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ABSTRACT. Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are obligate
symbionts forming mutualistic relationships with most land-plants. In AM
symbiosis, the plant supplies the fungal partner with products of
photosynthesis and in return recieves various mineral nutrients from the
soil. Because of complex interactions with both soil and plants,
disturbance can dramatically decrease AMF activity in soils and in these
circumstances, it could be useful to restore AMF communities using
inoculations. The use of AMF inoculants has so far been minimal due to
the high cost and low availability of these products. In this study, the
production of simple crude inocula was tested in trap cultures and the most
suitable growth substrate nutrient content determined. The effectiveness
of the produced inocula was compared with two commercially available
inoculants. The results of this study indicate that the best substrate for
inocula production in pot-cultures is pure sand with 5% natural soil. When
using roots of plants grown in this manner as inoculants, the largest
biomass and root-colonisation was achieved. As one of the commercial
inoculants did not contain any mycorrhizal propagules at all, the need for
quality control and establishment of industry standards is paramount. This
study highlights the basics of using AM inoculations in home gardens and
small-scale agriculture. The inoculation of large areas is still problematic
because of low-yielding inoculant production, but could become highly
perspective as methodology improves.

© 2017 Akadeemiline P8llumajanduse Selts. K&ik digused kaitstud. 2017 Estonian Academic Agricultural Society. All rights reserved.

Sissejuhatus

funktsionaalsed grupid vaesuvad (Brennan jt, 2006;

Intensiivse maaharimise tdttu on muld maailmas labi
aegade suurima surve all. Toiduohutuse ning koérge
tootlikkuse tagamiseks on vaja saagikust kasvatada voi
vahemalt séilitada, kuid samal ajal minimeerida
maaharimise keskkonnamdju, hoidmaks mullaviljakust
ka tulevikus (Foley jt, 2011). Selle eesmérgi saavuta-
mise vahendiks on saanud jatkusuutliku intensiivista-
mise pBhimote (Garnett jt, 2013), milles Gha enam
pooratakse tahelepanu ka mullaelustikule ning selle
bioloogilisele modifitseerimisele (Bender jt, 2016).
Kuigi mullaelustiku harmooniline koostdd taimedega
on (ks pdllumajandusliku saagikuse alustalasid, siis
intensiivsel maaharimisel mullaelustiku erinevad

Verbruggen jt, 2010; McDaniel jt, 2013). Seet6ttu
néhakse just nende elustikurlhmade soodustamises
potentsiaali saagikuse kasvuks ning kunstlike sisendite
vahendamiseks (Wagg jt, 2014).

Uheks olulisemaks osaks mullaelustikus on arbusku-
laarne mikoriisa. Arbuskulaarne mikoriisa, mida
kutsutakse ka endomiikoriisaks, on kdige laialdasemalt
levinud juur-seen assotsiatsoon, mille moodustavad
krohmseened ehk Glomeromycotina alam-hdimkonna
esindajad taimedega (Spatafora jt, 2016). Teada on, et
umbes 80-90% maismaataimi on vdimelised miko-
riisat looma. Krohmseened on oma olemuselt obligaat-
sed sumbiondid, mis tdhendab, et nad ei ole vBimelised
oma elutsuklit 1&bi viima ilma peremeesorganismi ehk
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taimeta. Uldise arusaama kohaselt toimub miikoriisa
kaudu susinikulihendite transport taimelt seenele ja
vastutasuks saab taim seenelt mitmesuguseid mineraal-
seid toiteaineid (eelkdige fosfor ja lammastik) ning
kaitset mitmekilgse biootilise- ja abiootilise stressi
suhtes (Smith, Read, 2008). Lisaks otsesele toiteainete
tlekandest tingitud kasule on krohmseened vdimelised
taimede kasvu panustama ka ldbi mulla struktuuri
parandamise (Leifheit jt, 2014). Selle peamiseks vahen-
diks on seenehutfide koostises olev glukoproteiin
glomaliin, mis pdrast hudfide lagunemist mulda jaéb
ning peenosakesi suuremateks agregaatideks seob
(Wright, Upadhyaya, 1997). Seeldbi suureneb mulla
Ohustatus ja veemahutavus ning véheneb mulla-
erosioon.

Krohmseente ja taimede vahelise siimbioosi ©6ko-
loogia on uute teadmiste lisandudes pélvinud palju
tdhelepanu mitte ainult teadlaskonnalt, vaid jarjest
enam ka taimekasvatajatelt. Fundamentaaluuringud on
loonud vBimekuse krohmseeni kasutada praktilistes
probleem-olukordades, kus inimmdjust tingitud hairin-
gute tbttu on kahanenud mulla viljakus ja bioloogiline
aktiivsus, parsitud on taimekasv ning pdllumajandus-
likes stisteemides vahenenud saagikus (Berruti jt, 2015;
Siddiqui jt, 2008).

Kuna krohmseened sdltuvad téielikult taimedest, on
nad ka majandamisdrnad ning hairingute jargselt aegla-
selt taastuvad. Seepérast on otsitud vdimalusi krohm-
seente arvukuse tstmiseks ja nende poolt osutatavate
Okosusteemiteenuste taastamiseks nii maaharimisvote-
tega kui ka inokulatsiooniga ehk seeneleviste mulda
lisamisega (Vosatka jt, 2012). Inokulatsioon kui kiire-
toimeline ja otsene meede on lootustaratav viis krohm-
seente arvukuse tdstmiseks, kuid tootmise keerukuse
tottu on inokulaadid endiselt kallid. Samuti ei soosi
inokulaatide tootmismahud, hind ja regulatsioonide
puudumisest tingitud ebaiihtlane kvaliteet nende
suuremahulist kasutamist. Seetbttu sooviti kéesoleva
uuringu raames uurida krohmseente kasvatamise
metoodikat, laiema eesmérgiga muuta nende kasuta-
mine kattesaadavamaks. Uuringu pdhieesmargid olid
seega jargmised: (1) selgitada vélja sobivaim kasvu-
substraadi koostis looduslikust mullast périt krohm-
seente paljundamiseks potikultuurides (2) vdrrelda
potikultuurides toodetud lihtsa inokulaadi efektiivsust
kommerts-inokulaatidega.

Materjal ja metoodika

Inokulatsioonimaterjali kogumine ja ettevalmistus

Krohmseente paljundamiseks (edaspidi paljundus-
katse) oli esmalt tarvis koguda looduslikku mulda,
millel oleksid head inokulaadi omadused, nagu krohm-
seente liigirikkus ja leviste arvukus. Tuginedes vara-
semalt P6llumajandusuuringute Keskuses tehtud glo-
maliini sisalduse mdo6tmistele, eeldati et parimat
potentsiaali eoste kogumiseks omab alvarite niidu-
kooslus. Inokulatsioonimaterjal koguti 17. jaanuaril
2015. aastal Rabivere maastikukaitsealal Koénnu
tammede ldhiselt (59°07'01.7" N; 24°45'031.5" E)
niidult, umbes kimne ruutmeetri suuruselt alalt.

Proovikohas oli mullaliigiks 8huke paepealne muld
(Kh") liivsavi I8imisel. Taimkatte klassifikatsioonilt
kuulub proovikoht looniitude ehk alvarite tliibirihma
(Paal, 1999). Mulla pinnalt eemaldati lumekiht ja selle
all olev méne sentimeetri paksune rohukamar. Muld
koguti kuni 20 cm stigavuseni. Kogutud muld kuivatati
toatemperatuuril laiali laotatult, vahepeal mulda sega-
des. Kuivatatud muld purustati ja sGeluti mullaproovide
ettevalmistamise standardi jargi (ISO 11464, 2006).
Purustamine ja sBelumine aitab inokulaati homogeni-
seerida ning vBimaldab thtlasemat doseerimist. Saadud
inokulaati nimetatakse edaspidi KT (Kdnnu Tammed
jargi). Kuna jaanuarikuus ei ole Eestis aktiivne vege-
tatsiooniperiood, oli enamik krohmseeni mulla kogu-
mise ajal eostena sailitusfaasis, mis tegi vdimalikuks ka
nende Kkvantifitseerimise. Eoste ekstraheerimiseks
kasutati mérga sOelumist ja sahharoosi gradiendil
tsentrifuugimist (Furlan jt, 1980). Eoste kogus proovis
arvutati eoste loendamisega mikroskoobi vaatevéljades
ning ekstrapoleerides tulemust kogu proovi peale (Read
jt, 1976; Bierman, Linderman, 1981). Kogutud mullas
oli loendamise tulemusena umbes 12 eost g*. Vaatama-
ta teatavale ebatdpsusele, vBib kogutud mulla leviste
sisaldust lugeda kdrgeks. Alvarite arbuskulaarse miiko-
risatsiooni korget taset Eestis on varasemalt esile
tdstnud ka Gerz jt. (2015).

Potikultuurid

Potikatse taimeks valiti magus mais (Zea mays var.
saccharata). Maisi on kasutatud (ile maailma paljudes
krohmseentega tehtud uuringutes, kuna ta loob toite-
ainete omastamiseks mukoriisat ning on lihtsasti katte-
saadav ja kasvatatav tehislikes tingimustes. Potikatsed
viidi 1abi P8llumajandusuuringute Keskuse futotronis.
Futotronis kasutati vastavalt pottide hulgale 8 (12 potti)
ja 12 (32 potti) 400 W luminofooriga kdrgréhu-
elavhdbelampi. Keskmiseks valgustugevuseks pottide
korgusel mdddeti 22 500 lux-i (~275 pmol m? st ).
Paeva pikkuseks seati 16 tundi vastavalt maisikasva-
tuse soovitustele tehistingimustes (Eddy, Hahn, 2010).
Ruum oli varustatud temperatuur-reguleeritava 6hu
sisse- ja valjatdbmbega vajaliku temperatuuri taga-
miseks. Temperatuuri jélgiti logiva iButton (Maxim
Integrated) abil kogu katseperioodi valtel. Keskmiseks
temperatuuri k&iguks moéddeti 60paevase tsukli jooksul
21-30°C.

Kasvusubstraadina kasutati kdikides katsetes Kekkila
AS madala fosforisisaldusega (NPK 5-1-5, pH 6,2)
mahetootmisesse sobivat kasvumulda, mida lahjendati
Silikaat AS < 0,8 mm terasuurusega kuivliivaga. Mahe
kasvumuld soosib krohmseente kasvu kuna sinna pole
lisatud mineraalseid vaetisi ning muid agrokemikaale
(Verbruggen jt, 2010). Samuti vGimaldab see vajadusel
inokulaati kasutada maheviljeluses. Kdik katsed viidi
labi kahe liitristes plastpottides.

Paljunduskatse

Krohmseente paljundamise katses oli kokku 12 potti,
milles kolm erinevat t&6tlust neljas korduses. Tootlus-
tena kasutati 1/3 ja 1/4 mahusuhtes komposti ja liiva
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segu ning ainult liiva. Kdik potid inokuleeriti 100 ml
homogeniseeritud KT mullaga. Maisitaimed eelidanda-
ti nelja 60pédeva jooksul idandamiskambris. Seejéarel
valiti valja edukamad idandid ning istutati Sablooni abil
20 tikki igasse potti 2 cm suigavusele. Viie pdeva moo-
dudes harvendati taimede arv pottides 14-ni. L&plik
taimede hulk kujunes véhima edukalt kasvama l&inud
taimede arvu jargi Uhes potis. Taimi kasteti kraaniveega
vastavalt vajadusele, enamasti iga 4 péeva tagant. 12
nadala moodumisel ltlitati vélja valgustus ning I6petati
kastmine. Seejéarel koguti pottidest juureproovid kolo-
nisatsiooni méaramiseks ning pakendati muld kilekotti-
desse. Kilekotid mullaga sailitati temperatuuril +4 °C
kuni edasise tdotlemiseni. Juureproovid selgitati ja
varviti kogumise péeval (Koske, Gemma, 1989).

Vordluskatse

Katsetatud inokulaatideks olid Tsehhi (edaspidi
Toode 1) ja Suurbritannia (edaspidi Toode 2) péritolu
kommertstooted ning paljunduskatses kogutud juured
erinevates doosides (tabel 1). Katsesse kaasati ka
inokuleerimata kontrollpotid. Kik t66tlused olid neljas
korduses (kokku 32 potti) ning kdikides pottides kasu-
tati substraadina kasvumulda ja liiva mahusuhtes 1/3-
le. Katse kestvust llihendati v8rreldes paljunduskatsega
6 nadalani, juhuks kui kasutatavad inokulaadid osu-
tuvad véga infektiivseteks ning kérge juurekolonisat-
sioon peaks erinevusi to6tluste vahel tasandama. Seem-
nete idandamine ja istutamine toimus sarnaselt paljun-
duskatsele, kuid istutatud idandite hulka véahendati
Uheksani, mis seejérel harvendati viie taimeni poti
kohta, eesmérgiga tekitada taimedele optimaalsem
kasvukeskkond ning véahendada liigsest istutustihe-
dusest tingitud stressi.

Tabel 1. Vérdluskatse ulesehitus. Katse kestvus: 6 nadalat.
Kasvusubstraadiks oli mahusuhtes 1/3-le kasvumuld ja liiv.
Kaik tootlused olid neljas korduses.

Table 1. Structure of the comparative experiment. Duration of
experiment: 6 weeks. Growth substrate used was 1/3 compost
and sand. All treatments were replicated 4 times.

Inokulaat / Inoculant
Inokuleerimata / Un-inoculated

Lisatud kogus / Quantity added

% doosi / dose, 10 g

Toode / Product 1
Toode / Product 1 1 doosi / dose, 20 g
Toode / Product 2 Y doosi / dose, 3,75 g
Toode / Product 2 1 doosi / dose, 7 g
Juured / Root inoculum 059
Juured / Root inoculum 1lg
Juured / Root inoculum 139

Inokulaadina kasutati kolme erinevat materjali:

o Paljunduskatsest périt suurima inokulaadi potent-
siaaliga (vt statistiline andmete analiiiis) 6hkkuivad
juured. Juuri kilmtooédeldi enne kasutamist krohm-
seente vOimaliku puhkeperioodi labimiseks +4°C
juures kuu aja valtel. Erinevate to6tlustena kasutati
0,59, 1,09 ja 1,3 grammi juuri kahe liitri 1/3 mahu-
suhtega substraadi kohta.

e TSehhi péritolu Toode 1. Toode sisaldab etiketi
jargi 6 liiki krohmseeni, kuid tootja ise kinnitas
jareleparimisel vaid 4 liigi olemasolu (Rhizoglomus

intraradices, Glomus mosseae, Claroideoglomus cla-
roideum, C. etunicatum). Levisteks on tootes nii juure-
tikid kui ka eosed. Eoste ekstraheerimisel Gnnestus
tootest eraldada 8 eost 50 cm? toote kohta. Juuretikid
olid paraku vérvimiseks liialt véikesed ja peened,
mistdttu polnud nende mikoriissuse taset vdimalik
vélja selgitada. Lisaks krohmseente levistele sisaldab
toode veel humaate, peenestatud mineraale, mereorga-
nismide ekstrakte ja biolagunevat vett-siduvat geeli.
Kvaliteedikontrolli viiakse tootja kinnitusel 1&bi MPN
(most probable number) (Adelman, Morton 1986)
meetodil. Leviste arvu pole tootel tahistatud. Erinevate
tootlustena kasutati pool- ja taisannust — vastavalt 10 ja
20 grammi 2 liitri kasvusubstraadi kohta. Annuse
arvutamisel l&htuti tootjapoolsetest juhistest.

e Suurbritannia paritolu Toode 2 (75g) sisaldas
etiketi jargi kaheksa liiki krohmseeni ja seitse liiki
ektomikoriisat moodustavaid seeni (krohmseened: G.
clarum, R. intraradices, G. mosseae, G. deserticola, G.
monosporus, G. brasilianum, G.aggregatum, Giga-
spora margarita; ektomukoriisat moodustavad seened:
Rhizopogon amylpogon, R. fulvigleba, R. rubescens, R.
villosuli, Laccaria laccata, Pisolithuis tinctorius,
Scleroderma sp). Lisaks sellele margiti koostises veel
liigilise tdpsustuseta teisi seeni, mullabaktereid, tseo-
liiti ja jalgelemente. Eoste ekstraheerimisel ei Gnnestu-
nud eraldada tootest (ihtegi eost. Kuna toode oli vaga
peeneks jahvatatud, siis ei olnud v@imalik ka juuri
eraldada ega varvida. Vestluses ettevitte esindajatega
ei selgunud kvaliteedikontrolli olemasolu ja metoodika.
Leviste kogust tootes ei olnud vélja toodud. Erinevate
tootlustena kasutati pool- ja taisannust — vastavalt 3,75
ja 7,5 grammi kahe liitri kasvusubstraadi kohta.
Annuste arvutamisel lahtuti tootjapoolsetest juhistest.

Kdoik inokulaadid kilvati pottidesse uhtlase kihina
3 cm stigavusele ning kaeti substraadiga. Katsesse lisati
ka kontrollpotid, mida ei inokuleeritud. Pérast idanenud
seemnete istutamist lulitati sisse valgustus. Taimi
kasteti vastavalt vajadusele, enamasti iga nelja paeva
jarel. Kasvuperioodiks seatud kuue nadala méddudes
kustutati valgustus ning I8petati kastmine. Taimed
I6igati mulla pinna l&hedalt ning pakendati Kile-
kottidesse maapealse biomassi madramiseks. Pottidest
koguti juureproovid, mis varviti samal p&eval ning neist
maérati kolonisatsiooni aste.

Maisijuurte varvimine ja kolonisatsiooni maaramine

Selleks, et mééarata protsentuaalne juurte mukoriisse
kolonisatsiooni aste oli vaja need eelnevalt selgitada ja
varvida. Selleks kasutati Koske ja Gemma (1989)
protokolli. Kolonisatsiooni aste madrati mikroskoobil
400x suurendusega. Kvalitatiivselt hinnati sajas
mikroskoobi vaatevaljas niitristiga 18ikuvate krohm-
seente struktuuride olemasolu juurtes. Mérgiti &ra ka
esinev struktuur: hadfid, arbuskulid vdi wvesiikulid
(joonis 1). Esineda v6is ka mitu struktuuri korraga, mis
sel juhul ka tles margiti. Kuna loeti sada vaatevélja, oli
voimalik jah/ei tulemuste pBhjal médrata protsentuaal-
se kolonisatsiooni aste tervikuna ning erinevate
esinenud struktuuride kaupa (McGonigle jt, 1990).
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Joonis 1. Erinevad krohmseene struktuurid selgitatud ja tripaansinisega varvitud maisijuurtes. Vasakult paremale: krohnmseene
hudfi taimejuurde tungimise paik ehk apressoorium; krohmseente huiifid ja vesiikulid; harunenud puutaoline hudfistruktuur
toiteainete uUlekandeks ehk arbuskul. (Autori fotod)
Figure 1. Different arbuscular mycorrhizal structures in cleared and stained maize roots. From left to right: the place where
arbuscular mycorrhizal fungal hyphae intrude the plant root, known as an apressorium; hyphae and vesicles, heavily branched
hyphal structure where Exchange of nutrients takes place, known as an arbuscule. (Photos by author)

Laboratoorsed analtisid

Mikroskopeerimisel saadud tulemuste tdlgendami-
seks tehti paljunduskatse pottide mullast parast
kasvatamist ka erinevad keemilised analiilisid. Valitud
analiilisideks olid pH, toiteainete N (lld), P ja K
(kattesaadav) ning orgaanilise siisiniku sisaldus. Ana-
ludisid teostati Eesti Pdllumajandusuuringute Keskuse
agrokeemia laboratooriumis (akrediteeritud EVS-EN
ISO/IEC 17025 standardile). Mulla pH mééarati 1M KCl
lahusest mahusuhtes 1/5 (ISO 10390, 2005). pH mééra-
ti lahuste valmistamisele jargnenud paeval Automated
pH GILKnick 100 pH-meetri abil. Mulla koguldmmas-
tiku sisaldus méaarati Kjeldahli meetodil (1SO 11261,
1995). Analiils viidi 1abi Foss 2300 Kjeltec Analyser
Unit automaat-destillatsiooniseadmel. Mulla fosfori ja
kaaliumisisaldus maéarati Mehlich-3 valjatdmbelahu-
sest seadmel iCAP 6000 ICP-OES Thermo Scientific
(Ziadi, Sen Tran, 1993). Mulla orgaanilise slsiniku
sisaldus maérati sulfokroom-oksiidatsiooni meetodil
(ISO 14235, 1998).

Statistiline andmete analtits

Paljunduskatses vorreldi erinevaid t66tlusi omavahel
labi keskmiste kolonisatsioonide, arvestades ka erine-
vate seenestruktuuride esinemist. Kuna vesiikulite
esinemist ja kogukolonisatsiooni peeti edasise inoku-
latsiooni eesmarki silmas pidades olulisemaks muudest
struktuuridest (Bierman, Linderman, 1983), véljendati
saadud juurte inokulaadi potentsiaal vaartusena maksi-
maalsest vBimalikust vesiikulite esinemisest ja kolo-

nisatsioonist ehk

V+K
Ip=2%
200

kus IP — inokulaadi potentsiaal; V' — vesiikulite esine-
mine protsentides; K — kogukolonisatsioon protsenti-
des, jérgi. Loodud indeksi vaartus 1 tahistab absoluut-
set kolonisatsiooni ja vesiikulite esinemist kogu juure

ulatuses, vaartus 0 téhistab kolonisatsiooni ja vesiiku-
lite puudumist. Leidmaks olulisi seoseid erinevate
mullaparameetrite, taimede biomassi ja krohmseente
esinemise vahel, kasutati Pearsoni korrelatsiooni olu-
lisusnivooga 0,05.

Tulemused

Paljunduskatse tulemused

Mulla keemilised analiiisid (joonis 2) kinnitasid
ootuspéraselt olulisemate toiteainete sisalduse seotust
orgaanilise susiniku kogusega, mis omakorda peegel-
dab lisatud kasvumulla kogust. Mulla pH oli 1/3 ja 1/4
kompost/liiv mahusuhtega pottides neutraalse lahedane
(6,7-6,9). Erandiks olid puhta liivaga potid, mille pH
oli keskmiselt 8,2. pH korreleerus negatiivselt
(r =-0,92) orgaanilise aine sisaldusega, viidates kom-
posti ja liiva suhte peamisele rollile pH kujunemisel.

12 néadalase kasvuperioodi 16pul mullast eoseid ei
leitud, mistBttu ei saanud neid ka kvantifitseerida ning
kasutada sisendina tulemuste tdlgendamisel. Samas
esines ulatuslik juurte kolonisatsioon krohmseentega,
mis vOimaldas katsetega jatkata (joonis 3).

Juurte kogu kolonisatsioon oli erinevates substraati-
des keskmiste vadrtustena 72-91%. Kdige kdrgem
keskmine kolonisatsioon oli puhtal liival kasvanud
taimejuurtes, kuid statistiliselt olulisi erinevusi teiste
todtlustega ei esinenud. Keskmine kolonisatsioon kor-
releerus negatiivselt substraadi lammastiku ja fosfori-
sisaldusega (r vastavalt —0,76 ja —0,72). Samuti esines
positiivne korrelatsioon substraadi pH ja kogukoloni-
satsiooni vahel (r =0,91). Arbuskulite esinemine oli
positiivses korrelatsioonis substraadi peamiste toite-
elementide (N: r =0,730; P: r = 0,746; K: r = 0,903) ja
orgaanilise susiniku sisaldusega (joonis 4).
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Joonis 2. Paljunduskatse substraatide lammastiku, fosfori, kaaliumi ja orgaanilise sisiniku keskmised sisaldused +SEM.
Erinevate tdhtedega on téhistatud statistiliselt oluliselt erinevad tulemused (p < 0,05)

Figure 2. Average nitrogen, phosphorous, potassium and organic carbon content of the substrates used in production experiment
+SEM. With different letters, statistically significant differences are shown
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Joonis 3. Paljunduskatse taimede kogukolonisatsioon, arbuskulite, vesiikulite ja hiifide esinemine maisijuurtes. Keskjoon
téhistab mediaani, karbi piirid 25% ja 75% kvartiile, vurrud tulemuste amplituudi

Figure 3. Total colonisation, content of arbuscules, vesicles and hyphae in maize roots in production experiment. Whiskers
indicate amplitude, box halves 25% and 75% quartiles, center line the median value
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sisaldusega paljunduskatses

Figure 4. Total colonisation, content of arbuscules, vesicles and hyphae in maize roots from production experiment

Hudfide esinemises oli protsentuaalselt suurim osa-
kaal 1/4 substraadiga pottides, kus see oli 47%, kuid
ainult huufidega koloniseeritud juuri oli k@ikides potti-
des siiski sarnasel méaral. Vesiikulite esinemine oli
hinnatud struktuuridest kdige varieeruvam. Keskmine
vesiikulite sisaldus oli suurim liivaga pottides, kuid see
ei erine statistiliselt oluliselt 1/4 substraadiga pottidest.
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Joonis 5. Kogukolonisatsiooni ja vesiikulite sisaldust arvestav
inokulaadi potentsiaali indeks paljunduskatses. Keskjoon
téhistab mediaani, karbi piirid 25% ja 75% kvartiile, vurrud
amplituudi

Figure 5. Inoculant potential indeces of production experiment,
which takes into consideration total colonisation and vesicle
content of roots. Whiskers indicate amplitude, box halves 25%
and 75% quartiles, center line the median value

Vesiikulite sisaldus Kkorreleerus siiski negatiivselt
peamiste toiteelementide (N: r =-0,980; P: r =—0,970;
K: r =-0,744) ja orgaanilise stsiniku (r = —0,988) sisal-
dusega substraadis. Inokulaadi potentsiaali indeks, mille
kujunemisel méngivad suuremat rolli inokulandina pare-
mate omadustega vesiikulid, oli keskmiselt suurim liiva-
ga téidetud pottides (joonis 5). Antud katsetes valiti
sellest tulenevalt edukaimaks paljundajaks liival kasva-
nud taimed ning nende juuri kasutati ka edasistes
eksperimentides.

Vordluskatse tulemused

Vordluskatse tulemusena tuvastati mitmeid erinevusi
kasutatud inokulaatide ning taimede biomassi ja juurte
kolonisatsiooni vahel. Suurima kuivaine biomassiga,
olid 1,3 grammi paljunduskatse juurtega inokuleeritud
pottide maisitamed, mis edestasid kontrollpotte koguni
45 protsendiga (joonis 6). Ka teised paljunduskatse
juurtega inokuleeritud pottide maisitaimed olid le-
ja&nutest suurema biomassiga, kuid 0,5 v&i 1,3 grammi
juurte kasutamise vahe oli taimede biomassis kullalt
vaike. Edukuselt jargmised olid Tootega 2 inokuleeri-
tud potid, mille taisannusega td6tluse biomass Uletas
kontrollpotte keskmiselt 34% vdrra, kuid jai parimale
juuretodtlusele siiski ligikaudu 17% vdrra alla. Kasuta-
tud inokulaatidest andis kdige kehvema kasvuvastuse
Toode 1, kuid millega toddeldud taimede biomass
lletas siiski taisannuse puhul kontrolltéétlust veel 20
protsendi vorra.

Juurte kogukolonisatsiooni mé&&ramise tulemusel
(joonis 7) kontrollpottides krohmseeni ei esinenud.
Suurimat kolonisatsiooni néitas paljunduskatse juure-
tootlus 1,3 g juurtega ning seal ulatus kolonisatsioon
keskmiselt 49%-ni. Teistel doosidel olid kolonisat-
siooni vaartused oluliselt madalamad, jaades 20%
piirimaile.
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Joonis 6. Vordluskatse taimede maapealne kuiv biomass vastavalt lisatud inokulaadile. Keskjoon téhistab mediaani, karbi piirid
25% ja 75% kvartiile, vurrud tulemuste amplituudi. Erinevate tdhtedega on téhistatud statistiliselt olulised erinevused (p < 0,05)

Figure 6. Dry biomass of plants from the comparison test according to added inoculant. Whiskers indicate amplitude, box halves
25% and 75% quartiles, center line the median value. With different letters, statistically significant differences are shown (p < 0,05)
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Joonis 7. Vordluskatse taimede juurte kolonisatsioon erinevate inokulaatide kasutamise jargselt. Keskjoon téhistab mediaani,
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(p<0,05)
Figure 7. Root colonisation with arbuscular mycorrhizal fungi from comparative experiment. Whiskers indicate amplitude, box
halves 25% and 75% quartiles, center line the median value. With different letters, statistically significant differences are shown
(p<0,05)
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Ka Toode 1 toddeldud pottide keskmine kolonisat-
sioon oli suhteliselt madal, jaades tdisannuse puhul
16% ja poolannuse puhul 4% léhedale. Taielikult
puudusid krohmseened Toode 2 t6ddeldud pottides,
kuid seevastu esines ulatuslik kolonisatsioon teiste
seen-organismidega (joonis 8). Kuigi juuresiseste
struktuuride p6hjal on nende visuaalne maaramine

aarmiselt keeruline vG&i isegi v8imatu, sarnanevad
mitmed neist nn Dark Septate Endophyte (DSE) riihma
kuuluvate seentega, kelle seas samuti mutualistlikku
eluviisi on tdheldatud. Lisaks esineb hiufistruktuure,
mida v6ib kohata Trichoderma seeneperekonnas, kelle
olemasolu tootjad ka personaalses Kkirjavahetuses
tunnistasid.

Joonis 8. Juurekolonisatsioon arbuskulaarset mikoriisat mittemoodustavate seentega (Autori fotod)
Figure 8. Root colonisation with non-arbuscular mycorrhizal fungi (Photos by author)

Arutelu

Paljunduskatse

Mulla tdhtsamate taimetoiteainete vordluses mikros-
koopiliselt mdaratud krohmseente juurekolonisatsi-
ooniga paistab silma nende omavaheline negatiivne
suhe. See jargib dldist taimede mukoriisse toitumise
alustdde, kus toiteainete kattesaadavuse suurenedes
vaheneb taimedepoolne panus mikoriisasse — mida
rohkem on toiteaineid v@imalik katte saada juurtoitu-
mise teel, seda véhem on pbhjust Uleval pidada killaltki
kulukat seenpartnerit (van der Heijden jt, 2015).
Toiteainete sisalduse vahenedes suureneb panus ka
mukoriisasse, kuna valgusenergia asemel saab taime-
kasvu piiravaks teguriks toiteainete kattesaadavus
(Koorem jt, 2014). Seega on taime seisukohast ¢ko-
noomsem investeerida laiemalt kéattesaadavaid valgus-
energiaga toodetavaid produkte I&bi miikoriisa toite-
ainete omastamisse. Kuigi mulla happesuse ja krohm-
seente kolonisatsiooni vahel esines tugev korrelatsioon,
on kdikumine substraatide pH-s siiski killalt margi-
naalne, teatud erinevusega liivaga tdidetud pottides.
Ehkki mullaseente arvukus on mulla happesusega
tugevalt seotud (Rousk jt, 2010), ei ole kaesolevas
uuringus vOimalik selle mdjusid orgaanilise aine
omadest eristada.

Parimate inokulaadi omadustega td6tlus selgitati
vélja kasutades inokulaadi potentsiaali indeksit. L&bi-
viidud katses see end Bigustas ning véériks ka edas-
pidist kasutamist juhul, kui tegemist on juurtel p6hi-
neva inokulaadiga. Inokulaadi potentsiaali indeks eelis-
tab vesiikuleid arbuskulite ees, kuna need on edasist
inokulatsiooni silmas pidades paremini sdilivad ning
suurema regeneratsioonivdimega (Bellgard, 1992).

Asjaolu, et 12 nédalase kasvuperioodi 18puks ei olnud
veel seened joudnud sporuleerumiseni voib tdenéoliselt
seletada liialt liihikese kasvuperioodiga (Oehl jt, 2009).
VOib arvata, et seened olid katse I6petamisel veel
aktiivses ainevahetuslikus eluperioodis kuna I6ppenud
ei olnud ka taimede kasv. Kuna ka ainult juuri inoku-
laadina kasutades saadi head tulemused, on lihem
kasvuperiood aja kokkuhoiu huvides siiski arvestatav
alternatiiv terve vegetatsiooniperioodi véltava paljun-
duse asemel.

Vordluskatse

Vordluskatse tulemused nditavad, et iseseisvalt
kasvatatud inokulaat ei ja& oma omadustelt alla
kaubanduslikele toodetele. Isekasvatatud inokulaadiga
t66deldud pottide taimede biomass ja juurte kolonisat-
sioon olid kdrgemad kui kaubanduslike inokulaatidega
toodeldud taimedel. Arvatavasti on eeliseks sel juhul
eelkdige inokulaadi varskus, kuid nagu kaesolevast
uuringust vélja tuleb, siis ka see, et inokulaat Gldse
krohmseeni sisaldab. Asjaolu, et Toode 2 kasutamine
andis krohmseente puudumisel arvestatava kasvuvastu-
se, mis kajastus ka maisitaimede biomassis, vdib hipo-
teetiliselt seletada teiste mutualistlike seente esinemise-
ga. VOBib oletada, et need seened andsid taimedele
kasvueelise, ent kuna katse disain neid eraldi ei kasit-
lenud, ei ole ka nende m&ju vBimalik tapselt hinnata.
Laiemas perspektiivis viitab see mulla mikroorganis-
mide sunergistilisele mdjule ka véaljaspool krohmseente
hdimkonda, millele oleks samuti mdistlik tulevikus
tahelepanu poorata.
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Lihtsa inokulaadi tootmise v8imalustest

Krohmseente inokulaatide kasvatamine potikultuuri-
es ei ole sugugi uus meetod ning seda on kasutatud
aastakiimnete valtel suures hulgas teadusuuringutes nii
otsese katseplatvormina kui ka inokulaadi tootmiseks
(Berruti jt, 2015). Sagenenud on ka viited potikultuuri-
de kasutamise kohta majanduslikul eesmargil, kus
sarnastes slsteemides toodetakse inokulaati nditeks
kodgiviljakasvatuseks (nt Douds jt, 2005). Potikul-
tuuridel on oma lihtsuses mitmeid eeliseid muudel
meetoditel kasvatatud inokulaatide ees. Potikultuuride
tlesseadmiseks ei ole vaja spetsiaalseid tingimusi ning
laboratoorset baasi, samuti on kulumaterjalid lihtsasti
kéattesaadavad ning potikultuuride alustamine ei ndua
spetsiifilist valjadpet.

Uuringu katsetulemustele toetudes tuleks kasutatav
kasvusubstraat hoida vdimalikult toiteainevaene, kuid
siiski piisav katsetaime elutsukli I&bimiseks. Katse-
taimena on kasutatud paljusid erinevaid liike, kuid
valiku eelduseks on miikoriisse toitumise esinemine,
suhteliselt Kiire ja tugev kasv, sobivus kasvutingimus-
tega ning kattesaadavus. Maailmas kasutatakse palju
C4 tudpi taimi, millel on kiire elutsikkel ning mis
hukkuvad esimeste kiilmadega — nditeks mais, erinevad
sorgoliigid (Sorghum sp) ja bahiarohi (Paspalum
notatum). Eestis vBib nende kattesaadavus olla aga
piiratud, mistdttu vdib alternatiivina kasutada naiteks
sibulat (Allium cepa) voi teelehti (Plantago sp).
Potikultuuri tlesseadmiseks vGib kindlasti kasutada ka
teisi taimi, kuid siis tuleks kontrollida, kas valitud taim
on mukoriisne (nt MycoFlor andmebaasist http://
www.esapubs.org/archive/ecol/E094/123/ Hempel jt,
2013). Potikultuurides v6ib kasutada ka taimi millel
hiljem inokulaati plaanis tarvitatada. Vegetatsiooni-
perioodi labinud potikultuurid voiks jatta tle talve Gue,
labimaks mdnedele krohmseene liikidele vajalikku
puhkeperioodi. Inokulaadina sobivad kasutamiseks nii
taimede juured kui ka kasvusubstraat (Klironomos,
Hart, 2002) — viimane eeldusel, et kasvuperiood on
piisavalt pikk seente elutstkli I&bimiseks ja
sporulatsiooniks.

Potikultuurides krohmseente paljundamisel on siiski
ka omad puudujéégid. Taimed vajavad kasvuperioodil
teataval hulgal hoolt ning jarelvalvet. Potikultuurid
sOltuvad paratamatult saada olevast valgusest dues voi
kasvuhoones, kus nad véivad ka arvestataval maéral
ruumi hdéivata. Kuna kasvusisteem ei ole iseenesest
steriilne, on oht inokulaadiga suisteemi tuua ka taime-
kahjustajaid v6i umbrohuseemneid.

Krohmseened kaubanduses

Eestis on krohmseeni sisaldavate inokulaatide valik
veel véike ning Uhtki toodet, mille esmaotstarve oleks
krohmseente arvukuse suurendamine turul ei ole.
Imporditakse vaid tooteid, mille koostises on vélja
toodud lisandina ka krohmseente levised (korrespon-
dents Pdllumajandusametiga 2017. a). Valisriikidest
leiame nii Euroopast kui ka kaugemalt suurel hulgal
erinevaid krohmseeni sisaldavaid inokulaate ja nende
tootjaid. Euroopas on tooted turustatud peamiselt

vdiksematele aiasaaduste kasvatajatele. Toodete liigi-
line koostis varieerub Uhest-kahest liigist kiimnete
liikideni. Leviste sisaldust ei ole sageli vélja toodud vdi
on see kujutatud koikide liikide leviste Uldarvuna,
ulatudes sadade tuhandeteni grammi kohta. Lahemal
uurimisel selgub tihti, et krohmseente leviste arvukus
ei Uleta enamasti kiimmet osakest grammi kohta. Suur
osakeste arv saavutatakse saprotroofsete ehk lagunda-
vate seente leviste lisamisega tootesse. Seetdttu voib
esmapilgul paista, et tegemist on &irmiselt kontsent-
reeritud toodetega, mida nad krohmseente poolest
tegelikkuses ei ole. Tdsiasi on, et regulatsioon voi
toostuse standard krohmseente kui killalt uute
taimekasvatuslike preparaatide puhul veel puudub.
Samuti puuduvad instantsid, kes oleksid vGimelised voi
motiveeritud neid kontrollima. Tekkinud olukord on
veelgi kohatum, arvestades, et naiteks véetised ja
taimekaitsevahendid (taimekaitse omadusi tuuakse
krohmseente puhul sageli vélja) peavad ladbima
p6hjaliku analiitisi akrediteeritud laboratooriumides.

Regulatsioonide puudumine krohmseente tootmise,
turustamise ja sildistamise osas on kaasa toonud suure
varieeruvuse toodete kvaliteedis. Ka ké&esolevas
uuringus katsetatud kaubanduslike inokulaatide puhul
oli ndha lubatud ja tegeliku koostise ning efektiivsuse
lahknevusi. Nii ei sisaldanud ks kasutatud toodetest
lldse krohmseeni ning teises oli leviste arvukus
madalam kui looduslikus mullas. Samas vdib Toode 2
néitel tekkida v@imalus, et lisaks krohmseentele
sisaldavad inokulaadid ka teisi organisme kes vdivad
olla juhtumisi kahjutud vdi mutualistlikud (Mandyam,
Jumpponen, 2014), aga vdivad olla ka kahjulikud.

Kuna mikroorganismide kasutamine on ka mahe-
p6llumajanduse ma&ruse kohaselt lubatud ja nende
tootmine ei ole reguleeritud, siis selliste toodete kasu-
tamisele ja turustamisele Euroopa Liidus piiranguid ei
seata, valja arvatud juhul kui mikoriisaseened on
toodetud geneetiliselt muundatud organismidest
(GMO), sest GMOde kasutamine ei ole mahepdllu-
majanduses lubatud (RT | 2004, 6, 31). Inokulaatide
kasutamise seadusele vastavus mahepdllumajanduses
sOltub seega toote lisandite paritolust ja olemusest,
teoreetiliselt ka seente paljundusmetoodikast, 16puks
aga paraku siiski sellest, mis tootja on pakendile
kirjutanud.

Perspektiivid

Kaasajal lisandub teaduskirjandusse pidevalt uusi
artikleid krohmseente kasutamise kohta. Kui seni on
see informatsioon jaanud kitsa ringi teadlaste huvi-
orbiiti, siis nliidseks on huvi krohmseente vastu targa-
nud ka pdllumeeste ja muude huvigruppide seas. Eriti
vaiksid uutest vBimalustest puudust tunda mahevilje-
lejad, kel tavatootjatega v@rreldes on saagikuse tost-
miseks kasutada véga piiratud hulgal kalleid vahen-
deid. Seejuures on aga puudulik asjakohase juhend-
materjali olemasolu. Kuna teadusartiklid ei ole ena-
masti lihtsasti loetavad ning veel vahem kéttesaadavad,
saadakse teadmised populaarteaduslikest v&i sisuturun-
dusele suunatud kirjutistest. Eksitava informatsiooni
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leviku ohjeldamiseks lasub seega arusaadavas keeles
info- ja juhendmaterjali kirjutamise vastutus teadlas-
konnal, kes seni on sellega vahem tegelenud kui vdiks.
Eestis on selles osas paras aeg tegutsemiseks, kuna
maailmas levima hakanud krohmseentega inokuleeri-
mise populaarsus ei ole veel périselt kohale jéudnud,
nagu ka sellega kaasas kéiv informatsioonilaine.
Arvestades dldisi trende, siis see aga kindlasti juhtub
ning see, kas meie huvigrupid on varustatud objektiivse
informatsiooniga inokulatsiooni pShimétetest, vajadus-
pbhisusest, metoodikast ja alternatiividest, vGib saada
maédravaks kogu valdkonna edasises arengus.

Jareldused

Krohmseente paljundamise katses olid maisijuured
tugevalt koloniseeritud ning sobisid kasutamiseks
inokulaadina. Paljundamiseks sobivaim kasvusubstraat
oli inokulandi potentsiaali indeksi pdhjal puhas liiv,
millele lisatud 5% looduslikku mulda. Vdrdluskatses
selgus, et kdige efektiivsemaks inokulaadiks olid pal-
junduskatse maisijuured, mille mdjul suurenes maisi-
taimede maapealne biomass kuuendaks nédalaks 45%
vOrreldes inokuleerimata taimedega. Ka kaubanduslike
inokulaatidega saavutati suurem maisitaimede bio-
mass, kuid nende efektiivsus oli oluliselt madalam.
Katse tulemused véljendasid puudujadke kaubandus-
like toodete kvaliteedis, mille Gheks p&hjuseks vdib
olla ebapiisav kvaliteedikontroll ning puuduvad regu-
latsioonid ja standardid. VOib arvata, et lihtsasti
toodetavatel krohmseene-inokulaatidel on potentsiaali
jouda suurema hulga kasutajateni ning nendega
saavutatavad tulemused on védhemasti sama head, kui
kaubanduslike toodete puhul.
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Summary

Glomeromycota is a group of soil fungi that form
arbuscular mycorrhizas. They are obligate symbionts,
who form mutualistic relationships with most terrestrial
plants. In an arbuscular mycorrhizal relationship, the
plant supplies the fungal partner with all the necessary
products of photosynthesis, while in return receiving
various nutrients from the soil. With reduced mycor-
rhizal activity following antrophogenic disturbances,
inoculation could be a useful means to restore the
numbers and variety of these fungi and increase plant
biomass. Thus far, because of its high cost and poor
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availability, inoculation is yet to be used on a subs-
tantial scale. The aims of this study were in essence to
optimise the methodology for inoculum production and
therefore reduce costs and increase availability to the
wider audience. The possibilities of trap-cultures to
produce crude inocula were tested and the most suitable
substrate mixture determined. The inoculum obtained
was compared with commercial inoculants in potting
experiments. The results of this study indicate that the
best substrate media for multiplication of Glomero-
mycota fungi to produce crude inocula, is sand with
only 100 ml of added natural alvar (Mollihumi-Rendzic
Leptosol, WRB) soil. Root inocula obtained from

plants grown in this manner induced both higher
biomass and root colonisation in test plants than the
commercial inoculants. One of the used inoculants
didn’t contain any mycorrhizal fungi at all, stressing the
need for quality control and industry standards. This
study gives insights for the application of mycorrhizal
fungi in a small-scale agricultural setting. The
inoculation of bigger areas is still problematic but with
methodological development, the field of mycorrhizal
inoculations is highly promising in agricultural,
horticultural and ecological restoration scenarios.
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