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Tiivistelma

Maatalous kohtaa ilmastonmuutoksen myo6td entistd suurempia ymparistohaasteita. Eroosio- ja
ravinnekuorma vesistdihin kasvaa, mikali talvet muuttuvat ennustetulla tavalla lauhemmiksi ja
sateisemmiksi. Kasvipeitteisyys suojaa maan pintaa vahentden eroosio- ja ravinnehuuhtoumariskid, mutta
kasvinjate voi vaikeuttaa viljelyd ja luoda suotuisat olosuhteet maa- ja kasvinjatelevinteisille
kasvitaudeille. SUCCESS-projekti toteutettiin  osana MTT:n Muuttuva ilmasto ja maatalous
tutkimusohjelmaa (2009-2012) ja Helsingin yliopiston Globaalin ymparistdomuutoksen tutkimusohjelmaa
(2008-2011).  Tutkimuksen  tavoitteena  oli  selvittdd  muokkausmenetelmien  vaikutusta
maaperamikrobistoon ja sen tuottamiin ekosysteemipalveluihin, kuten tautimikrobien tukahduttamis-
kykyyn. Maandytteenotto tehtiin kuudelta erilliseltd peltoalalta, joissa pitkdaikaisina (8-12 vuotta)
muokkauskaésittelyind olivat suorakylvd ja kyntd. Kokoomandytteet (vahintddn 20 kairallista/ruutu)
otettiin muokkauskerroksesta ennen syyskyntda kolmelta eri syvyydeltd 0-5, 5-10 ja 10-20 cm (2009).
Naytteista analysoitiin sieni- ja bakteerimikrobiyhteisjen koostumus kolmella eri menetelmalla; PLFA
rasvahapposormenjalki, PCR T-RFLP DNA-sormenjélki ja 454 FLX Titanium DNA-pyrosekvensoinnilla
(Roche Applied science). Samanaikaisesti mitattiin laboratoriobiotestien avulla mallikasvitautisienen
(punahome, Fusarium culmorum) kykya kasvaa peltomaan paalla ja ndin saatiin arvio maiden kasvitautien
tukahduttamiskyvystad.  Peltoalojen maaperdn vaihtelusta riippumatta ja kaikilla kaytettyilla
mikrobiyhteisdjen kuvausmenetelmilld huomattiin, ettd suorakylvossd muodostuu selked syvyysgradientti
mikrobioyhteis6ihin. Vastaavaa gradienttia ei havaittu kyntOkésittelyssd.  Suorakylvdruutujen
syvyysgradientissa korostuivat etenkin suurimpien maaperan bakteeripadjaksojen suhteelliset osuudet
(acidobakteerit, proteobakteerit ja aktinobakteerit) seka nitriittia nitraatiksi happettava Nitrospira padjakso
(Parittainen t-testi, Suorakylvé 0-5 vs. 10-20 cm, P<0,05). Kasittelyvaikutuksia havaittiin
bakteeripadjaksojen suhteellisissa osuuksissa kyntd- ja suorakylvéruutujen valilla etenkin 0-5 ja 10-20 cm
syvyyksissd. Suuren mikrobi- (r = -0,7 P<0,02) ja sienibiomassan (r = -0,89 P<0,001) havaittiin
hidastavan punahomeen kykya kasvaa biotestissa maan pinnalla. Projektissa tuotettiin arvokasta tietoa
viljelymaan mikrobiologiasta kayttden uusimpia molekyylibiologian menenetelmid, mikd on uutta
Suomessa ja jopa Euroopan mittakaavassa. Muokkausmenetelmien vaikutus mikrobiyhteisdihin osoitettiin
peltojen valisella analyysilld, mika osoittaa ettd muokkausmenetelmien valinnalla pystytddn mahdollisesti
vaikuttamaan maaperan mikrobiologisiin prosesseihin. Ndma ovat avainasemassa kun pyritaan
hyodyntdmaan maaperan ekosysteemipalveluita kasvipatogeenien torjunnassa ja ilmastonmuutoksen
ehkéisyssa.
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Johdanto

Maatalous kohtaa ilmastonmuutoksen myo6td entistd suurempia ymparistdhaasteita. Eroosio- ja
ravinnekuorma vesistéihin kasvaa, mikali talvet muuttuvat ennustetulla tavalla lauhemmiksi ja
sateisemmiksi. Kasvipeitteisyys suojaa maan pintaa vahentden eroosio- ja ravinnehuuhtoumariskid, mutta
kasvinjate voi vaikeuttaa viljelyd ja luoda suotuisat olosuhteet maa- ja kasvinjatelevinteisille
kasvitaudeille. SUCCESS-projekti toteutettiin  osana MTT:n Muuttuva ilmasto ja maatalous
tutkimusohjelmaa (2009-2012) ja Helsingin yliopiston Globaalin ymparistomuutoksen tutkimusohjelmaa
(2008-2011).

Maaperan mikro-organismit tarjoavat monia hyodyllisid ekosysteemipalveluja mm. orgaanisen
aineksen hajottaminen ja maaperan ravinteiden kiertokulun yllapitdminen ovat paaasiallisesti mikrobien
aktiivisuuden seurausta (Torsvik ja Ovreds, 2006). Mikrobit estavat myos kasvipatogeenien kasvua
maaperassa ja vaikuttavat maaperan kasvitautien tukahduttamiskykyyn monilla mekanismeilla. Maaperan
mikro-organismien yhteisdjen rakenne vaihtelee erilaisten maan fysikaalisten ja kemiallisten
ominaisuuksien seurauksena siksi myds pellon muokkausmenetelmalld on vaikutusta mikrobiyhteisdihin.
Tama on kuitenkin osoitettu vain yksitdisen koepeltojen laajuisissa tutkimuksissa (Ceja-Navarro et al.,
2010; Vargas Gil et al., 2011), jotka eivat ota huomioon peltojen vélistad vaihtelua. Tarkeaa olisi tietda
vaikuttavatko muokkausmenetelmat ennustettavasti mikrobiyhteisdjen rakenteeseen peltojen vélisesta
vaihtelusta huolimatta, silldi muokkauspaatokset tehdadn peltoalakohtaisesti. Muokkausmenetelmille
ominaiset mikrobiyhteisdt mahdollistaisivat mikrobien vélittdmien ekosysteemipalveluiden optimoinnin
valitsemalla ja kehittdméalla maaperabiologian huomioonottavia muokkausmenetelmid. Tutkimuksen
tavoitteena oli selvittdd muokkausmenetelmien vaikutusta maaperdmikrobistoon ja sen tuottamiin
ekosysteemi-palveluihin, kuten tautimikrobien tukahduttamiskykyyn.

Maaperan mikrobiyhteisdjen kuvaamisen haasteena on mikrobien suuri monimuotoisuus ja
lukumadra: yksi gramma maata voi sisdltdd ainakin kymmenen miljardia mikrobisolua ja
kymmeniatuhansia lajeja. Tdman monimuotoisuuden kuvaaminen on ollut haastavaa perinteisillai DNA-
sormenjalkiin - pohjautuvilla  menetelmilla  (Torsvik ja Ovreds, 2006). Uuden sukupolven
sekvensointimenetelmdt mahdollistavat satojen tuhansien merkkigeenien sekvensoinnin maaperasta.
Merkkigeenien sekvenssimuuntelun avulla voidaan kuvata mikrobiyhteisdjen rakenne (Sogin et al., 2006).
Tutkimus  hyddynsi  uuden sukupolven sekvensointimenetelmida ja kuvasi niiden avulla
muokkausmenetelmien vaikutusta mikrobiyhteis6ihin.

Aineisto ja menetelmat
Maanaytteenotto tehtiin kuudelta erilliseltd peltoalalta, joissa pitkédaikaisina (8—12 vuotta) muokkaus-
késittelyind olivat suorakylvo ja kyntd. Peltoalat (1-3) sijaitsivat Jokioisissa, (4) Vihdissa, (5) Sakylassa ja
(6) Ylistarossa. Peltoalat 1-4 olivat maannostyyppia Vertic Cambisol ja alat 5-6 tyyppia Eutric Regosols
(FAO, 1988). Kokoomanaytteet (vahintddn 20 kairallista/ruutu) otettiin muokkauskerroksesta ennen
syyskyntda kolmelta eri syvyydelta 0-5, 5-10 ja 10-20 cm (2009).

Maanaytteista eristettiin DNA kayttaméalla PowerSoil™ DNA Isolation Kit (Mo Bio laboratories,
Inc USA). Eristetyn DNA:n laatua ja maarad mitattiin agaroosigeelielektroforeesin ja spektrofotometrin
(NanoDrop 2000, Thermo scientific, USA) avulla. Naytteistd analysoitiin sieni- ja bakteeri-
mikrobiyhteisdjen koostumus kolmella eri menetelmalld, PLFA rasvahapposormenjalki, PCR T-RFLP
DNA-sormenjalki ja 454 FLX Titanium DNA-pyrosekvensoinnilla (Roche Applied science).
Mikrobiyhteisdjen merkkigeenit monistettiin polymeraasiketjureaktion (PCR) avulla. Sienten (ITS1-F ja
ITS4) ja bakteerien (pA ja D) monistamisessa kéytetyt alukkeet ja menetelmét on julkaistu tutkimuksissa
(Lane et al., 1985; Edwards et al., 1989; White et al., 1990; Gardes ja Bruns, 1993). PLFA analyysi tehtiin
Frostegard et al., (1993) mukaan pienilla muutoksilla, jotka kuvattu julkaisussa Palojérvi (2006).

Laboratoriobiotestien avulla mitattiin miten maaperan mikrobiologiset ominaisuudet vaikuttavat
mallikasvitautisienen (punahome, Fusarium culmorum) kasvukykyyn ja ndin saatiin arvio maiden
kasvitautien kasvun estokyvysta (fungistasis). Biotesti tehtiin julkaisun de Boer et al,. (1998) mukaan.
Lyhyesti, biotestissd maat laimennettiin kuivapaino suhteessa (20/80) maata ja steriilia montmorilloniittia.
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Vesipitoisuus saadettiin 85% seoksen vedenpidatyskyvysta kéayttdmalla steriilid vettd. Biotesti tehtiin
petrimaljalla, johon punnittu 50 grammaa testimaaseosta. Maan paalle, petrimaljan keskelle, laitettiin
steriili peitinlasi 2.2x2.2 cm. Peitinlasin paalle siirrostettiin F. culmorum patogeenia PDA (potato dextrose
agar) agaroosipalassa 1.5 cm halkaisija. Petrimaljat suljettiin parafilmilld ja niitd inkuboitiin kaksi viikkoa
25 °C, jonka jalkeen F. culmorum sienen kasvuala mitattiin. Biotestit toistettiin kolmesti. Mitd pienempi
kasvuala oli sitd korkeampi on fungistasis tutkitussa maassa.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Peltomaan bakteeriyhteisdjen yleisimmaét padjaksot olivat acidobakteerit (24%), proteobakteerit (22%) ja
aktinobakteerit (19%) kasittden 65% kaikista maaperan bakteeripaéjaksoista. Sienien laajimmat padjaksot
maatalousmaassa olivat homesienet (61%) ja kantasienet (22%) (Kuva 1).
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Kuva 1. Maatalousmaan bakteerien pédjaksojen suhteelliset osuudet (vasemmalla). Piirakkakuvio perustuu 34
néytteeseen syvyydeltd 0—20 cm, joista analysoitu 110823 16S rRNA merkkigeenisekvenssid. Sekvenssit on
tunnistettu sekvenssivertailun perusteella eri taksonomisiin pééjaksoihin. Maatalousmaan sienten pééjaksojen
suhteelliset osuudet (oikealla). Piirakkakuvio perustuu 33 ndytteeseen, syvyydeltd 0—20 cm, joista analysoitu 50936
ITS alue sekvenssid. ITS sekvenssit on tunnistettu sekvenssivertailun perusteella eri sienten taksonomisiin
padjaksoihin.

Peltoalojen maaperan vaihtelusta riippumatta ja kaikilla kdytetyilla mikrobiyhteisdjen kuvausmenetelmilla
huomattiin, ettd suorakylvossa muodostuu selked syvyysgradientti mikrobioyhteisdihin. Vastaavaa
gradienttia ei havaittu kyntokasittelyssa. SuorakylvOruutujen syvyysgradientissa korostuivat etenkin
suurimpien maaperan bakteeripddjaksojen suhteelliset osuudet (acidobakteerit, proteobakteerit ja
aktinobakteerit) seka nitriittia nitraatiksi hapettava Nitrospira padjakso (Parittainen t-testi, Suorakylvd 0-5
vs. 10-20 cm, P < 0,05). Proteobakteereita ja aktinobakteereita oli suhteellisesti enemmaén pinnalla (0-5
cm) kuin syvemmissa naytteissa. Acidobakteeri ja Nitrospira padjaksoja esiintyi taasen enemman syvissa
kerroksissa kuin pinnassa. Loiva gradientti oli havaittavissa myds sienipadjaksoissa, homesienien
(Ascomycota) maard oli korkeimmillaan suorakylvén pinnassa ja laski syvemmissa naytteissa.
Vastakkaisesti kantasienet (Basidiomycota) lisdantyivéat suorakylvé-kasittelyssa syvyyden suhteen.
Muokkausmenetelma vaikutti my6s bakteeripadjaksojen suhteellisiin osuuksiin kynto- ja
suorakylvokasittelyjen valilla etenkin 0-5 ja 10-20 cm syvyyksissa (Taulukko 1). Proteobakteerien ja
aktinobakteerien méaéara oli korkeampi suorakylvd pinnassa (0-5 cm) kuin kyntdkasittelyssa. Chloroflexi
padjaksoa esiintyi taasen enemman kynndssa kuin suorakylvossd. Syvyydelld 10-20 cm tulokset olivat
proteobakteerien osalta kaadnteiset sielld kyntokésittelysta 16ytyi enemman proteobakteereita kuin
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suorakylvosta. Acidobakteerit dominoivat suorakylvon bakteeriyhteiséja 10-20 cm syvyyden
maanaytteissa.

Sieniyhteisoissd peltoalojen valinen vaihtelu oli suurta ja varsinaisten kasittely erojen
havaitseminen oli padjaksotasolla hankalaa. Saman tapaiset sieniyhteisot 16ydettiin Jokioisissa sijaitsevilta
pelloilta (1-3) kun taas alojen (4-6) sieniyhteisot poikkesivat toisistaan.

Taulukko 1. Muokkausmenetelmien vaikutus maaperdn sienten ja bakteerien pédjaksojen suhteelliseen
esiintymiseen syvyyksissd 0-5, 5-10 ja 10-20 cm. Tulokset ovat kuuden peltoalan késittelyjen keskiarvoja.

Keskihajonta on esitetty sulkeissa. Taulukoon on koottu bakteeri ja sieni péadjaksot, joiden valilla havaittiin
merkitsevia eroja kasittelyiden suhteen.

Suhteellinen osuus sekvenssikirjastossa Merkittavyys
Padjakso (%) (Parittainen t-
Suorakylvo Kynto testi)
Bakteerit
Syvyys 0-5cm
Proteobakteerit 26,87 (4,6) 23,34 (2,88) 0
Aktinobakteerit 21,00 (5,6) 19,30 (5,58) *
Chloroflexi 4,61 (3,7) 8,06 (4,30) *
Syvyys 5-10 cm
Firmikuutit 8,47 (2,36) 6,96 (1,05) 0
Syvyys 10—20 cm
Acidobakteerit 33,78 (5,93) 22,35 (6,15) *
Proteobakteerit 19,13 (3,21) 2455 (2,69) *
Bakteroidetes 2,13 (0,52) 5,15 (1,65) **
Verrucomicrobia 2,83 (0,52) 4,47 (0,94) **
Nitrospira 2,43 (1,08 1,06 (0,19) *
Aquificae 0,21 (0,09) 0,32 (0,107) 0
Sienet
Syvyys 0-5 cm
Syvyys 5-10 cm
Kantasienet 25,01 (5,2) 22,75 (4,88) 0
Syvyys 10-20 cm

Merkittavyys: ***(P<0,001), **(P<0,01), *(P<0,05) ja o(P<0,10).

Tilastollisesti merkitsevdd eroa ei saatu suorakylvd- ja kyntokasittelyjen valille fungistasiksen
voimakkuudessa. Mutta tulokset antavat viitteitd siitd ettd suorakylvon pintamaassa (0-10 cm) olisi
suurempi fungistasis kuin kuin kyntokasittelyssa (Pellot 1, 2, 3 ja 5). Liséksi suuren mikrobi- (r = -0,7
P<0,02) ja sienibiomassan (r = -0,89 P<0,001) havaittiin korreloivan negatiivisesti punahomeen
kasvukyvyn kanssa. Pintakerroksen mikrobi- ja sienibiomassan on havaittu lisdantyvan
suorakylvomuokkausmenetelman pitkékestoisen kayton seurauksena (Doran, 1980).

Johtopaatokset

Projektissa tuotettiin arvokasta tietoa viljelymaan mikrobiologiasta kayttden uusimpia molekyylibiologian
menenetelmid, mika on uutta Suomessa ja jopa Euroopan mittakaavassa. Muokkausmenetelmien vaikutus
mikrobiyhteisdihin osoitettiin peltojen valisella analyysilld, mikd osoittaa ettd muokkausmenetelmien
valinnalla pystytdan mahdollisesti vaikuttamaan maaperan mikrobiologisiin prosesseihin. Tutkimuksessa
omaksuttu peltojen valinen vertailundkdkulma lisdd myds tulosten yleistettdvyyttd, mikd on tarkead



SUOMEN MAATALOUSTIETEELLISEN SEURAN TIEDOTE NRO 28

mietittdessa tulosten kaytdnnon sovellettavuutta. Erityisesti maaperan bakteerit osoittivat saman suuntaisia
muutoksia  muokkausmenetelmien  suhteen, mika helpottaan niiden ekosysteemipalveluiden
hyodyntamistd. Tulokset viittaavat myds siihen ettd maan kokonaismikrobibiomassan (maan laatu)
listdminen voi ehkdistd maaperdlevintdisten kasvitautien esiintymistd tehostamalla maan fungistasis
ominaisuutta. Nama ovat avainasemassa kun pyritddn hyddyntdméaan maaperdn ekosysteemipalveluita
kasvipatogeenien torjunnassa ja ilmastonmuutoksen ehkaisyssa.
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