaa kalkitustasoa varten tehtiin seoksesta koe-erd, johon laitettiin 7 g CaCOs/kg k-a.
Koeseoksen pH mitattiin pari pdivdd valmistamisen jélkeen ja se oli 6.6. Standardimaan sopivaksi
kalkitusmadraksi arvioitiin tdmén perusteella 6 g/kg k-a. Standardimaan valmistamiseen tarvittavat
raaka-aineet punnittiin kéyttokosteudessa ja seos sekoitettiin betonimyllyssd pyorittden sitd n. 5
min.

3.3 Esimerkkituotteet ja niiden kaytto testissa

Biotestiin  valittiin ~ kolme  esimerkkivalmistetta, joiden vaikutustapa oli erilainen.
Typpibakteerivalmiste edusti assosiatiivisia typped sitovia mikrobeja sisdltavdd tuotetta, jonka
vaikutustapa on moninainen valmistajan ilmoituksen perusteella. Mykorritsatuote oli
juuristosymbionttinen valmiste, jossa valmistajan mukaan oli myds muita kasvien kasveille
edullisia mikrobeja. Orgaanisia lannoitteita edusti biolietteestd valmistettu kompostipelletti.



3.3.1 Typpibakteerivalmiste

Testiin valittu typpibakteerivalmiste on kylmakuivattua bakteerijauhetta, joka valmistajan
ilmoituksen perusteella siséltdd Azorhizobium-, Azospirillum- ja Azoarcus-sukuisia kasvien kasvua
edistivid bakteereja yhteensd 10" pmy. Valmistajan tiedotteen mukaan tuotteen sisiltimit bakteerit
sitovat typped kasvin kdyttoon, lisddvét juuriston pinta-alaa tuottamansa indoli-3-etikkahapon
ansiosta sekd liukoistavat maaperén trikalsiumfosfaattia, jolloin kasvin kalsiumin ja fosforin saanti
paranee.

Valmisteen mukana toimitettu elatusainejauhe ja kylmékuivattu bakteerijauhe sekoitettiin
desilitraan klooraamatonta vettd. Kdytdnndssi kiytettiin vesijohtovettd, koska sen klooripitoisuus
arvioitiin hyvin pieneksi. Seosta pidettiin neljd tuntia huoneenlimmdossd. Tédmén jidlkeen seos
laimennettiin kéyttovikevyyteen (2.6 x 10’ CFU/ml). Kiyttoméariksi valittiin huomattavasti
valmistajan ilmoittamaa kiyttovikevyytti (1 x 10° CFU/ml) suurempi annos testin suhteellisen
lyhyen keston vuoksi. Pelto-olosuhteissa mikrobeilla on kasvukauden aikana huomattavasti
enemmdn aikaa lisddntyd kuin tdllaisessa keskimittaisessa testissd. Suhteellisen suurella
kayttomaaralld haluttiin varmistaa, ettd kasvuvaikutuksen havaitseminen ei olisi kiinni riittdvin
suuren mikrobimdirén puuttumisesta.

Kaésittelyn onnistumiseksi ruiskutus tuli valmistajan ohjeen mukaan suorittaa kosteissa
sddolosuhteissa, ja bakteerisuspension tuli ehtid imeytyd kasvien pintaan vdhintddn neljin tunnin
ajan. Ilman kosteus oli péivilld enimmékseen 60-80 % eiki testikasveja kasteltu ennen seuraavaa
pdivdad. Koska valmiste voidaan antaa sekd kasvinsuojeluruiskutteena ettd kastelulannoituksena,
kiytettiin testissd molempia tapoja. Typpibakteerivalmiste annettiin pipetoimalla kasvien tyveen 9
vrk (3.1 x 10* CFU/ruukku) ja lehtiruiskutteena 14 vrk (2.6 x 10° CFU/ruukku) kasvien kylvon
jélkeen.

3.3.2 Biolietekomposti

Biotestiin valittu kompostituote oli valmistettu biolietekompostista ja pelletdity. Kompostin pH oli
lahelld neutraalia ja orgaanista ainesta oli hieman yli puolet painosta. Kompostin kypsyydesta
kertova NO3-N/NH4-N -suhde oli 12, miké viittaa kypsdén kompostiin. Taulukossa 1 on tarkemmat
tiedot kompostista mitatuista fysikaalisista ja kemiallisista ominaisuuksista.

Kompostipelletti lisdttiin kasvualustaan murskattuna ja 6 mm seulan ldpi seulottuna 27 g k-a/l
kasvualustaa (vastaa peltolevityksessd 23 tn/ha k-a). Kaytdnnossd 23 g k-a murskattua kompostia
sekoitettiin kunkin testiruukun kasvualustaan. Kéyttomééra laskettiin kokonaistypen mukaan niin,
ettd kiyttomaard ylitti 1.8 kertaa nitraattidirektiivin salliman suurimman levitysmadran. Kompostia
paitettiin kayttdd suhteellisen lyhytkestoisessa testissd hieman peltolevitystd suurempi méérd
vaikutusten esiin saamiseksi.



Taulukko 1. Pelletdidyn biolietekompostin valmistajan ilmoittamat fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet
sekd kdytetystd tuote-erdstd madritetyt ravinteet.

Ominaisuus Tuoteseloste Kaytetty era
pH 6.8

Johtokyky (mS/m) 618
Tuhkapitoisuus (m-% k-a) 46.5

Orgaaninen aines (%) 53.5
Saapumiskosteus (m-%) 15.3
Tilavuuspaino (g/l) 856

Irtotiheys (g/l) 725

NH4-N (mg/kg k-a) 216 218
NO3-N (mg/kg k-a) 2625 2669
Liukoinen P (mg/kg k-a) 11

Kokonais-N  (mg/kg k-a) 29500 25899
Kokonais-P (mg/kg k-a) 22000 20488
Kokonais-K (mg/kg k-a) 14400

As (mg/kg) 12

Cd (mg/kg) 0.61

Cr (mg/kg) 78

Cu (mg/kg) 220

Ni (mg/kg) 21

Pb  (mg/kg) 35

Zn (mg/kg) 430

Hg (mg/kg) 0.29

3.3.3 Mykorritsavalmiste

Testattavaksi valittiin siemenpeittauksena kaytettdvd mykorritsatuote, joka sisdltdd valmistajan
ilmoituksen mukaan hyddyllisid mykorritsasienid, kasvien kasvua parantavia bakteereita ja sienid
sekd orgaanisia kasviravinteita. Tuotteen ilmoitetaan edistivdn nurmen juuriston kasvua ja
stressinsietoa sekd nopeuttavan kylvettyjen nurmialueiden taimettumista. Tuote on valmistettu
sentrifuugikuivamaalla ja se siséltdd zeoliittia tai vulkaanista kived kanto- ja suoja-aineena. Tuotetta
suositellaan  kdytettdvdksi erityisesti rolli-, nata- ja raiheindnurmille urheilualueilla.
Minimilevitysméadrdksi suositellaan 3 kg sekoitettavaksi hehtaarille kylvettdville siemenméérille.
Biotestissd mykorritsavalmiste sekoitettiin siemeniin kylvon yhteydessd (0.5 g/ruukku), miké tekee
kéyttomaaraksi 377 kg/ha.

3.4 Testin pystytys

3.4.1 Kasvualustojen ruukutus

Kokeessa kaytettiin 1 litran pyoreitd muoviruukkuja, joissa oli reidt pohjassa. Kasvualustan
valuminen ruukusta pois estettiin ruukun pohjalle asetetulla harsokankaalla. Ruukkuun tuleva



maamadrd pédtettiin vakioida tilavuuden suhteen niin, ettd riippumatta testimaan ominaispainosta
ruukkuihin tuli sama tilavuus kasvualustaa. Lisdksi paitettiin, ettd kasvualusta ruukutetaan kahdessa
vaiheessa siementen kylvon vuoksi. Kylvosten alapuolelle tuleva maa oli tilavuudeltaan sama
kaikissa ruukuissa, mutta kylvosten pdille laitettava maaméédrd vaihteli testikasvin vaatiman
kylvésyvyyden mukaan. Ohran siementen pdille pédtettiin laittaa 1 cm ja kiinankaalin siementen
paille 2 mm kasvualustaa.

Koeruukutuksella selvitettiin paljonko standardimaata ja hietamaata voidaan kuiva-aineena
ruukkuun lisité, ettd saavutetaan n. 850 ml tilavuus. Ruukutettavan kasvualustan kosteus sdddettiin
50% vedenpidityskyvystd, annettiin lannoiteliuos ja ruukutettiin. Tdmid osoittautui kuitenkin
huonoksi ratkaisuksi, silld kasvualustasta tuli liian mérkdi ja ruukkuun siirtiminen vaikeutui.
Esikostutuksesta luovuttiin. Toisessa ruukutuskokoilussa kéytettiin kostuttamatonta kasvualustaa
(kosteus SDmaassa 1% ja peltomaassa 19 %). Koeruukku téytettiin kasvualustalla melkein
kokonaan, tiivistettiin pudottamalla ruukku kolme kertaa n. 3 cm korkeudelta poydille ja
painamalla kasvualustan pintaa kevyesti muovilevylld. Tamén jélkeen tdsmaéttiin kasvualustan pinta
n. 1.5 cm (vastaa n. 850 ml tilavuutta) ruukun reunan alapuolelle poistamalla tai lisddmalla
kasvualustaa. Ruukut punnittiin ja lisdttiin 1 cm kasvualustaa piille, jonka jdlkeen ruukut punnittiin
uudelleen.

Koeruukutuksen perusteella biotestiruukkuihin lisdttiin 900 g k-a SDmaata ja 750 g k-a hietamaata
ennen siementen kylvod. Siementen kylvosten paille lisdttiin 50% kosteudessa (suhteessa
vedenpidityskykyyn) olevaa kasvualustaa taulukon 2 mukaisesti. Kompostia lisdttdessd
vihennettiin kasvualustan méardd kompostin kuivapainon verran, jotta kasvualustan kuivapaino
olisi sama verranteessa ja testiruukuissa.

Taulukko 2. Koeruukutuksen perusteella miiritetty 850 ml tilavuutta vastaava kasvualustamiddrd sekd
siemenkylvoksen piille laitettavan kasvualustan mdidrd. Arvot on ilmoitettu sekd kuiva-aineena ettd
kéyttokosteudessa. Siemenkylvon péélle lisdtty maa kostutettiin 50% vedenpidétyskyvysté.

Kaswalusta STDmaa STDmaa Hietamaa Hietamaa
Kasw Ki Oh Ki Oh
Kayttokosteus (%) 0.9 0.9 10.1 10.1
Astiakapasiteetti (g H20/g) 0.38 0.38 0.49 0.49
Kaswalustaa ennen kylvda (g k-a/ruukku) 900 900 750 750
Kaswalustaa siementen paalle (g k-a) 17 93 88 16
Kaswalustaa ennen kylvoa (g kayttokost.) 908 908 927 927
Kaswalustaa siementen paalle (g 50% WHC/ruukku) 20 110 20 110

3.4.2 Lannoitus

Standardin mukaan verrannekasvualusta ja tutkittava kasvualusta lannoitetaan vesiliukoisella,
hivenaineita sisdltdvilld tdyslannoitteella niin, ettd saadaan 225425 mg N/I. Lisdksi typped sitovia
materiaaleja testattaessa testiruukkuja lannoituskastellaan myos testin aikana. Tavoiteravinnetasoa
runsasravinteisemmille testimateriaaleille voidaan jdrjestdd lisdkontrolli, jonka ravinnepitoisuus
nostetaan lannoituksella testimateriaalia vastaavalle tasolle. Biotestin tavoitelannoitustasoksi
médriteltiin 240 mgN/1, 100 mgP/1 ja 250 mgK/1.



MTT:n laboratoriossa valmistettiin nelja erilaista lannoiteliuosta ja niiden sisiltimét ravinnemaarét
on ilmoitettu taulukossa 3. Lannoiteliuosta, jossa typpiméédrd oli puolitettu, annettiin puolelle
typpibakteeritestin ruukuista (taulukko 4). Vastaavasti osalle mykorritsatestin ruukuista annettiin
puolitettu fosforilannoitus. Kompostipellettiruukkujen lannoitus arvioitiin kompostin siséltimén
liukoisen typen (tuoteselosteen mukaan 2.8 g/kg k-a kompostia) perusteella niin, ettd kompostin ja
livoslannoituksen yhteenlaskettu typpimddrd vastasi puolta testin verranteen typpiméérista. Puolet
kompostikasittelyn typpilannoituksesta arvioitiin tulevan kompostista testin aikana vapautuvasta
typestd. Kaytdnnossd kompostikisittelyihin lisdttiin samaa lannoiteliuosta kuin verranteeseen, mutta
vihemman (25 ml).

Lannoiteliuokset sekoitettiin ldhes kuivaan (kosteus 1 %) standardimaahan vadissa. Kéytdnnossa
sekoittaminen tehtiin kuhunkin ruukkuun tulevaan kasvualustamééridén erikseen. Hietamaan
havaittiin koeruukutuksesssa olevan niin kosteaa, ettd lannoiteliuoksen sekoittamisen jélkeen
kasvualusta tiivistyi liikaa. Lannoiteliuos annettiin peltomaata sisdltdviin ruukkuihin kasteluna.
Testin aika ruukkuja ei lannoitettu.

Taulukko 3. Biotesteisséd kdytettyjen ravinneliuosten koostumus.

100N 50N 50P Fe-lannos
Kemikaali mg/I mg/I mg/| mg/|
NH4NO3 800 600 800
Ca(NO3)2X4H20 9440 0 9440
KNO3 6570 6570 6570
KH2PO4 2040 2040 1020
MgS04X6H20 2800 2800 2800
Mg(NO3)2X6H20 650 650 650
MnSO4XH20 13.5 13.5 13.5
ZnS0O4X7H20 11.5 11.5 11.5
H3BO3 16 16 16
CuS04X5H20 1.9 1.9 1.9
Na2MoO4X2H20 1.2 1.2 1.2
CaS04x2H20 0 7000 0
K2504 0 0 650

FeCl3x6H20 484




Taulukko 4. Ravinneliuosten annostelu eri valmisteiden biotesteissé.

Koe Kasvualusta Tuotekasittely Lannoituskasitt kasvualustaa Lannoite- Lann. liuosta Rauta-
ely g k-a/ruukku liuos ml/ruukku lannosta
ml/ruukku
Typpibakteerivalmiste
SDmaa Ei tuotetta Optimaalinen 900 100N 100 10
SDmaa Typpibakteerivalmiste =~ Optimaalinen 900 100N 100 10
SDmaa Ei tuotetta Puolitettu N 900 50N 100 10
SDmaa Typpibakteerivalmiste Puolitettu N 900 50N 100 10
Kompostipelletti
SDmaa Ei tuotetta Optimaalinen 900 100N 100 10
SDmaa  Kompostipelletti Puolitettu N ja P 900 100N 25 10
Hietamaa Ei tuotetta Optimaalinen 750 100N 100 10
Hietamaa Kompostipelletti Puolitettu N ja P 750 100N 25 10
Mykorritsavalmiste
SDmaa Ei tuotetta Optimaalinen 900 100N 100 10
SDmaa  Mykorritsavalmiste Optimaalinen 900 100N 100 10
SDmaa Ei tuotetta Puolitettu P 900 50P 100 10
SDmaa Mykorritsavalmiste Puolitettu P 900 50P 100 10

3.4.3 Toistojen maara

Hajontaa voidaan biotestissd hallita sekd rinnakkaisten ruukkujen (toistojen) ettd ruukkuun
kylvettidvien siementen maéralld. OECD (2006) antaa téstd yleisohjeen, ettd toistojen miérd tulee
olla riittdva kaytettdvddn tilastolliseen menetelmédn ja kasvin kasvuvasteen hajontaan ndhden.
Suurisiemenisid (ja nopeakasvuisia) kasveja ei voida kylvéda yhtéd paljon ruukkua kohti, jolloin niitd
kéytettdessd on syytd olla enemmén rinnakkaisia ruukkuja kuin pienisiemenisid, tihedkylvoisié
testikasveja kiytettdessd. Yleisohje on, ettd siementen tiheys tulisi olla enintdén 3-10/100 cm?, mika
tekee esim. 5-10 vehndd 15 cm halkaisijaltaan olevaan ruukkuun. Standardissa EN 16086-1:2011
kiinankaalin siemenid kylvetdin 20 kpl halkaisijaltaan 12 cm ruukkuun (18 kpl/100 cm?) ja
rinnakkaisia ruukkuja on vdhintién kolme.

Biotestiruukut olivat halkaisijaltaan 13 cm ja niihin kylvettiin 6 kiinankaalin ja 10 ohran siementai.
Itimisen jilkeen taimet harvennettiin niin, etti kasvamaan jdi 3 kiinankaalin (2.3 tainta/100 cm?) ja
6 ohran tainta (4.6/100 cm?®). Rinnakkaisia ruukkuja tehtiin kuusi. Riittivéd toistojen mééraa
etsittiin analysoimalla osa kasvuparametreisti 4, 5 ja 6 toistolla.

3.4.4 Siementen kylvo

Siemenet kylvettiin 5 pédivdd ruukutuksen jidlkeen. Kylvo tehtiin tasattuun kasvualustan pintaan
jakaen siemenet mahdollisimman tasaisesti pinnan alalle ja kasteltiin varovasti hajottajaa kayttéen.
Mykorritsakdsittelyn saavien ruukkujen siemenet pyoriteltiin ennen kylvod 0.5 gissa
mykorritsapeittausjauhetta ja peittausjauhe kaadettiin siementen mukana ruukkuun. Siemenet
peitettiin laittamalla ohraruukkuihin 1 cm kerros (88/93 g k-a, peltomaata/SDmaata) ja
kiinankaaliruukkuihin 2 mm kerros (17 g k-a) 50% WHC:hen kostutettua kasvualustaa. Pinta
tasattiin lopuksi kevyesti levylld painaen ja ruukut peitettiin muovilla itimiseen saakka. Testi
kirjattiin alkaneeksi kylvopdivana 20.3.2012.



3.5 Koeasetelma

Kukin lannoitevalmiste muodosti oman testinsd, johon valittiin tuotekohtaiset koekésittelyt.
Typpibakteerivalmisteen osalta tutkittiin typpilannoituksen (tavoitelannoitus 240 mgN/l tai
puolitettu lannoitus 120 mgN/l) ja testikasvin vaikutusta tuotteen vaikutuksen havaitsemiseen.
Kompostipelletin ~ osalta  selvitettiin ~ kasvualustan  ja  testikasvin  vaikutusta  sekd
mykorritsavalmisteen osalta fosforilannoituksen (tavoitelannoitus 100 mgP/l tai puolitettu 50
mgP/1) vaikutusta tuotteen toimintaan. Testien késittelyt ja verranteet on esitetty taulukossa 5.

Kukin testi sijoitettiin kasvihuoneeseen satunnaistettujen tiydellisten lohkojen kokeen mukaisesti.
Kéytdnnossa testialue jaettiin lohkoihin koe-olosuhteiden todennédkoisen vaihtelun mukaisesti.
Lohkot pyrittiin muodostamaan niin, ettd lohkon sisdlld lampétila, valaistus ja kosteus olivat
mahdollisimman samanlaiset. Olosuhteissa esiintyvét erot pyrittiin saamaan lohkojen vilille.
Ruukut sijoiteltiin kahdelle pdydélle niin, ettd lohko muodostui kokeesta riippuen aina 4 tai 8
ruukun rivisti. Jokainen kisittely esiintyi lohkossa kerran ja késittelyn sijainti lohkossa arvottiin.
Liitteessd 1 on testialueen kartta.

Taulukko 5. Kéytetyt testikasvit, kasvualustat ja lannoitustasot eri valmisteiden biotesteissa.

Koe Kasvualusta Testikasvi Peruslannoitus Tuotekasittely
Typpibakteerivalmiste

SDmaa Kiinankaali Tawoitelannoitus  Ei tuotetta

SDmaa Ohra Tawoitelannoitus  Ei tuotetta

SDmaa Kiinankaali Tawitelannoitus  Typpibakteerivalmiste

SDmaa Ohra Tawitelannoitus  Typpibakteerivalmiste

SDmaa Kiinankaali Puolitettu N Ei tuotetta

SDmaa Ohra Puolitettu N Ei tuotetta

SDmaa Kiinankaali Puolitettu N Typpibakteerivalmiste

SDmaa Ohra Puolitettu N Typpibakteerivalmiste
Mykorritsavalmiste

SDmaa Ohra Tawoitelannoitus  Ei tuotetta

SDmaa Ohra Puolitettu P Ei tuotetta

SDmaa Ohra Tawitelannoitus  Mykorritsavalmiste

SDmaa Ohra Puolitettu P Mykorritsavalmiste
Kompostipelletti

SDmaa Kiinankaali Tawoitelannoitus  Ei tuotetta

SDmaa Ohra Tawoitelannoitus  Ei tuotetta

Hieta Kiinankaali Tawoitelannoitus  Ei tuotetta

Hieta Ohra Tawoitelannoitus  Ei tuotetta

SDmaa Kiinankaali Puolitettu N ja P Kompostipelletti

SDmaa Ohra Puolitettu N ja P Kompostipelletti

Hieta Kiinankaali Puolitettu N ja P Kompostipelletti

Hieta Ohra Puolitettu N ja P Kompostipelletti




3.6 Testiolosuhteet ja testin hoito

Biotestikokeet toteutettiin Jokioisilla MTT:n osastoidussa kasvihuoneessa 20.3. - 25.4.2012.
Kasvihuoneessa on kasvihuoneautomatiikkaan perustuva kosteuden ja ldmpdétilan seuranta seké
sadtd. Lampotila kokeen osastossa oli péivilld +20+2°C ja yolla +18+2°C. Valoisaksi ajaksi oli
médritelty 16 tuntia, jolloin keinovalot kytkeytyivit automaattisesti péadlle valotason alittaessa 200
umol/cm?2.

Tavoitteena oli pitdd ylld tasaista, riittdvda kosteutta kaikille kasvilajeille ja kasvualustatyypeille.
Tédmai toteutettiin niin, ettd kaikki ruukut kasteltiin 2-3 pdivén vilein kastelijan silmdmaardisen
arvioon perustuen. Sopivaa kastelun méérad tarkkailtiin punnitsemalla koeruukut kerran viikossa.
Lisdlannoitusta ei testin aikana annettu.

3.7 Havainnot

Kéyttiméattomistd kasvualustoista mééritettiin pH, orgaaninen aines, tilavuuspaino, huokostila ja
vedenpidityskyky. Maédritykset tehtiin myds kompostilisdtyistd kasvualustoista. Happamuus
mitattiin sekd vesi- ettd CaCl, —uuttona uuttosuhteella 14+2.5 niyte:vesi. Orgaaninen aines
médritettiin tuhkaamalla EN 13039: 1999 —standardin mukaisesti +450 °C:ssa.

Fysikaaliset madritykset tehtiin kasvualustoille tarkoitettujen EN-standardien mukaisesti.
Kasvualusta valmisteltiin maérityksid varten sekd maédritettiin laboratoriotiivistetty tilavuuspaino
standardin EN 13040:1999 mukaisesti. Tilavuuspainon mééritys perustuu tissd standardissa 1 litran
vetoisessa (korkeus 10 cm ja halkaisija 12 cm) astiassa olevan kasvualustan tiivistimiseen 8 g/cm’
voimalla.

Kasvualustan ilma- ja vesitila mééritettiin ns. sandbox -menetelmilld (EN 13041: 1999), joka
perustuu kasvualustan kylldstimiseen vedelld ja veden poistamiseen hiekkapedilld, johon kohdistuu
-10 cm imuvoima. Menetelmén avulla laskettiin myds kasvualustan vedenpidityskyky. Téssa
kokeessa vedenpidityskyky madritettiin my0s ns. suppilomenetelmailld, jossa lasisuppiloon asetettu
50 g kasvualustandyte kasteltiin 30 min 100 ml vesimidrdssd. Maan ja veden poisvaluminen
estettiin lasivillatupolla ja letkunpuristimella. Maahan imeytymiton vesi valutettiin pois yon yli
avaamalla letkunpuristin. Ladpi valunut vesimddrd mitattiin. Néytteet kuivattiin ja laskettiin
vedenpidityskyky kuiva-ainetta kohti.

Kasvualustojen kosteutta seurattiin kolmella tavalla. Ruukut punnittiin kerran viikossa ja laskettiin
kasvualustan kosteus paino-%. Kokeen lopussa mddritettiin myds kasvualustan kuivapaino
ruukuissa. Kompostikokeen yhteen lohkoon asennettiin minitensiometrit (vedelld taytettdvit
lasianturit), joiden sdhkonjohtavuus mitattiin 2-7 pdivdn vilein. Kolmantena tapana kaytettiin
kasvualustan vesipitoisuuden mittaamista kosteusanturilla (Grodan) 14 testiruukusta. Laitteen anturi
(5 piikkid) tyonnettiin mittauksen ajaksi kasvualustaan ja kosteuslukema luettiin mittarista.

Itdneiden siementen midrd laskettiin 8 vrk kylvostd. Kiinankaalien suurimman lehden pituus ja
ohran pisimméin kasvin pituus tyvestd ylimmén lehden kédrkeen mitattiin viikoittain. Kiinankaaleista
laskettiin ~ viikoittain my0s lehtien mé&édrd. Lehtivihredn toimintaa mitattiin klorofyllin
fluoresenssimittarilla  (Pocket Pea  Chlorophyll  Fluorimeter, Hansatech Intruments)
kompostikokeesta 14 vrk ja mykorritsakokeesta 23 vrk kylvon jdlkeen. Mittauksesta saadaan tietoa
kasvin stressitilasta ja erilaisia tunnuslukuja viherhiukkasten toiminnasta. Fluoresenssimittari antaa
voimakkaan valoimpulssin ja mittaa lehdesté poisheijastuvaa valoa ensimmaiisen sekunnin aikana.



Testi péitettiin 5 viikkoa siementen kylvostd laskemalla elossa olevien kasvien midrd ja
leikkaamalla kasvit tyvestd. Kasvien tuore- ja kuivapainot (kuivatus x h +60°C) punnittiin
ruukkukohtaisesti. Kaikista kompostikokeen kasveista mééritettiin liukoisten ravinteiden pitoisuus
(N, P, Ca, K, Mg, P, Cu, Fe, Mn, Zn, S, Na).

Mpykorritsakokeesta tutkittiin arbuskelimykorritsan (AM) juurikolonisaatio Grace ja Stribley:n
(1991) menetelmédn mukaan. Juuria pidettiin ensin 12 tuntia 10 %:essa KOH:ssa, jonka jdlkeen ne
pidettiin 2 tuntia 1 %:ssa HCl:ssd. Tdmédn jilkeen juuret vérjittiin mykorritsarakenteiden
havainnollistamiseksi. Sithen kéytettiin metyylisinistd vériainetta, 100 mg/l vérjiysliuosta
(maitohapon, glyserolin ja veden sekoitus). Vérjittyjen juurten AM-kolonisaaation miéra arvioitiin
silmévaraisesti stereomikroskooppia kdyttéen asteikolla 0 — 100 %.

Mpykorritsatuotteesta etsittiin AM-itiditd seulomalla tuotteesta tehty vesisuspensio (runsaasti vettd ja
viahdn tuotetta) 0.25 ja 0.05 mm seulojen ldpi. Seulonnassa tuotteen kiintedt osat jadvét
karkeammalle seulalle ja mahdolliset AM-iti6t hienomman seulan pdille. Molempien seulojen
paille jadnyt aines pestiin Petri-maljoihin stereomikroskooppitarkastelua varten. Karkeammasta
seulasta etsittiin tuotteen kiintedssd aineksessa mahdollisesti kiinni olevia AM-itiditd. Hienommasta
seulasta etsittiin irrallisia, karkeamman seulan lipi padsseitd AM-itioita.

3.8 Aineiston tilastollinen analysointi

Koejédsenten vilisten merkitsevien erojen osoittamiseksi useimmat mitatut muuttujat analysoitiin
tilastollisen testin avulla. Analyysit toteutettiin SAS Enterprise Guide 4.3 —ohjelmalla (SAS
Institute 2006-2010) MIXED —proseduuria kéyttden. Testind kéytettiin varianssianalyysid, joka oli
sovellettu satunnaistettujen tdydellisten lohkojen koeasetelmaan. Késittely oli kiinted tekijé ja lohko
satunnaistekiji, koska haluttiin testata vain késittelyn vaikutusta tutkittavaan muuttujaan. Lohkon
vaikutus otettiin testissd huomioon, mutta sitd ei haluttu kuvata sen tarkemmin. Testissd
sovellettava tilastollinen malli oli:

Yij = B pi T FEj

jossa,

u = yleiskeskiarvo

7j = késittelyn j vaikutus
pi = lohkon 1 vaikutus
eij = koevirhe

Riittdvdn toistojen (lohkojen) médrdn valitsemiseksi typpibakteerivalmistetta koskevan testin
tulokset analysoitiin myos ottaen mukaan joko nelja tai viisi toistoa. Tdma toteutettiin niin, ettd
analyysi suoritettiin kaikille mahdollisille toistojen kombinaatioille. Esim. viiden toiston osalta
analyysi tehtiin kuusi kertaa jdttden analyysistd vuorotellen pois lohkon 1, 2, 3, 4, 5 tai 6.
Vastaavasti neljille toistolle tuli erilaisia lohkokombinaatioita 15.



4 Tulokset ja tuloksen tarkastelu

4.1 Kasvualustojen ominaisuudet

Standardimaan kalkitusta varten tehtiin koeseos, joka kalkittiin 6.9 g CaCOs/kg k-a. Koeseoksen pH
oli 6.1 (CaCly-uutto) kolme vuorokautta kalkitsemisen jélkeen. Tdmédn perusteella valittiin
varsinaisen testimaan kalkitukseksi 6 g/kg k-a. Kalkitus osoittautui kuitenkin testin aikana
ylimitoitetuksi. Standardimaan pH oli testin alussa 6.4 ja testin lopussa 7.5. Kompostin kéytto ei
juuri nostanut pH-tasoa, silldi kompostiruukuissa pH oli testin lopussa 7.6. Peltomaan pH:ta ei
saddetty kokeeseen ja se oli testin alkaessa 5.0. Kalkituksen vaikutus tulee ndkyviin viiveelld ja
yleensd kasvualusta kalkitaan viikkoa tai paria viikkoa ennen kéyttod. Tehty seos oli hyvin kuivaa
eikd kalkitus kerinnyt vaikuttaa ennen testin alkua. Ilmeisesti myds kaoliini nosti pH:ta testin
aikana. Kokemuksen perusteella standardimaan kalkitusta tulisi vihentdd, todenndkdisesti sopiva
maiiré on 3-4 g/kg.

Standardimaan tilavuuspaino oli kasvualustoille kehitetyn standardin mukaan tiivistettynd 1.41 kg/l
ja peltomaan 1.36 g/l. Standardimaahan liséttiin maanparannusturvetta 5% kuivapainosta, mutta
eloperdisen aineksen pitoisuus oli keskimdirin 5.5%. Hiedan eloperdisen aineksen méérd oli
puolestaan 2.9%. Eloperdinen aines oli epdtasaisemmin jakautunut standardimaassa kuin
peltomaassa, mika johtunee turpeen keinotekoisesta sekoittamisesta kivennéisaineiden sekaan.

Standardimaassa vesitilaa oli 39% ja ilmatilaa 6%. Hiedassa puolestaan vesitilaa oli hieman
enemmin (44 %) ja ilmatilaa vihemmaén (4 %), mikd ndkyi myos standardimaata suurempana
vedenpidatyskykyni.

Kompostipelletin biotestisséd lisdttiin molempiin kasvualustoihin sama maard kompostia ruukkua
kohti, jolloin kompostia tuli hietamaahan enemmén kuiva-ainetta kohti (hieta 2.7 g/g k-a ja
SDmaa2.2 g/g k-a). Komposti ei merkittdvésti lisdnnyt orgaanisen aineksen maardd kummassakaan
maatyypissd, mutta nosti kasvualustan vedenpidétyskykya tilastollisesti merkitsevasti. Kdytdnnon
kannalta vaikutus ei ollut kuitenkaan suuri, silld veden pidéttyminen lisdéntyi hietamaassa 2.5% ja
standardimaassa 3.6%. Kompostin kdytto kevensi molempien kasvualustojen tilavuuspainoa 3-4%,
mutta lisdsi merkittidvisti (58%) vain hietamaan ilmatilaa. Jatkossa tulisi ottaa huomioon, ettd
kompostin kdyttomaara tulisi laskea kasvualustan kuiva-ainetta kohti.
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Kuva 1. Biotestissd kdytettyjen kasvualustojen a) orgaaninen aines, b) tilavuuspaino, ¢) vedenpidatyskyky
sekd d) vesi- ja ilmatila. Kasvualustaan lisdtty komposti (kdyttomédrd ) oli biolietepohjainen ja pelletéity,
mutta pelletit murskattiin ja testiin kdytettiin vain 6 mm seulan 14pi mennyt osa.

4.2 Orgaanisten lannoitevalmisteiden toimivuus testissd ja siihen
vaikuttavat tekijat

4.2.1 Lannoitustason ja testikasvin vaikutus typpibakteerivalmisteen toimivuuteen

Typpibakteerivalmiste ei voinut vaikuttaa testikasvien itdvyyteen, silld valmiste annettiin vasta
siementen itdmisen jdlkeen. Pituuskasvuhavaintojen tilastollinen testaaminen toi esiin joitakin
valmisteen vaikutuksia. Typpibakteerivalmiste ei vaikuttanut ohran kasvuun puolitetulla
typpilannoituksella, mutta optimaalisella typpilannoituksella jonkin verran (Kuvat 2 ja 7). Erot eivit
olleet kiytainnon kannalta kovin suuria. Ennen valmisteen ensimmadisti antoa,
typpibakteerikésittelyn saavat ohrat olivat vajaan 1 cm verrannetaimia pidempid, mutta 14 vrk
kohdalla eroa ei endi ollut. Sen sijaan 23 vrk kohdalla typpibakteerivalmistetta saaneet ohrat olivat
vajaa 0.5 cm verrannetaimia lyhyempid, mutta 29 vrk kohdalla 2.7 cm pidempia.

Kiinankaalilla tulokset olivat samansuuntaisia kuin ohralla. Typpibakteerivalmiste ei vaikuttanut
kiinankaalin pisimmdn lehden pituuteen merkitsevdsti puolitetulla typpilannoituksella, mutta
optimaalisella kivenndislannoituksella valmistetta saaneiden kiinankaalien lehdet olivat 2.5 cm
verrannetta suurempia 29 vrk kohdalla. Huomionarvoista tuloksissa on myds se, ettd ohralla saatiin
tilastollisesti merkitsevid eroja pienemmilld suhteellisilla kasvueroilla kuin kiinankaalilla.

Kokeen lopussa (36 vrk) mdiiritetyn versojen kuivapainon mukaan typpibakteerivalmiste ei
vaikuttanut ohran tai kiinankaalin biomassaan kummallakaan lannoitustasolla (Kuva 8).



Typpilannoitustaso vaikutti testikasvien kasvuun jonkin verran. Puolitetun typpilannoituksen
saaneet ohrat olivat 1.3 cm verrannetaimia pidempid 8 vrk kylvostd, mutta 23 vrk kohdalla l&hes 2
cm lyhyempid. Typpilannoituksen vdhentdminen kasvatti myds kiinankaalien lehtikokoa testin
alkuvaiheessa, mutta 14 vrk eteenpdin vaikutusta ei ollut havaittavissa. Puolitettu typpilannoitus
véhensi kiinankaalin biomassakertymaa testin aikana vajaa 9%, mutta ei ohran.

Typpibakteerivalmiste tai lannoituksen pienentdminen eivdt vaikuttaneet kasvien stressitasoon
(fluoresenssimittarilla mitattuna) ainakaan 23 vrk itdmisen jdlkeen. Valmisteella tai
typpilannoitustasolla ei ollut vaikutusta myodskdén kiinankaalin yhteyttimiseen. Alhaisemmalla
lannoitustasolla reaktiokeskukset hieman vidhenivdt, mutta niiden toiminta tehostui, mika
kompensoi yhteyttdmisen valoreaktiot samalle tasolle verranteen kanssa. Ohralla oli havaittavissa
lievdd reaktiokeskusten toiminnan tehostumista, mutta Iehtitasolla ei sanottavaa muutosta
valoreaktioiden nopeudessa.

Typpibakteerivalmisteen siséltdimdd mikrobistoa ei tutkittu testissd kéytettdvdstd erdstd, mutta
hankkeen aikana valmisteesta tehtiin hyvinkin tarkkoja méarityksid. Maarityksissé selvisi, ettd tuote
sisdlsi valmistajan lupauksen mukaisesti Azoarcus-, Azorhizobium- ja Azospirillum -sukuisia
bakteereja, mutta kaikkien bakteerilajien pitoisuudet tuotteessa eivdt olleet luvatulla tasolla
(Orasmaa 2012). Bakteerikannat tuottivat indoli-3-etikkahappoa, ACC-deaminaasia sekéd sideroforia
ja ndiden ominaisuuksien perusteella tuotteella voisi olla kasvien kasvua edistdvdd vaikutusta.
Lyhytaikaisissa kasvatuskokeissa vain Azospirillum brasilense -kanta paransi kiinankaalin versojen
kasvua 41 %. Muihin kiytettyihin testikasveihin silld ei ollut vaikutusta. Toisaalta kasvua edistdvaa
vaikutusta ei havaittu kédytettdessi typpibakteerituotetta sellaisenaan.
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Kuva 2. Kiinankaalit (vasen) ja ohrat typpibakteerivalmisteen biotestin lopussa. Yhdessd kasvirivissd on
saman késittelyn rinnakkaiset (6) ruukut ja késittelyn nimi on rivin ylapuolella.

4.2.2 Testikasvin ja kasvualustan vaikutus kompostipelletin testitulokseen

Standardimaassa kompostin kéytollad ei ollut vaikutusta kiinankaalin tai ohran itimiseen (Taulukko
6). Sen sijaan hietaan sekoitettaessa, komposti paransi kiinankaalin, mutta ei ohran (p=0.061)
itdvyyttd hiedassa. Vain puolet kylvetyistd kiinankaaleista iti pelkdssd hietamaassa. Koska itdvyys
kuitenkin standardimaassa oli yli 90%, voidaan piitelld, ettd hietamaalla oli itdmistd heikentdvi
vaikutus. Hietamaan osalta testi ei siis tdytd yleisid fytotoksisuusbiotestin kelpoisuusvaatimuksia.
OECD:n ohjeiden mukaan itdvyys tulisi olla verranteessa yli 70% ja standardin (EN 16086-1:2011)



mukaan 85%. Toisaalta kompostin itdmistd parantava vaikutus tuli selvésti ilmi, kun verranteen
itdvyys ei ollut optimaalinen. Jos halutaan saada esiin my0s tuotteiden positiivisia vaikutuksia, ei
verranteen kasvu vilttdmaittd kannata olla optimaalisella tasolla.

Komposti ei vaikuttanut ohran pituuskasvuun testin aikana, mutta testin lopussa kompostiseoksessa
kasvaneet ohrat olivat 15-20% verrannetta kevyempid (Kuvat 7 ja 8).

Aluksi komposti nopeutti kiinankaalin pituuskasvua 75% hietamaassa, mutta ero viheni kokeen
loppua kohti. Standardimaassa kompostilla ei ollut merkitsevdd vaikutusta kiinankaalin kasvuun,
vaikka kompostia saaneet olivatkin keskimédrin pienempid kuin verrannekasvit. Kokeen lopussa
tehty kasvien punnitus paljasti kuitenkin toisenlaisia tuloksia. Komposti heikensi kiinankaalin
kasvua sekd standardimaassa (-29%) ettd hiedassa (-21%).

Kiinankaali kerrytti kuivapainoa 8% enemmin standardimaassa kuin peltomaassa ja kompostin
kéyton vaikutus tuli standardimaassa paremmin esiin (Kuva 6). Ohra kasvoi yhtd hyvin
standardimaassa ja hiedassa. Kompostin vaikutus kasvuun voi johtua lannoitustasosta, kompostin
haitta-aineista ja kiinankaalilla myds liiallisesta méarkyydesta (ks. 4.2.3).

verranne 100NP Komposti 50NP = verranne 100NP | Komposti 50NP
= iy
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Kuva 3. Kiinankaalit (vasen) ja ohrat kompostipelletin biotestin lopussa. Yhdessd kasvirivissd on saman
késittelyn rinnakkaiset (6) ruukut ja késittelyn nimi on rivin yldpuolella.

Stressitasoa kuvaavan parametrin (Fv/Fm —suhde) arvot osoittivat biotestin kiinankaalien voivan
hieman ohraa paremmin testiolosuhteissa (Kuva 4). Komposti lisdsi hieman kiinankaalin
stressitasoa hietamaassa. Obhralla viitteitd stressin vdhenemisestd kompostiruukuissa, mutta
rinnakkaisten madritysten vaihtelu oli niin suurta ettd vaikutus ei todenndkoisesti olisi merkitseva
(aineistoa ei ole kasitelty tilastollisesti).

Kompostikésittelyn ~ vaikutus  yhteyttdmisreaktioihin  riippui  kasvualustasta (Kuva 5).
Kompostikésittelylld oli hietamaassa kiinankaalin yhteyttdmisreaktioita heikentdva vaikutus,
erityisesti elektroninsiirtoketju QA:lta eteenpdin oli heikentynyt. Komposti heikensi ohralla
valoenergian kanavoitumista yhteyttimiseen SDmaassa. Tuloksia tulkittaessa on syytd muistaa, ettd
mittaus kertoo hetkellisestd yhteyttdmisen tehokkuudesta. Téssd tapauksessa mittaukset tehtiin



kiinankaalien suurimpien lehtien ollessa 5-7 cm. Tulos ei ole tue samaan aikaan tehtyjen
kasvumittausten tuloksia, silld tdssd vaiheessa komposti lisdsi kiinankaalin lehtikokoa hietamaassa
eikd kompostilla ollut vaikutusta ohran pituuskasvuun.
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Kuva 4. Testikasvien stressitaso kompostipelletin biotestissd lehtivihredn fluoresenssimittarilla mitattuna
Mitd suurempi arvo stressitasoa kuvaavan suhdeluvun (Fv/Fm) arvo on, sitd vihemmén kasvi kérsii
stressistd. Stressittomén kasvin lehdistd mitatun Fv/Fm —suhteen arvo on 0.86.

Kiinankaali

= Hietamaa

== STDmaa

Tro/ABS Tro/ABS

Kuva 5. Kompostin vaikutus testikasvien yhteyttdmisreaktioihin hietamaassa ja SDmaassa. Ympyrin
oikealla olevat muuttujat kuvaavat yksittdisten viherhiukkasten toimintaa ja vasemmalla puolella olevat
muuttujat puolestaan reaktiokeskusten madrdad (RC/Csm) ja yhteyttdmisen tehokkuutta lehtipinta-alaa kohti.
Jos kaaviossa oleva kiyra ylittdd arvon 1, kompostilla on ollut haitallinen vaikutus kyseiseen muuttujaan.

4.2.3 Fosforilannoituksen vaikutus mykorritsavalmisteen toimivuuteen

Mpykorritsatuote ei vaikuttanut ohran itdvyyteen, pituuskasvuun tai kuiva-ainekertymiin kokeen
aikana (kuva 6). Mydskédédn stressitasossa ei havaittu muutoksia 14 vrk kohdalla. Mykorritsan
biotestissd ei ollut mukana kiinankaalia, silli se ei muodosta mykorritsasymbioosia lainkaan.
Testikasvin juuristoista 10ytynyt sienijuurirakenteita. Mydskédédn tuotteessa ei 10ytynyt mykorritsaan
viittaavia rakenteita mikroskopoinnilla eikd se aiheuttanut mykorritsoittumista ruokohelvella.



Puolitettu fosforilannoitus ei vaikuttanut sdmaa, ’ Sd:f;;, o sdmaa,

ohran pituuskasvuun (Kuva 7), mutta kokeen R St e i
lopussa vihemmén fosforia saaneet kasvit ' Pl i

olivat 9% kevyempid (Kuva 8).

Kuva 6. Ohrat mykorritsavalmisteen biotestin
lopussa. Yhdessd kasvirivissd on saman késittelyn
rinnakkaiset (6) ruukut ja késittelyn nimi on rivin
ylapuolella.

Taulukko 6. Itédneiden testikasvien méadrd ruukussa 8 vrk kylvon jilkeen. Kiinankaalin siemenié kylvettiin 6
kpl ja ohran siemenid 10 kpl/ruukku. Keskivirhe kertoo itdneiden mééran keskiarvoestimaatin vaihtelusta.

Testikasvi Kasittely Itdneet kpl Keskivirhe
Kiinankaali Sdmaa, verranne100N 5.7 0.25
Kiinankaali ~ Sdmaa, typpibakt. 100N 5.8 0.25
Kiinankaali  Sdmaa, verranne50N 5.8 0.25
Kiinankaali  Sdmaa, typpibakt. 50N 6.0 0.25
Kiinankaali ~ Sdmaa, verrannel00NP 5.5 0.49
Kiinankaali ~ Sdmaa, komposti50ONP 6.0 0.49
Kiinankaali ~ Hieta, verranne100NP 3.0 0.49
Kiinankaali ~ Hieta, kompostiSONP 4.8 0.49
ohra Sdmaa, verranne 100N 9.7 0.25
ohra Sdmaa, typpibakt. 100N 9.0 0.25
ohra Sdmaa, verranne50N 9.5 0.25
ohra Sdmaa, typpibakt. 50N 9.7 0.25
ohra Sdmaa, verrannel00NP 8.8 0.49
ohra Sdmaa, komposti50ONP 9.3 0.49
ohra Hieta, verranne100NP 8.0 0.49
ohra Hieta, komposti50NP 9.3 0.49
ohra Sdmaa, Verrannel00P 9.3 0.35
ohra Sdmaa, Mykorritsav.100P 9.2 0.35
ohra Sdmaa, Verranne50P 9.3 0.35

ohra Sdmaa, Mykorritsav.50P 9.2 0.35
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Kuva 7. Testikasvien pituus biotestin aikana eri késittelyissd sekd kiinankaalin lehtien maéra
kompostipellettitestissa.
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Kuva 8. Testikasvien kuivapaino kompostipelletin, mykorritsavalmisteen ja typpibakteerivalmisteen
biotestin lopussa (n=6).

4.3 Ruukutus ja kylvo

Kasvualustan mééra ruukussa vakioitiin tilavuuden suhteen niin, ettd ennen siementen kylvoa
kasvualustaa tuli ruukkuun 850 ml. Tama tehtiin siksi, ettd ruukut saatiin yhté tdyteen kasvualustan
ominaispainosta riippumatta. Kun kasvualustan tilavuus ja samalla syvyys ruukuissa on sama, antaa
tama hyvit lahtokohdat myos pinta-alaa kohti levitettdvien lannoitevalmisteiden kaytolle testissa.
Kéytinnossa pédtettiin kuitenkin lisdtd kasvualusta ruukkuihin punnitsemalla, koska ndin saatiin
maamadrd helpommin vakioitua rinnakkaisten ruukkujen vililld. Tdméa aiheutti paljon laskemista.
Tilavuus muunnettiin koeruukutuksen avulla painoksi, mutta luotettavampi tapa olisi ollut kayttaa
standardimenetelmalla tiivistettyd tilavuuspainoa. Koeruukutuksen avulla maéiritetty tilavuus ei



ollut kovin luotettava, silld tilavuuden ja painon suhde (SDmaa 1060 ja hieta 882 g/l) ei vastannut
standardimenetelmédlld mairitettyd tilavuuspainoa (ks. 4.1). Erityisesti hietamaan osalta
koeruukutuksessa mééritetty tilavuus oli liian 16yhd ja maa painui kokeen aikana silminndhden.
Litran ruukkuun sopiva SDmaan tai hietamaan méérd on 900 g k-a. Koska hietamaan tilavuuspaino
sandbox —maédrityksessd oli hyvin ldhelld SDmaan tilavuuspainoa, molemmille téssd testissd
kaytetyille kasvualustoille voidaan soveltaa samaa ohjetta.

Koska eri kasvien siemenet suositellaan kylvettdvéksi eri syvyyteen, kylvosten péélle laitettava maa
vaihteli testikasvin mukaisesti. SDmaa kuitenkin kovettui ruukussa ollessaan, miké
silmdmadrdisesti arvioiden vaikeutti itujen nousemista maasta. Itdvyys kuitenkin oli molemmissa
kasvualustoissa riittdvin hyva (ks. 3.3.3). Kylvokset voitaisiin peittdd vaihtoehtoisesti jollain
muulla aineksella, esim. hiekalla tai vermikuliitilla, mutta tulokset eivit antaneet aihetta tdhén.

Siemenid kylvettiin suurempi madrd kuin testissd tarvittiin. Tdméd osoittautui onnistuneeksi
ratkaisuksi, silld hietamaassa vain puolet kiinankaaleista iti. Testissd, josta havainnoidaan seké
itdvyys ettd kasvin kasvu, on oltava riittdvd maird siemenid ruukkua kohti itdvyyden luotettavaksi
madrittimiseksi. Ruukkuun ei kuitenkaan kannata jéttdd kasvamaan kovin montaa tainta, jotta
keskindinen kilpailu ei rajoittaisi testikasvien kasvua. Kun itdmisen jdlkeen jdtetddn vain osa
kasveista kasvamaan suuriksi, itdvyydessd mahdollisesti ilmenevét erot eivit heijastu endd kasvien
kasvuun taimitiheyden ollessa sama kaikissa ruukuissa.

Testid lopetettaessa havaittiin, ettd vetistd liejua oli joidenkin ruukkujen pohjalla. Tami saattoi
johtua joko harsokankaan huokosten tukkeutumisesta tai kasvualustan tiivistymisesti kokeen aikana
esim. liiallisen kastelun wvuoksi. Tiivistymisen ja hapettomien olosuhteiden ehk&isemiseksi
juuristovydhykkeelld on tirkedd, ettd vdhdn ilmatilaa sisdltdvid kasvualustoja ei ylikastella testin
aikana. Lisdksi yliméérdisen veden poistuminen ruukusta on jérjestettava.

4.4 Lannoitus

Testikasveista tehdyt ravinnemdiiritykset osoittivat biotestin  lannoituksen tirkeyden
vertailukelpoisten tulosten saamiseksi. Testikasvit olivat saaneet hietamaassa enemmin fosforia
kuin SDmaassa, vaikka testin alussa molemmille annettiin sama lannoitus (Taulukko 7).
Kiinankaalilla vaikutus oli suurempi (90%) kuin ohralla (17-37%). Tdmia johtuu ilmeisesti
peltomaan luontaisista fosforivarannoista, jotka keinotekoisesti tehdystd maasta puuttuvat.
Standardimaata kaytettiessa riittdvin lannoituksen merkitys korostuukin. Toisaalta taas ravinnetaso
on helpommin hallittavissa, kun ravinnereserveji ei ole.

Myos typen ja fosforin lannoitustaso vaikutti testikasvien ravinteiden saantiin. Puolitettu
fosforilannoitus vdhensi ohran fosforinsaantia kolmanneksen. Fosforilannoituksen vaikutusta
kiinankaalin fosforin ottoon ei tuloksista tule ilmi, silld mykorritsatuotteen testauksessa ei kaytetty
kiinankaalia. Typpilannoituksen puolittaminen ndkyy selvdsti molempien kasvien typen ja
kalsiumin otossa, kiinankaalilla myds hivenravinteiden otto heikentyi typpilannoituksen
vihentyessa.

Kompostin vaikutus nékyy testikasveissa erityisesti typen, kalsiumin ja natriumin otossa.
Kompostikésittelyissd kasvaneet testikasvit olivat saaneet vihemmaén typped kuin verrannekasvit.
Kompostin vaikutus typen ottoon oli suurempi hietamaassa (-35/-40%) kuin standardimaassa (-18/-
19%). Kompostista kasveille saatavissa oleva typpi oli siis testin lannoitusta suunniteltaessa
yliarvioitu. Oletuksena oli, ettd puolet tavoitetason typestd vapautuisi kompostista, mutta



kaytdnnossd vapautumista ei tapahtunut. Tdma vahvistettiin testin jilkeen tehdyssd typen
mineralisaatioméadrityksessd (Salo ym. 2013), mutta testid suunniteltaessa tietoa orgaanisen typen
vapautumisesta kompostista ei ollut kéytettdvissd. Kompostista tulevat suolat ndkyvit selvisti
kasvien Na-pitoisuuden nousuna. Hietamaassa fosforin ja kaliumin saanti oli vdhentynyt jonkin
verran (12-16%) kompostikésittelyissd, mutta SDmaassa ei.

Taulukko 7. Ravinnepitoisuudet testikasveissa biotestin lopussa (5 viikkoa).

Kasvi Kasvual. Kasittely N Ca K Mg P S Na Cu Fe Mn Zn
% k-a g/gk-a mg/g k-a
Ki hieta Verranne 100NP 1.84 14.4 28.3 1.7 4.1 3.8 0.5 7.8 311.2 37.2 21.8
Ki hieta Komposti 50N50P 1.11 8.9 215 1.1 3.4 3.6 2.2 6.5 294.5 24.7 14.7
Ki STDmaa  Verranne 100NP 1.90 18.5 23.6 1.5 2.2 5.2 1.6 7.3 154.0 61.7 21.5
Ki STDmaa  Komposti 50NS0P 1.55 13.1 20.8 1.2 2.4 5.4 24 7.7 145.3 47.3 20.5
Ki STDmaa Verranne 100N 2.01 17.8 27.8 1.4 2.3 5.6 1.6 6.6 103.0 62.2 22.0
Ki STDmaa Verranne 50N 1.37 139 25.9 1.2 2.6 5.7 1.0 7.7 68.0 46.5 18.2
Oh hieta Verranne 100NP 243 5.8 33.2 1.5 3.2 3.0 0.3 8.0 80.3 39.3 33.0
Oh hieta Komposti 50N50P 1.58 3.8 27.6 1.3 2.8 2.0 2.3 8.0 93.7 35.3 24.8
Oh STDmaa  Verranne 100NP 2.68 6.8 36.9 1.7 2.3 2.9 1.7 7.5 167.7 78.8 17.8
Oh STDmaa  Komposti 50NS0P 217 7.0 38.2 1.6 2.5 2.4 3.4 11.0 132.7 120.2 35.0
Oh STDmaa  Verranne 100P 2.90 8.0 42.6 1.6 2.7 3.3 1.7 7.7 63.8 78.8 20.3
Oh STDmaa Verranne 50P 2.86 7.5 45.1 1.6 1.8 2.7 1.2 8.4 63.7 90.3 233
Oh STDmaa  Verranne 100N 2.86 7.7 41.8 1.7 2.6 33 1.6 7.6 61.2 80.5 20.3
Oh STDmaa  Verranne 50N 2.00 6.8 38.5 1.5 3.4 2.9 1.3 7.8 56.2 70.8 22.2
4.5 Kastelu

Koeruukkuja kasteltiin 2-3 pdivén vilein kastelijan arvioon perustuen. Testiruukkujen kosteutta
seurattiin biotesteistd kolmella rinnakkaisella tavalla. Pian kokeen alkamisen jélkeen huomattiin,
ettd tensiometrilukemat eiviat muuttuneet kokeen aikana vallitsevissa kosteusoloissa juuri lainkaan
ja tistd mittauksesta luovuttiin. Kéytetyt kasvualustat saattoivat olla liian karkeita tensiometreille ja
kosteustason vaihtelut liian pienid. Tensiometrejd ei voida suositella kéytettdvdksi niilla
kasvualustoilla toteutettavassa biotestissa.

Kosteusmittarin avulla saatiin kasvualustan vesipitoisuus (tilavuus-%) selville nopeasti. Tulokset
osoittivat, ettd testiruukkujen kosteus vaihteli kokeen aikana huomattavasti kéytetylld
kastelumenetelmailld (Kuva 1). Seurattujen 14 ruukun keskiméérdinen (mittaus 6, 8, 10, 14, 21 ja 28
vrk kohdalla) kosteus oli 32+8.7% ja vaihteluvéli 16-63%. Standardimaan vesitila oli sandbox-
médrityksessd 39 % ja hiedan 44%. Pikamittarilla méaritettynd kasvualustan kosteus ylitti ajoittain
tdmin maksimaalisen vesitilan, miké osoitti ylikastelua.

Kolmantena kosteustason médritystapana kéytettiin ruukkujen punnitsemista. Kaikki ruukut
punnittiin, kun testi oli kestdnyt 8, 14, 21, 28 ja 35 vrk. Punnitustuloksen ja kasvualustan kuiva-
aineen perusteella laskettiin kasvualustan vesipitoisuus paino-%. Kompostin biotestin lopussa
kosteimpia olivat kiinankaalit, jotka kasvoivat kompostikisittelyissd. Kompostiruukut olivat myds
kosteampia kuin verranneruukut. Vaikka testikasvien kasvu oli heikompaa kompostikésittelyssa, ei
tdtd oltu huomioitu kastelun mitoittamisessa. Samaa trendid oli havaittavissa myods muissa
biotesteissd: heikommin kasvavien kasvien ruukut olivat kosteimpia.

Pikamittarilla ja punnituksen avulla médritetty kasvualustojen vesipitoisuus korreloi melko heikosti,
kun katsotaan kaikkia mittauskertoja yhdessa (38 %). Korrelaatio oli kuitenkin kokeen alussa melko
korkea (72% 6 vrk kokeen alusta), mutta heikkeni kokeen loppua kohti (28% 28 vrk kokeen alusta).
Tama viittaa siithen, ettd testikasvien paino alkaa héiritd luotettavan kosteusmittaustuloksen saantia
punnitsemalla.



Pikamittarin huonona puolena oli se, ettd anturi teki joka mittauskerralla reidt kasvualustaan, miké
saattoi vaikuttaa kasvualustan vedenldpdisevyyteen. Liséksi anturi tulee puhdistaa huolellisesti
verranteen ja testattavan materiaalin vililld, silld se voi kontaminoida verranteen, jos tutkitaan esim.
mikrobituotteita. Pikamittarilla ei myo0Oskddn havaittu ruukkujen pohjalle kertynyttd liiallista
markyytta.

Kosteuden méiérittiminen punnituksen avulla on melko hidasta ja kasvin paino vaikuttaa tuloksiin.
Viimeisistd punnituksen avulla méairitetyistd kosteushavainnoista oli mahdollista vihentdd kasvin
paino, silld kasvit punnittiin kokeen lopussa. Muilta mittauskerroilta ei kasvipainoa pystytty
luotettavasti miérittdméadn, silld korrelaatio kasvin pituuden ja painon valilld oli heikko. Ruukkujen
vesimddrdn selvittiminen punnitsemalla onkin kiyttokelpoinen menetelmé, jos testikasvin paino
(verso + juuret) ei muodosta huomattavaa osaa ruukun painosta. Nyt verson paino muodosti kokeen
lopussa keskim. 6% ruukun kokonaispainosta. Haittana on myds se, ettdi punnituslukeman
muuttaminen kosteustasoksi vaatii laskutoimituksia. Toisaalta punnitsemista voidaan hyodyntéda
kastelun yhteydessd annettavan veden miirén perusteena. Télloin ruukut tulee siirtdd kastelua
varten vaa’alle ja vesimddrin annostelu hidastuu. Tadma on tarkin, mutta ty6ldin menetelma.

Tulosten perusteella kastelu pitéisi pystyd mitoittamaan tarkemmin kasvin tarpeiden mukaiseksi.
Tama tulee toisaalta olemaan helpompaa, jos testikasveja ja kasvualustatyyppejd on testissd vain
yksi. Kosteusmittauksia ei pystytty testissd hyodyntdmaién kastelutarpeen mitoittamisessa.

Standardissa ohje kastelun jéirjestdmisestd on varsin viljid. Yleisohjeena on, ettid kastelu tehddin
kasvualustan pintaan laatuluokan 3 vedelld ja kasteluvili riippuu kasvu- ja ympiristdolosuhteista.
Vaihtoehtoisesti voidaan kayttdd standardissa ISO 22030 esitettyd kasteluprosessia, jossa kastelu
tapahtuu alta kdsin lasikuitunarun avulla. Tama edellyttdd sitd, ettd kasvualusta absorboi vetta.
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Kuva 9. Kasvualustan vesipitoisuus (%) kompostipelletin biotestin ruukuissa (lohko IV) pikamittarilla
mitattuna. Ki=kiinankaali ja Oh=ohra.

4.6 Testikasvi

OECD:n ohjeiden mukaan biotesteihin valittavien kasvien tulisi edustaa laaja-alaisesti kasvien
diversiteettid ja elinkiertoa sekd olla suhteellisen yleisesti esiintyvid ja reagoida herkésti
ympéristdssd tapahtuviin muutoksiin (OECD 2006). Standardeissa suositellaan yleensé
kaytettaviksi ainakin yhtd yksisirkkaista ja yhtd kaksisirkkaista kasvia, jotta ndhddén eri tyyppisten
kasvien vasteessa ilmenevidt erot. Testissd on hyvd olla myds yksi vakiotestikasvi, jotta testin
kelpoisuus voidaan osoittaa vakiotestikasvin kasvulla.

Kiinankaalia on yleisesti kdytetty testikasvina, koska se reagoi kasvutavallaan ja —nopeudellaan
herkisti epdedullisiin kasvuoloihin (Maunuksela ym. 2012, muita). Liséksi kiinankaali soveltuu
kasvihuoneessa vallitseviin kosteaan ja tasaisen, melko korkean ldmpdtilan olosuhteisiin. Myds nyt
saadut tulokset osoittivat, ettd kiinankaali reagoi kiytettdvdin lannoitustasoon ja
lannoitevalmisteisiin herkemmin kuin ohra. Muita herkkié ja yleisesti suositeltavia testikasveja ovat
retiisi, krassi ja salaatti (Boluda ym. 2011, Fuentes ym. 2006, Itdvaara ym. 2010).

4.7 Kasvualusta

Kasvibiotesteissd testattava aines voidaan sekoittaa kasvuturpeeseen (EN 16086-1:2011), tietyt
kriteerit tayttdvain peltomaahan (OECD 2006, ISO 22030:2005), keinotekoiseen maahan (OECD
2008) tai keinotekoiseen muuhun aiheeseen (OECD 2006). Standardimaan rakenne ja
kayttdytyminen matkii pelto-olosuhteita, mutta toistettavuus on peltomaata parempi. Turpeen kaytto
ei ole suositeltavaa, silld turve voi absorboivana materiaalina muuttaa ravinteiden liukoisuutta tai
tuotteen mikrobien toimintaa. Toisin sanoen tutkittavan valmisteen sekoittaminen turpeeseen ei
anna peltoviljelyyn soveltuvaa tietoa valmisteen vaikutuksista. Peltomaa on 1dhimpénd kiytdnnon
olosuhteita, joissa tuotetta kdytetdin. Lisdksi peltomaassa on luontaisia kasvua rajoittavia tekijoita,
joista voi olla hyotyd tuotteiden positiivisen vaikutuksen esiin saamisessa. Toisaalta peltomaan
edustaa vain yhtd maalajia ja fysikaalis-kemiallis-biologisten ominaisuuksien yhdistelmaa. Tuotteen
vaikutukseen testissd voi tdlloin vaikuttaa esim. peltomaan ldhtSravinnetilanne ja vallitsevat
biologiset tekijdt Tama voi vaikeuttaa tulosten tulkintaa ja heikenti testin toistettavuutta.

4.8 Koeasetelma ja toistot

Koeasetelmana kaikissa testeissd oli satunnaistettujen tiydellisten lohkojen koe. Tdmin mallin
etuna on se, ettd ympdristotekijoissd esiintyvdd vaihtelua voidaan hallita lohkottamisen avulla.
Kéaytdnnossa niin, ettd testialueella esiintyvét olosuhde-erot pyritdédn saamaan lohkojen vilille. Ndin
jokainen késittely joutuu jokaiseen vallitsevaan olosuhteeseen tasapuolisesti. My0s kasvihuoneessa
esiintyy véistiméttd olosuhde-eroja esim. ldmpdtilan, valaistuksen, ilmavirtauksien ym. suhteen.

Lohkottamisen onnistumista jéarjestetyissid biotesteissd voidaan arvioida laskemalla kuinka suuren
osan lohko selitti varianssianalyysissd satunnaisvaihtelusta kunkin muuttujan osalta. Useimmissa
tapauksissa lohkon ei selittdnyt lainkaan satunnaisvaihtelua, mika osoittaa, ettd lohkottamisen avulla
ei saatu kontrolloitua testiolosuhteissa esiintyvédéd vaihtelua lainkaan. Parhaimmillaan lohko selitti



satunnaisvaihtelusta 9%. Tama koski kompostikokeessa testikasvien kuivapainoa, muissa testeissi
lohkottamisella ei ollut vaikutusta testikasvien biomassaan. Liséksi lohkottaminen kontrolloi 7%
typpibakteerivalmisteen biotestin satunnaisvaihtelusta. Témé tarkastelu osoittaa, ettd biotestien
lohkottaminen ei ollut tapahtunut optimaalisella tavalla.

Toistojen (tdssd tapauksessa lohkojen) maddrdn vaikutusta tuloksiin tutkittiin vertaamalla
typpibakteerivalmisteen muuttujien varianssianalyysin tulosta neljdlla, viidelld ja kuudella toistolla.
Jos tulos oli ldhelld tilastollisen merkitsevyyden rajaa (p=0.03-0.07), viidelld toistolla “oikean”
tuloksen todennikoisyys vdheni noin puoleen ja neljilld toistolla n. 30-40%:iin (Taulukko 8).
Varmoissa tapauksissa (tuotteella selvd vaikutus/ei vaikutusta) erojen havaitseminen onnistui yhté
hyvin 4, 5 ja 6 toistolla.

Toistojen maddrdd voidaan védhentdd myoOs kylvdmailld enemmén taimia ruukkuun ja toisaalta
virhevaihtelun kontrolloimisella testin koeasetelmassa. OECD:n suositus 4 toistoa tai 20 tainta
(meilld kiinankaaleja 6 x 3 ja ohria 6 x 6). Standardeissa ei yleensd ole esitetty koeasetelmaan
liittyvid ratkaisuja. Esim. EN 16086-1:2011 standardissa testiruukut neuvotaan sijoittelemaan
satunnaisesti koko testialueelle. Kiaytinndssd tidma vastaa tdydellisesti satunnaistetun kokeen
koeasetelmaa. Lohkottamisella saadaan kuitenkin yleensd kontrolloitua kasvuolosuhde-eroja, joita
kéytinnossd my0s kasvihuoneen sisélld esiintyy. Esim. valo ei jakaudu tasaisesti koko
kasvihuonepdydaélle ja tuulettimet aiheuttavat lampdtila —ja kuivumisgradienttia.

Taulukko 8. Toistojen médrin vaikutus typpibakteerivalmisteen vaikutuksen havaitsemiseen. Analyysiin on
otettu kontrolli ja tuotekésittely standardimaassa. Lannoitustasoksi on valittu se, jossa tuote on enemmaén
vaikuttanut testikasvin kasvuun. Eron merkitsevyyttd on kuvattu varianssianalyysin p-arvolla (késittelyjen
vélilld on merkitsevé ero, kun on p<0.05). Lisdksi on ilmoitettu kuinka monta kertaa saadaan 4 tai 5 toistolla
sama tulos (p-arvon tulkinta) kuin 6:1la.

Testikasvi Vastemuuttuja Lohkoja Ero % p-arvo tapaukset,
analyysissd (verranne vs. jossatulos
typpibakt.val sama kuin 6
miste) toistolla
Kiinankaali Kuivapaino 36 vrk (g) 6 5 0.349 -
5 0.161-0.738 6/6
4 0.134-0.901 15/15
Tuorepaino 36 vrk (g) 6 7 0.031
5 0.016-0.078 3/6
4 0.028-0.164 15/15
Maksimipituus 29 vrk (cm) 6 17 0.036 -
5 0.002-0.094 2/6
4 0.002-0.226 ~  6/15
Lehtima&ara 26 vrk (kpl) 6 1 0.871
5 0.456-1.000 6/6
4 0.182-1.000 15/15
Ohra Kuivapaino 36 vrk (g) 6 7 0.096 -
5 0.082-0.206 6/6
4 0.099-0.286 15/15
Tuorepaino 36 vrk (g) 6 17 <0.001 -
5 <0.001 6/6
4 0.001-0.002 15/15
Maksimipituus 29 vrk (cm) 6 5 0.012 -
5 0.001-0.038 6/6
4 0.002-0.110 ©  6/15




OECD:n suositusten mukaan toistojen miédrdn tulisi olla riittiva kéytettavélle tilastolliselle
menetelmaélle (esim. annos-vaste testissd min n=4 ja min siemenmddrd 20 kpl). Suurikokoisille
taimille tulee jarjestdd enemmain toistoja kuin pienikokoisille, silld pienid voidaan kylvda enemmin
ruukkuun, mikd vdhentdd ruukkujen vélistd vaihtelua. EN 16086-1:2011 —standardin mukaan
rinnakkaisia ruukkuja on oltava védhintddn kolme ja niissé 20 kiinankaalin siementé.

4.9 Kasvuhavainnot

Itdvyyttd kéytetdén yleisesti toksisuustesteissd mittarina aineiden haitallisuudelle. Tdsséd testissd
havaittiin, ettd komposti paransi kiinankaalin itdvyyttd hietamaassa. Viikoittaisella kasvin
pituusseurannalla saadaan kasvunopeudessa esiintyvét erot riittdvan herkisti esiin. Toisaalta pituus
kertoo enemmén kasvutavasta kuin kasvin biomassan kasvusta, silld pituus ei juurikaan korreloinut
kasvin kuiva-ainekertymén kanssa. Lehtimddrd ei ole riittdvdn herkkd mittari tuotteiden
vaikutukselle. Klorofyllin fluoresenssimittauksen hyddyntdmistd tulisi selvittdd tarkemmin,
yksinkertainen suorittaa, mutta vaatii asiantuntevan tulosten kasittelijén.

Kasvien stressi johtuu yleensd suuremmasta auringon valon maiadrdstd kuin kasvi pystyy
kanavoimaan yhteyttdmiseensd. Viherhiukkaset ylivirittyvdt ja seurauksena on happiradikaalien
tuotannon lisddntyminen. Nama aiheuttavat monenlaista tuhoa kasvisolukoille.

Fluoresenssimittauksella kuvataan yhteyttdmisessd stressin vaikutuksesta tapahtuvia muutoksia.
Mitd huonommat kasvuolosuhteet ovat, sitdi enemmén kasvi joutuu kanavoimaan valoenergiaa
muuhun kuin yhteyttdmiseen. Menetelmén on todettu kuvaavan ainakin kylmyyden, kuumuuden ja
jossain mddrin my0s kuivuuden aiheuttamia muutoksia yhteyttimisessd. Etenkin kylmyyden
vaikutus yhteyttdmiseen on helppo ymmaértda: matala l[dmpoétila hidastaa entsyymitoimintaa, josta
pimedreaktiot ovat riippuvaisia. Hidastuneiden pimeéreaktioiden vuoksi kasvi pyrkii voimakkaassa
valossa heijastamaan takaisin suuren osan valoenergiasta tai muuttamaan sen lammoksi. Stressitila
voi olla palautuva tai palautumaton. Palautumattomia muutoksia ovat viherhiukkasten saamat
vauriot.

Fluoresenssimittauksen perusteella voidaan laskea useita yhteyttimisen tehokkuudesta kertovia
muuttujia, mutta yleisimmin kéytetddn suhdelukua Fv/Fm eli fluoresenssin vaihteluvilin suhde
maksimifluoresenssiin. Fluoresenssin vaihteluvdli lasketaan pienimmédn ja suurimman arvon
erotuksena. Kasvilajista riippumatta normaalitilassa olevan kasvin Fv/Fm —arvo on yli 0.8. Stressin
lisddntyessd arvo laskee, koska kasvi heijastaa valoa pois sen sijaan ettd kanavoisi sen
yhteyttdmiseen. Toistaiseksi ei kuitenkaan ole olemassa ohjearvoja, joiden avulla voitaisiin helposti
tulkita milloin kasvi kérsii lievédstd ja milloin voimakkaasta stressistd tai milloin kasvinosa on
palautumattomasti vaurioitunut. Suuntaa antavasti voidaan kuitenkin sanoa, ettd alle 0.7 arvot
kertovat kasvin kérsivin stressistd ja alle 0.4 arvot ovat todenndkdisesti osoitus palautumattomasta
stressitilasta.

4.10 Testin kesto ja tydmaara

Testikasvit kasvoivat 5 viikon aikana varsin suuriksi kédytettyyn ruukkuun ndhden. Ruukun koko
olisi téstd eteenpdin alkanut rajoittaa kasvien kasvua ja lannoitevalmisteen vaikutus tuskin olisi endé
tullut selvemmin ilmi. Testin kestoa voidaan mahdollisesti lyhentdd viidestd viikosta neljdin



luotettavuuden oleellisesti kirsiméttd. Téstd lyhyempi testiaika ei hidasvaikutteisille, eloperéisille
valmisteille sovi.

Testin kesto voidaan vaihtoehtoisesti sitoa myos kontrollikasvien kasvuvaiheeseen, jolloin
vuodenaikaiset erot kasvunopeudessa tulevat paremmin huomioitua. Standardin (EN 16086-1:2011)
mukainen biotesti lopetetaan, kun puolessa vertailundytteen kiinankaaleissa on viides varsinainen
lehti selkeésti ndkyvissi tai puolella vertailundytteen ohrista on toinen varsinainen lehti isompi kuin
ensimmadinen. Jos tdtd ohjetta olisi sovellettu, biotesti olisi lopetettu 24 vrk (3.5 viikkoa) kylvosta
(ks. kuva 7).

Kolmen biotestin perustamiseen kiytettiin aikaa yhteensd 58 tyotuntia, kun jatetdén huomioimatta
alkutestauksiin  mennyt tydaika. TyoOaika-arvioon sisdltyy kasvualustan sekoittaminen
betonimyllyssé, ruukutus, lannoitus ja siementen kylvo sekd néihin liittyvét oheistyot. Koska testeja
pystytettiin samalla kertaa kolme (testiruukkuja yhteensd 120 kpl), tydaikaa kului testid kohti
(keskimiarin 40 ruukkua) noin 17 tuntia. Testin lopetus oli perustamista nopeampaa ja testid kohti
kului aikaa 13 tuntia, sisdltden testikasvien leikkuun, tuore- ja kuivapainon maédrittdmisen,
valokuvauksen ja jélkien siivouksen.

Biotestin vélittdmét hoitotoimenpiteet ja havainnointi veivét testid kohti noin 3 tuntia/viikkoa.
Tamd jakautui melko tasaisesti kastelun, kasvualustan kosteuden mittaamisen ja kasvien
havainnoinnin vélilld. Tulosten laskemiseen ja raportointiin kdytettyd tydaikaa ei arvioitu. Testin
kustannuksia arvioitaessa on syytd ottaa huomioon myds testien méédrd ja testaajien kokemus.
Yksikkokustannukset vdhenevdt rutiinin lisdéntyessd ja useiden testien samanaikaisessa
toteutuksessa.



5 Yhteenveto

Standardoitua fytotoksisuustestid (EN 16086-1:2011) voidaan soveltaa orgaanisten lannoitteiden ja
mikrobivalmisteiden mahdollisen haitallisuuden osoittamiseen. Haittavaikutusten testaamiseen
kehitetyn biotestin soveltuvuus valmisteiden hyodyllisten ominaisuuksien testaamiseen ei
kuitenkaan ole paras mahdollinen. Testi toteutetaan optimaalisissa olosuhteissa, jolloin testikasvin
kasvua rajoittaa ensisijaisesti vain tutkittavan tuotteen mahdolliset haitalliset ominaisuudet.
Hyodylliset ominaisuudet saataisiin selvemmin esille, jos kasvua rajoittaisivat normaalit pelto-
oloissa esiintyvét ravinne- ym. olosuhteet. Tdmd voidaan ottaa kasvihuoneessa toteutettavassa
testissd huomioon rdatidloimalld testi tuotekohtaisesti. Esim. mykorritsatuotteen ollessa kyseessd
voidaan fosforin méérdd rajoittaa ja kasvitauteja ehkiisevdn tuotteen osalta voidaan testikasvit
altistaa kasvitaudille.

Biotestin toteuttamisesta ja soveltamisesta saatiin paljon arvokasta tietoa tehtyjen kokeilujen
perusteella. Seuraavassa on tarkasteltu EN 16086-1:2011 testin kdytdnnon ratkaisuista saatuja
kokemuksia ja niistd tehtdvid johtopddtoksid testin soveltamisesta orgaanisille lannoitteille ja
mikrobituotteille.

Testikasvi. Testikasvin valinnassa on syytd ottaa huomioon lannoitevalmisteen kéyttokohde ja
vaikutustapa. Mykorritsavalmisteita testattaessa tulee testikasviksi valita mykorritsasymbioosin
muodostava kasvi. Liséksi biotestissd on suositeltavaa kéyttdd véhintddn kahta erityyppistd
testikasvia ja toinen niistd olisi hyvd olla vakiotestikasvi. Tamid helpottaa testin kelpoisuuden
osoittamista. Ohran kéyttod testikasvina puoltaa testin tulosten helppo sovellettavuus viljan
viljelyyn. Toisaalta ohra ei reagoinut juurikaan kiytettyihin lannoitevalmisteisiin tai muutoksiin
kasvuoloissa. Kiinankaali sen sijaan reagoi itdmiselldén ja kasvullaan herkemmin mikrobi- ja
lannoitevalmisteisiin seké testin peruslannoitukseen.

Kasvualusta. Standardimaan kdytdnnon toimivuudesta ruukkutestissid saatiin hyvid kokemuksia,
tosin pH:n sddtd vaatii vield tarkentamista. Kiinankaali iti ja kasvoi paremmin standardimaassa kuin
peltomaassa, mutta ohra yhtd hyvin molemmissa. Toisaalta kasvua edistdvien vaikutusten esiin
saaminen voi vaarantua, jos verranteen kasvu on optimaalisella tasolla. Ottaen huomioon peltomaan
luontaisten ominaisuuksien vaihtelun ja siitd johtuvan heikon toistettavuuden, voidaan suositella
tdmén tyyppisen testin kasvualustaksi kiytettdvin rinnakkain sekd puhdasta, keinotekoista
standardimaata etti peltomaata.

Joillakin suurina miérind kaytettévilld lannoitevalmisteilla voi olla vaikutusta myos kasvualustan
rakenteeseen. Esimerkiksi tésséd testauksessa havaittiin kompostin lisddvin kasvualustan ilmatilaa,
vedenpidityskykya ja eloperdisen aineksen méardi. Orgaanisilla lannoitteilla voikin olla vaikutusta
my0ds maan rakenteen kautta.

Koeasetelma ja toistojen maara. Testissd kéytettiin satunnaistettujen tdydellisten lohkojen
koeasetelmaa, jolloin ruukut sijoitettiin kasvihuoneeseen arvioiden sielld esiintyvét olosuhde-erot.
Lohkottamisella ei kuitenkaan saatu juurikaan kontrolloitua koeolosuhteiden vaihtelua.
Lohkottamisen toimivuutta voidaan parantaa, jos lohkot voidaan muodostaa mitattujen olosuhde-
erojen mukaisesti. Parhaimmillaan lohkottaminen véhentd4 rinnakkaisten ruukkujen tarvetta, silld
kasvuolosuhteista johtuvat erot saadaan osittain kontrolloitua eivdtkdi ne mene aineiston
testauksessa virhevaihteluun. Vakioidulle, toistuvasti samassa tilassa toteutettavalle testille on



todennédkoisesti kannattavaa laatia toimiva koeasetelma, silli sen avulla koeruukkujen miira
voidaan minimoida. Toimivaa ja optimoitua koeasetelmaa voidaan sitten soveltaa kyseisissd
testiolosuhteissa testisti toiseen.

Testissd verrattiin 4, 5 ja 6 rinnakkaisen ruukun (joissa kussakin 3 kiinankaalin tai 6 ohran tainta)
vaikutusta kasvuvasteen havaitsemiseen. Mitd selvempi kasvun muutos oli, sitd vihemmaén toistojen
méérd vaikutti lopputulokseen. Toisaalta mitatun kasvuvasteen keskihajonnasta riippui kuinka suuri
ero saatiin tilastollisesti merkitseviksi. Esim. 17 % ero kiinankaalin suurimman lehden
maksimipituudessa oli merkitsevd kuudella toistolla, mutta viidelld tai neljdlld toistolla eron
havaitsemisen todenndkdisyys oli 1/3. Toisaalta 5% ero ohran maksimipituudessa havaittiin yhté
hyvin kuudella ja viidelld toistolla, mutta neljdlld toistolla endd 1/3 tapauksesta. Myds ruukkuun
kylvettdvd siementen méérd vaikuttaa toistojen tarpeeseen. Kolme kiinankaalin ja 6 ohran tainta
osoittautuivat maksimimaariksi testin kestoon (5 viikkoa) ndhden. Taimitiheys (kiinankaalilla 2.3 ja
ohralla 4.6 tainta/ 100 cm?) vastasi OECD:n suosituksia biotestin taimitiheydelle. Kylvettivi
siementen madrd kannattaa kuitenkin olla suurempi, jotta itdvyyden arviointi on luotettavampaa.
[timisen jilkeen taimet voidaan harventaa kaikkiin ruukkuihin samaksi, jolloin itdvyydessé
esiintyvit erot eivit endd heijastu kasvuvasteeseen erilaisen taimitiheyden kautta. Ruukkujen kokoa
suurentamalla voidaan nostaa kasvien méardd, mikd vihentdi toistojen médrin tarvetta.

Lannoitus. Kéytetty lannoitustaso (240 mgN/l, 100 mgP/l ja 250 mgK/l) osoittautui riittdvaksi
testikasveina kéytetyille ohralle ja kiinankaalille. Typpilannoituksen puolittamisella ei ollut
vaikutusta typpibakteerivalmisteen toimivuuteen testissi. Mykorritsavalmisteen osalta tutkittiin
fosforilannoituksen vaikutusta, mutta valmisteen mykorritsattomuuden vuoksi vaikutusta ei voitu
osoittaa. Kompostipelletin kanssa kdytetty lannoitus (puolitettu N ja P) osoittautui riittiméttoméaksi
ja oli ainakin osasyynd kompostivalmisteen negatiiviseen vaikutukseen testikasvien kasvuun.

Kompostin ja muiden orgaanisten lannoitevalmisteiden ravinteista riippumattoman haitta- tai
hyd6tyvaikutuksen testaaminen on haastavaa. Oikeanlaisen verranteen jarjestiminen on keskeisessa
osassa. Lannoitustaso tulisi s#ddtdd verranteen ja testiruukun vilille suhteellisen samaksi.
Lannoitevalmisteen tuoteselosteesta tai erillisend analyysind voidaan selvittdd helppoliukoisten
ravinteiden midrd sekd arvioidaan ravinteiden liukeneminen testin aikana (aikaisempaan
kokemukseen pohjautuen tai ravinteiden liukoisuustestilld). Toisena ratkaisuna on kéyttd4 useampaa
verrannetta tai késittelyd. Kompostirakeen kaltaisia materiaaleja voidaan joko kdyttdd useampia eri
madrid tai jarjestdd useampia ravinneverranteita materiaalin mahdollisella lannoitusalueella. Testin
lopussa voidaan sitten valita kasvualustan ravinnepitoisuuden maaritykselld, miké lannoitustaso on
lahimpéna testattavan valmisteen lannoitusvaikutusta.

Kastelu. Standardeissa kastelu on ohjeistettu yleensd hyvin viljasti. Ohjeena on yleensd, ettd
kastellaan tietyin véliajoin ja véltetddn liiallista kastelua. Testin toteutuksessa tuli ilmi, ettd
kaytetylld kastelumenetelmilld kasvien erilainen kastelutarve ei tullut riittdvésti huomioitua.
Kastelijan arvioon perustuvassa kastelussa hitaammin kasvavia kasveja tuli herkésti ylikasteltua,
erityisesti jos niiden lehdet peittivdt ndkyvyyden kasvualustan pintaan. Kédytdnnossd heikommin
kasvavat kompostikasittelyn kiinankaalit kérsivit my0s liiallisesta markyydesti testin lopussa.

Luotettavin tapa kastelun midrin vakioimiseksi on kastella ruukut aina tiettyyn kosteuteen
punnitsemalla. Tdm& on kuitenkin tyo6ldstd ja kasvien kasvaessa suuremmaksi, niiden paino alkaa
vaikuttaa punnitustulokseen. Vesimdiridn vakioimisella ei yleensd saada ruukkujen kosteustasoa
vakioitua, silld kuivumisnopeus vaihtelee ruukuittain huomattavastikin. Altakastelu on usein todettu
toimivaksi tavaksi valttdd kasvualustan kuivuus- tai mérkyysongelmat.



Lannoitevalmisteiden kayttotapa. Lahtokohtana lannoitevalmisteiden kéytolle biotestissd tulisi
olla valmistajan ilmoittama kéyttotapa ja —mddrd. Valmiste voidaan sekoittaa kasvualustaan,
siemeniin kylvon yhteydessd tai antaa ruiskutteena. Testin lyhyestd kestosta johtuen voidaan
lannoitevalmisteita harkinnan mukaan kéyttdd peltokdyttoon suositeltavia mddrid enemmin
vaikutusten esiin saamisen varmistamiseksi. Etenkin, jos on kyseessd valmiste, jonka
yliannostuksesta ei todennékdisesti ole haittaa.

Testin pituus. Orgaanisten lannoitevalmisteiden testaamiseen soveltuvan testin kesto on véhintdin
4 viikkoa, silld biologisten vaikutusten esiin tuleminen kestdd kauemmin kuin ravinnevaikutusten.
Testin hoitokustannukset eivét viikkoa kohti ole kovinkaan suuret, mutta kasvihuoneen ylldpito- tai
vuokrakustannukset voivat huomattavasti lisitd testin kokonaiskustannuksia. Biotestin ei ole syyté
olla pidempi kuin vaikutusten esiin saaminen sitd vaatii. Testikasvit ovat kasvihuoneolosuhteissa
nopeakasvuisia ja huomattavan suuria jo 5 viikon kasvatuksen jélkeen. Vuodenaikoina esiintyviét
erot kasvunopeudessa voidaan huomioida niin, ettd testin kesto kytketddn testikasvien
kasvuvaiheeseen.

Esmerkkilannoitevalmisteiden tulokset. Kdytetylla biotestilld pystyttiin osoittamaan, ettd vain
komposti vaikutti testikasvien biomassakertymddn merkittavésti. Komposti heikensi erityisesti
kiinankaalin, mutta my06s ohran kasvua. Liséksi havaittiin, ettd kompostin kdyton haittavaikutus tuli
standardimaassa hieman paremmin esiin kuin kéytetyssd peltomaassa. Kastelun epétasaisuus ja
kompostikasittelyn alhaisempi ravinnetaso aiheutti kuitenkin epavarmuutta testituloksen tulkintaan.
Varmuudella ei voida sanoa, johtuiko heikko kasvu pelkdstdan kompostin haitta-aineista. Ilmeisesti
kompostikasittelyn lannoitus ei ollut verrattavissa verranteeseen, silld kasvien ravinteiden saanti oli
heikentynyt ja lehdissé esiintyi selvdd kellastumista. Havainto korostaa sité seikkaa, ettd testattavien
orgaanisten lannoitevalmisteiden parusanalyysien tulokset tulisi olla tiedossa kasvibiotestid
toteutettaessa.

Typpibakteerivalmiste ei merkittdvésti vaikuttanut testikasvien biomassaan, vaikka pituuskasvussa
testin aikana havaittiin joitakin positiivisia vaikutuksia. Bakteerivalmistetta annosteltiin testin
pituuden vuoksi useamman kertaluokan verran valmistajan antamaa kiyttomairad suurempi annos.
Talla otettiin huomioon, ettd bakteerisoluja on riittdvésti, vaikka lisddntymisaikaa niilld ei ollutkaan
yhtd kauan kuin luonnonoloissa kasvukauden aikana. Lisdksi valmisteen péédsy vaikutusalueelle
(tdssd tapauksessa juuristo ja lehdet) varmistettiin antamalla valmiste seké kasteluna kasvualustaan
ettd lehtiruiskutteena kasvien lehdille. Bakteerisolujen méardd ei kuitenkaan tutkittu kaytetystd
tuote-erdstd  tai  testikasveista. Kyseisen valmisteen toisesta myyntierdstd tehtyjen
mikrobiméadritysten mukaan valmisteessa oli luvattuja mikrobeja, mutta valmistajan ilmoittamaa
madrad vihemman.

Mykorritsatuotteella ei mydskéédn ollut vaikutusta testikasviin eikd mykorritsaa tuotteesta 10ydetty.
Niin ollen biotestin toimivuutta mykorritsatuotteen osalta ei voitu todeta.
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7 Liitteet

Liite 1. Typpibakteerivalmisteen, mykorritsavalmisteen ja kompostipelletin biotestien ruukkujen sijoittelu kasvihuoneen
poydille. Koealue jaettiin lohkoihin (ruukkurivit) ja ruukkujen sijainti kunkin lohkon sisdlla arvottiin satunnaistamalla.
Ruudun sisélld oleva numero ilmoittaa késittelyn numeron. Punaisella ja siniselld merkityistd ruukuista seurattiin
kasvualustan kosteustasoa pikakosteusmittarilla (Grodan) ja punaisella merkityistd ruukuista myds minitensiometreilla.
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