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SAMENVATTING

In de periode 1990-1992 is onderzoek uitgevoerd naar het perspectief van het enten
met specifieke Rhizobiumstammen bij stamslaboon om zo op de stikstofbemesting
te kunnen besparen. Het onderzoek is uitgevoerd met vier entstoffen: NPPL van
AGC te Cambridge (UK), Nitragin van LiphaTech te Milwaukee (USA), entstof van de
vakgroep Microbiologie van de Landbouw-Universiteit Wageningen en van de Land-
bouw-Universiteit te Uppsala (S).

In veldproeven op de zavelgrond van het PAGVY in 1990, 1991 en 1992 en op ds
zware kleigrond van het RCC te Nieuw-Beerta in 1991 ziin deze entstoffen verge-
ieken met een onbehandeld object bij vier stikstofbemnestingsniveaus, namelijk: geen
N-bemesting, en aanvulling van de hoeveelheid N-mineraal 2 weken voor het zaaien
tot respectievelik 50, 100 en 150 kg N per ha, In de proeven waren drie oogsttijd-
stippen opgenomen om eventueel op vroegheidsverschillen te kunnen corrigeren.
Op praktijkpercelen in Oostelijk Flevoland op kleigrend zijn zes proeven uitgevoerd

om het perspectief van de entstof NPPL ook op praktijkniveau te toetsen.

Geconcludesrd wordt dat geen van de beproefde Rhizebium-entstoffen een zodanig
betere stikstofbinding liet zien dat op de stikstofbemesting kan worden bespaard.
Het effect van Rhizobium-enting op de opbrengst kan geschat worden op maximaal
50 kg N per ha. Maar alleen bij minder dan 40.-kg N-min. per ha vond er een duide-
lijke vorming van wortelknolleties plaats. Dit -resultaat werd bevestigd in de zes
proeven op praktikpercelen. In veel teelten werd een hogere stikstofvoorraad ge-
vonden dan 40 kg N-mineraal en kwamen er weinig wortelknolleties voor. De stam-
slabonen reageerden positief op de stikstofbemesting. Gecorrigeerd naar dezelfde
rijpheid (16% zaad in de dikste peulen} was de opbrengst van het onbemeste object
gemiddeld 12,9 ton per ha en van de objecten aangevuld tot 50, 100 en 150 kg N
per ha respectievelijk 13,9, 15,0 en 15,8 ton per ha. De resultaten bevestigen het
huidige stikstofbemestingsadvies.

In detailproeven bleek dat er geen verschillen waren tussen een aantal rassen voor
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wat betreft de stikstofbinding. Een zaadbehandeling met een fungicide/insekticide
(Aatifon) gaf geen nadelig effect op de vitaliteit van de entstof NPPL; verder bleek
dat door het in lichte mate drogen van NPPL-granulaat de verstrooibaarheid ervan
werd verbeterd zonder dat dit ten koste ging van de vitaliteit van de entstof. Een
eenvoudige toetsmethode voor diverse entstoffen door middel van substraatteelt in
de kas ter vervanging van veldproeven is beproefd en bledt praktische mogelijkhe-

den.



SUMMARY

Fisld studies were conducted to determine the effect of adding four strains of Rhizo-
bium leguminosarum bv phaseoli to snap beans (Phaseolus vulgaris L. cv Masai) on
yield, in order to minimize nitrogen fertilization levels. None of the strains lead to
sufficient nodulation because the mostly high level of N mineral content already
present in the soil or present by mineralization. No nodulation took place when N
level was higher than 40 kg Nmineral per ha. The effect of inoculation was estimated
at 50 kg N per ha by comparing yields from four different N levels. Yields were higher
with increasing N fertilization:; without N 12,9 tons per ha, and gifts up to 50, 100 and
150 kg N per ha minus Nmin at 0-30 cm two weeks before planting resuited in 13,9,
15,0 and 15,8 tons per ha respectively, compared at the same harvest criterium of 16
% seed/pod ratio by weight in the thickest pods. Twelve varieties commonly used in
the Netherlands showed no differences in nodulation. A seed treatment with thi-
ram+dichlofention was not harmful to Rhizobium,

keywords: nitrogen, Phaseolus vulgaris, nodulation, Rhizobium, varieties, seed
treatment



1. INLEIDING EN DOEL VAN HET ONDERZOEK

Stamslaboon behoort plantkundig tot de familie van de vlinderbloemigen. Bij deze
familie worden zogenaamde wortelknolleties gevormd door Rhizobium-bacterién.
Deze binden stikstof uit de bodemlucht en leven van assimilaten van de plant. Bjj
erwt en winboon speett Rhizobium leguminosarum een rol, deze komt veel voor en
is zeer actief. Daardoor hoeven deze gewassen vrijwel geen stikstofbemesting te
hebben. Bij stamslaboon daarentegen wordt stikstof vastgelegd door Rhizobium
phaseoli; deze komt mogelijk minder vaak voor enfof is om de een of andere reden
minder actief. Daarom worden stamsfabonen bemest met stikstof.

Het huidige stikstofbemestingsadvies is om voor stamslabonen 150 kg per ha N te
geven minus de hoeveelheid N-mineraal in de laag 0-30 cm bij het zaaien. Uitgangs-
punten zijn hierbij de stikstofopname door het gewas van ongeveer 125 kg N per ha,
de geringe bewortelingsdiepte in vee! teeltgebieden en de vrij geringe activiteit van
wortelknolletjesbacterién.

Door het meegeven bij het zaaien van een grote hoaveslheid Rhizobium phaseoli-
entstof zou het mogelik kunnen zijn om te besparen op de stikstofbemnesting. Dit
zou gunstig zijn voor het milieu,

Commerciéle entstoffen worden onder andere geproduceerd door Agricultural
Genetics Company Ltd, Cambridge (Engeland), LiphaTech, INC. Milwaukee (Ver-
enigde Staten} en de Landbouwuniversiteiten van Wageningen, {Nederland) en
Uppsata (Zweden).

Het doel van het onderzoek was om na te gaan welke Rhizobium-entstoffen het
meest effectief zijn en hoevesl stikstofbemesting zou kunnen worden bespaard (*).
Het is van belang te weten of er inviceden zijn van he! ras op de groei van de wortel-
knolleties en of een toepassing van entstof NPPL op praktijkschaal voordelen ople-
vert (**).

Verder is onderzocht of de entstof NPPL enigszins kan worden gedroogd om een
betere verstrooibaarheid te verkrijgen; of de entstof door een zaadbehandeling van
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fungiciden/insekticiden zou kunnen worden benadeeld; of een toetsing van entstof-
fen ook op eenvoudige wijze op watercultures in de kas uitgevoerd zou kunnen
worden (***). Een methode werd onderzocht om inzicht te krijgen in het aandeel
stikstof dat door de Rhizobium-bacterién aan de plant wordt gegeven in relatie tot de
totale hoeveelheid opgenomen stikstof (****},

™) Dit onderzoek is mede uitgevoerd door ing H. Floot, R.O.C Ebelsheerd te
Nieuw-Beerta,

{**) Dit onderzoek is mede uitgevoerd door de bedrijven C.V.F te Dronten, Hak
BV te Giessen, W.C.P. te Heusden, Fa P.J. Breure en Zn te Swifterbant, Maris
BV te Dronten en de telers K. Dijkstra te Swifterbant, J.D. de Winter te Lely-
stad en H.H. ten Have te Biddinghuizen.

(***). Dit onderzoek is uitgevoerd door S. Postma, student Agrarische Hogeschool
Friesland te Leeuwarden.

(****}. Dit onderzoek is uitgevoerd door M.A.A. Evers, student Landbouwuniversiteit
te Wageningen.

Veel dank ben ik verschuldigd aan de genoemde bedrijven, instellingen en perso-

nen. Met name wil ik noemen de heer A, Houwers van het Rhizobium- entcentrum
van de Landbouwuniversiteit te Wageningen.
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2. UTERATUUR

2.1 Biologische stikstofbinding

Lucht bestaat voor 78 % uit stikstof (Nz). Dit element vormt een hoofdbestanddee!
voor de voeding van de plant. Het kan echter in deze vorm niet worden opgenomen:
wel in de vorm van ammonium (NH4+) en nitraat (NOy). Het vastleggen van lucht-
stikstof op biologische wijze vindt vrij algemeen plaats. Bij vlinderbloemigen en een
aantal heestersoorten komen bacterién voor die in symbicse met de plant leven. In
de roze wortelknolietjes leven bacterién van assimilaten van de plant in ruil voor
stikstof in de vorm van ammonium. Ook blauw-groene algen werken op deze wijze
samen met andere planten.

Daarnaast zijn er vrij levende stikstofbindende bacterién; deze hebben dus geen
specifieke waardplant. Een zeer beknopt overzicht van planten en bacterién die bij
biologische stikstofbinding betrokken zijn geeft afb. 1.
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BIOLOGISCHE N-FIXATIE {(BNF)

Al: BJ PEULVRUCHTEN: Rhizobium / Bradyrhizobium

tuinboon Vicia faba R. leguminosarum
erwt Pisum sativum R. lequminosarum
linzen Lens culinaris R. leguminosarum
boon Phaseolus vulgaris R. phaseoli
lucerns Medicago sativa R. meliloti

klaver Trifolium spp R. trifolii

sojaboon Glycine max B. japonicum
lupine Lupinus albus B. lupini

A2: BlJ ZAADPLANTEN {(HEESTERS) MAAR GEEN PEULVRUCHTEN:
gls Alnus Frankia spp; Klebsiella spp

Coriaria :

Myrica

Casuarina

Hippophae

Elaeagnus

Shepherdia

Ceanothus

Discaria

Dryas

Purshia

Cercocarpus

Arctostaphylos

A3; BlJ BLAUW-GROENE ALGEN:
heterocysten: Nostoc punctiforme
Anabeaena azollae
non-heterocysten: Plectonema
Lynghya
eencelligen Anacystis
Coccochloris

B: VRIJ LEVENDE STIKSTOFBINDENDE BACTERIEN
Azotobacter spp  A. chroococcum
A. vinelandii
A. paspali
Clostridia spp
Azospirillum
Bacillus radicicola
Paspalum notatum
Derxia
Rhodopseudomonas capsicatus

Afb. 1. Planten en bacterién die betrokken zijn bij de biclogische stikstofbinding.
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Naast de symbiose tussen vlnderblcemigen en Rhizobium-bacterién zijn vlinder-
bloemigen ook in staat om met bepaalde schimmels in wortelsymbiose te leven,
Deze schimmels worden mycorrhiza genoemd. Vijf typen mycoorhiza kunnen wor-
den onderscheiden, maar het zogenaamde VAM-type komt het meest voor. Veel
vlinderbloemigen zijn afhankelijk van mycorrhiza voor de opname van fosfaat, VAM
spelen een rol bij het verminderen van droogtestress en zelfs bij stikstoftransport
tussen planten. Een voorbeeld hiervan is de schimme) Glomus mossae (Rolfo, et al.
1987). '

2.2 Rhizobium-bacterién

8ij viinderbloemigen spelen bij de biologische stikstofbinding bacterién van het
geslacht Rhizobium een rol. Deze bacterién behoren evenals de Agrobacterium en
Chromobacterium tot de familie Rhizobiacae en de order Eubacteriales. De Rhizobi-
um-bacterién zijn gram-negatief en kunnen worden onderverdeeld in snelle groeiers
met een generatieduur van 2-4 uur en langzame groeiers met een generatieduur van
6-8 uur. De laatste groep worden ook wel Bradyrhizobium genoemd. Naast deze
indeling op groeisnelheid zijn uiteraard ock andere indelingen magelik. Veel viinder-
bloemigen zijn gastheer-specifiek voor de Rhizobium-species, maar er zijn ook
uitzonderingen.

Veel studie is verricht naar de wijze van stikstofbinding tussen viinderbloemigen en
Rhizobium-bacterién. Hierop kan slechts zeer beperkt worden ingegaan en het is in
het kader van het onderzoek minder relevant. Toch wordt enig inzicht gegeven.
Algemeen worden in de wortelknol-ontwikkeling vier stadia onderkend: de pre-
infectie, de infectie en knolformatie, de knolfunctie en instandhouding, en tenslotte
de knolveroudering (afb. 2). De herkenning tussen gastheer en bacterie vindt plaats
door middel van specifieke exudaten van de plant (flavoniden, luteoline, hesperitine)
en sacchariden van de bacterie {lypopolysacchariden, oligosagchariden) {Lie, 1964).
Bij de infectie en knolformatie zijn de zogenaamde nod-genen van de bacterie
betrokken. Deze 10 & 11 genen zijn gelegen ap de Sym-symplast, een buiten de

kern gelegen cirkelvormig stukje DNA. De zogenaamde nif- en fix-genen zorgen
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onder andere voor de aanmaak van de enzymen nitrogenase en hydrogenase die
een rol spelen bij de stikstofbinding. Onder invioed van nitrogenase wordt N, met
Ht gevormd tot NH4+ en H,. Onder invioed van hydrogenase wordt H, met O,
gevormd tot water. Er zijn bacteriestammen die reeds hydrogenase bevatten.

infectie met Rhizobium-bacterién

meristeem van plantecellen
die zorgen voor de groel
van het knolletje

zone waar de
stikstofbinding plaats
vindt; kenmerkend is
de roze kleur

verouderingszone

vaatbundelsysteem

Afb. 2. Infectieproces en ontwikkeling van wortelknolleties op een wontel van sojaboon (bron: FAO)

2.3 Onderzoekstechnieken

Er ziin verscheidene onderzoekstechnieken om biologische stikstofbinding te meten:
verschillen in gewasproduktie en opname van totaal-N, observatie van knolletjes,
onderzoek van xyleemsap, SN-methodieken (Hardarson en Danso, 1993). Bij het
aantonen van Rhizobium-bacterien worden gebruikt: het uitplaten op selectieve
media, serclogische methodieken, antibiotische technieken, DNA patroon en locatie
van nif-genen, fluorescerende anti-ichamen-techniek, NMR techniek, etc.

Het aantal en gewicht van de knolletjes zijn vaak gecorreleerd met de hoeveetheid
vastgelegde N, (Hardarson en Danso, 1993).

In het xyleemsap wordt onder andere stikstof van de wortels naar diverse delen van
de plant getransporteerd. Bij stamslaboon kan deze stikstof naast opname via de
plantenwortels ook afkomstig zijn van wortelknolletjes. Nitraat en ook wel ammonium
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zijn de belangrijkste vormen van stikstof die door de plant worden getransporteerd;
daarnaast kan de stikstof ook in organische vorm voorkomen. Bij Phaseolus-bonen
kunnen deze stikstofrijke moleculen de ureiden, allantoine en allantoinezuur ziin.
Deze ontstaan door activiteit van Rhizobium-bacterién. De mate van aanwezig zijn
van deze ureiden in het xyleemsap van de plant kan duiden op de activiteit van de
Rhizobium-bacterién (Peoples et al., 1989; Herridge et al., 1984; Norhayati et al.,
1988; Rerkasem et al, 1988). Andere viinderbloemigen {bijvoorbeeld Vicia faba)
vervoeren de vastgelegde stikstof hoofdzakelijk als aminozuren, asparagine en
glutamine (Hardarson en Danso, 1993). Deze stoffen worden ook op andere wijze
aangemaakt en zijn daarom niet onderscheidend voor Rhizobium-bacterién.

2.4 Inoculatie

Er zijn verscheidene entstoffen met biologische stikstofbinding commercieel verkriig-
baar. Deze kunnen zin op basis van specificke Rhizobium-soorien, vrifevende
stikstofbindende bacterién, etc. Entstof van VAM-schimmels was in Engetand in 1987
nog niet in de hande! verkrijgbaar (Arias et al., 1987). Genetisch gemanipuleerde
Rhizobia zullen in de nabije toekomst worden geproduceerd (Spokes et al., 1987;
Wacek, 1991,Catt, 1989).

De draagstof van de Rhizobium-bacterién kan onder andere potgrond zijn, maar ook
op basis van olie (Kremer en Peterson, 1982).

Inoculatie met Rhizobium-bacterién is gunstig in gebieden waar nog nooit de speci-
fieke peulvrucht is geteeld. Ook op gronden die met ineffectieve stammen zijn gein-
fecteerd kan inoculatie nuttig zijn; deze ineffectieve stammen benadelen de plant
door het onttrekken van assimilaten en het leveren van weinig stikstof.

Inoculatie als zaadbehandeling komt het meeste voor. Hierbij wordt het zaaizaad
behandeld met een hoeveetheid entstof (meestal via de slurry-methode samen met
behangplaksel, maar het kan ook droog in de zaadbunker, als gepelleteerd zaad of
als gecoat zaad) FAQ,1984. Ook kan de grond worden behandeld (vloeibare con-
centraten, granulaten). De granulaten worden meeétal bij het zaaien toegepast
(Williams et al., 1987; Williams, 1989).
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2.5 Effecten van fungiciden en/of insekticiden op Rhizobium

De vraag doet zich voor of de zaadbehandeling met Rhizobium-bacterién zich laat
verdragen met andere zaadbehandelingen zoals met fungiciden en/of insekticiden.
In een beperkt aantal proeven is dit bij enkele peulvruchten bestudeerd. Thiram is
een veel gebruikt fungicide. Er werden geen nadelige effecten van thiram op de
knolvorming geconstateerd bij erwt {Stovold en Evens, 1580}, bij kikkererwt (Welty et
al., 1988); bij sojaboon (Stovold en Evens, 1980; Singh en Srivastava, 1984; Curley
en Burton, 1975); bij Vigna radiata {Patel et al., 1985, Saraswathi et al., 1988). Een
negatief effect van thiram is gevonden bij sojabonen. Ridomil en Benlate bleken
nadelig te zijn bij stambonen (Ramos en Ribeiro, 1993). Ook andere fungiciden
werden door genoemde onderzoekers onderzocht, maar deze zijn onder de huidige
Nederlandse omstandigheden niet van belang. In verscheidene studies wordt mel-
ding gemaakt van verschillende reacties al naar gelang de gebruikte bacteriestam.
Niet bekend is of het insekticide dichlofention dat in Nederland wordt gebruikt ter
bestrijding van de made van de bonevlieg nadelige effecten heeft op de knoivorming
door Rhizobium phaseoli.

2.6 FEffecten van pH, N en P op de symbiose stamslaboon/Rhizobium
en de opbrengst

Een pH van de grond lager dan 5,0 vermindert de knolvorming sterk (FAQ, 1984).
Het pelieteren van het zaad met kalk heeft een positief effect op Rhizobium bij lucer-
ne (Piinenborg et al., 1890).

Algemeen is bekend dat een hoge stikstofvoorraad in de grond de knolvorming
verhindert. Wanneer de plant de keuze heeft tussen minerale stikstof en stikstof via
de symbiontische stikstofbinding dan wordt meestal de eerstgenoemde stikstof
gekozen omdat deze minder energie kost. Dit is afhankelijk van het ras. Bij sommige
bonerassen is de knolvorming ook bij een hoog stikstofniveau van betekenis (Muller
et al., 1993). Bij lage stikstofniveaus is enige stikstof nodig om de bacterie-activiteit
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op gang te brengen (Tsai et al., 1993).

In enkele proeven op stikstofarme grond werd een hogere opbrengst van stambo-
nen verkregen als men inoculatie met Rhizobium-bacterién toepaste. De inoculatie
komt overeen met een hoeveelheid van 0-70 kg N per ha (FAQO, 1984; Hardarson et
al, 1993). De besparing met entstof NPPL van AGC zou 120 kg N per ha zijjn {Willi-
ams, 1989). Dit werd bevestigd door Birds Eye Foods Lid (UK) (persconlijke mede-
deling, 1992) Er zijn echter ock twiifels. Stikstof is niet de beperkende factor voor de
opbrengst in Mexico (Martinez en Palacios, 1984). '

Het effect van inoculatie op de opbrengst zou kunnen worden vaorspeld uit proeven
met verschillende hoeveetheden stikstofbemesting. Bij een gift van 100 kg N per ha
aan stamslabonen werd de hoogst opbrengst verkregen (Dekker, 1978).

Deling van de stikstofbemesting gaf geen hogere opbrengst. Een goed gewas nam
ongeveer 125 kg N per ha op. Er is een geringe invioed van de stikstofbemesting bij
hoge stikstofniveaus in de grond {Neuve! en Floot, 1990). De hoogst opbrengsten
kwamen voor op lichte klei bij 150 kg N per ha en op zware klei bij 185 kg N per ha.

Een deling van de stikstofbbemesting was gunstig.

Er is een interactie tussen stikstof- en fosfaatbemesting met betrekking tot de op-
brengst van stamsiaboon. Als weinig fosfaat wordt gegeven dan geeft een zwaarde-
re stikstofbemesting geen hogere opbrengst en omgekeerd (Delver, 1952}, Een
verhoging van het P-niveau gaf een hogere produktie van het gewas en van Rhizobi-
um-knolletjes bij stamboon (Pereira en Bliss, 1987; Pereira en Bliss, 1989).

2.7 Effecten van het ras op de symbiose stamboon/Rhizobium

Er zijn grote rasverschillen in biologische stikstofbinding bij stambonen bij droge
oogst (Hardarson et al, 1893). Het percentage opgenomen stikstof dat uit lucht werd
gebonden varieerde van 35 tot 70 % {via de "°N-techniek).

Bij stamslaboon zijn geen rasverschillen met betrekking tot de biologische stikstof-
binding bekend.
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3. PROEFOPZET EN WAARNEMINGEN

3.1 Veldproeven met betrekking tot Rhizobium-entstoffen en stikstof-
hoeveelheden

3.1.1 Objecten

In vier veldproeven zijn effecten nagegaan van vier Rhizobium-entstoffen en onbe-
handeld in combinatie met vier stikstofbemestingshoeveelheden (tabel 1). De be-
langrijkste effecten hebben betrekking op opbrengst van de peulen, fijnheid van de
peulen, gewichtspercentage zaad in de dikste peulen en gewasproduktie. De hoog-
ste hoeveelheid stikstof voor onbehandeld was de voor de praktik geadviseerde
hoeveelheid 150 kg/ha onder aftrek van de hoeveelheid N-mineraal in de laag 0-30
cm enkele weken voor het zaaien, daarnaast is 100-N-min. of 50-N-min. gegeven en
was er een onbemest object. De hoeveelheid N-mineraal was voor de proeven te
Lelystad achtereenvoigens 30, 15, en 40 kg N-min. per ha en voor de proef te
Nieuw-Beerta 26 kg N-min. per ha.

Tabel 1. Vier beproefde Rhizobium-entstoffen met onbehandeld en vier stikstofhoeveelheden (PAGV
Lelystad, 1990, 1991 en 1992; ROC Nieuw-Beerta 1991},

entstof toegepaste kg N per ha

dosering onbemest 50-N-min, 100-N-min. 150-N-min,

onbehandeld + +- + +
NPPL, AGC *Cambridge” 20-25 kgtha + + + +-
Nitragin Liphatech "Milwaukee” 1 kg/ha + + + +-
universiteit "Wageningen* 1 kg/ha + + + +-
universiteit "Uppsala® 1 kg/ha + + + +-

+- niet onderzocht in 1990;

De toegepaste doseringen komen uit op ruim het dubbele van de aanbevolen

doseringen. Dit is bewust gedaan om toch maar vooral effecten te zien. Er werden
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geen nadelen verwacht van een hoge dosering, De hoeveelheid Rhizobium-bacte-
rién is door LU Wageningen bepaald op minimaal 5 x 107 kolonievormende eenhe-
den (c.f.u.) per gram entstof.

De twintig objecten {tabel 1) ziin aangelegd in viervoud met stikstofbemesting als
splitplot en cogsttijd als split-splitplot. In 1992 lag de vogsttijd als splitplot en entstof
als split-splitplot. Het aantal veldjes voar de proef in 1990 was 180 en voor de andere
proeven 240,

3.1.2  Percelen

De proeven in Lelystad zijn uitgevoerd op een zavelgrond met 28% afslibbare delen
en 1,9% organische stof. De pH was 7,7 en het CaCO4-gehalte was 6,3%. De voor-
vrucht was steeds wintertarwe. In het najaar is de fosfaat- en kalibemesting gegeven
en daarna is geploegd. Voor de proeven in Lelystad is bemest met 160 & 180 kg/ha
P,05, 400 kg/ha K,O en in 1992 bovendien met 100 kg/ha MgO. Op 30 augustus
1989 is na de oogst van wintertarwe de laag 0-25 cm onderzocht op fosfaat en kali.
Pw-getal bleek 26, het Kaligetal 20 en het KHCl-gehalte 19 te zijn. Het Pw-getal in de
laag 0-30 cm was op 30 mei 1990 43 en 3 juni 18991 41.

De proef te Nieuw-Beerta is genomen op een zware kleigrond met 68 % afslibbare
delen en 4,5 % organische stof. De pH was 7,5 en het CaCO,4-gehalte was 1,7 %. De
voorvrucht was wintertarwe. In de herfst is na het ploegen 75 kg/ha P,0; en 75
kg/ha K,O gegeven. Het Pw-getal in de laag 0-30 cm was 89 op 3 juni 1991.

3.1.3  Uitvoering

Er is gebruik gemaakt van het zeer fijinpeulige ras Masai afkomstig van S & G Seeds
te Enkhuizen. Het zaad was behandeld met Aatifon (thiram+dichlofention} tegen
kiemschimmels en bonevlieg.

De zaaidatum voor de proeven te Lelystad was 30 mei 1990, 30 mei 1991 en 16 juni
1992 en voor de proef in Nieuw-Beerta 28 mei 1991. Vlak voor het zaaien is de grond
geégd.

Er is gezaaid met een Nodet pneumasem zaaimachine met zes zaai-elementen op
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50 cm. De zaaidiepte was circa 5 cm, aansluitend op de vochtige ondergrond. Er zijn
schijven gebruikt die voorzien waren van 48 gaten van 3,5 mm. De machine-afstelling
kwam neer op 35 zaden per m?2. Het gemiddeld aantal opgekomen planten voor de
vier proeven varieerde van 33 a 35 planten per m?.

De zaaimachine was voorzien van een granulaatpijp per element die uitkwam in de
zaaivoor. Door middel van omgskeerd opgehangen flesjes gevuld met entstof met
een gat in het deksel kon entstof per zaaieiement worden gedoseerd in 1990 en
1991. Met de entstoffen NPPL als granulaat en Nitragin als poeder, ging het doseren
redelijk. Het poeder werd gemengd met droog zilverzand vlak voor het zaaien. Met
de entstoffen van de Landbouw-universiteiten te Wageningen en Uppsala, beide op
veenbasis (of potgrond) was het doseren zeer moeilijk. Deze zijn kort voor het
Zaaien extra gezeefd en gemengd met droog zilverzand (70 gram zand met 10 gram
entstof), maar ondanks deze werkwijze traden toch verstoppingen op door vezel-
restjigs en het snel vochtig wordende zand. in 1892 is de hoeveelheid afgemeten in
een reageerbuisjie en bij het zaaien per zaaielement door een aantal mensen ver-
deeld.

Onbehandelde veldjes zijn het eerst gezaaid om ongewenste Rhizobium-besmetting
te voorkomen. Proeftechnisch was het meeilijk om met een praktijk-zaaimachine de
slangen tot in de zaaivoor bacteriezuiver te houden. Getracht is om de valafstand zo
gering mogelijk te houden {circa 30 cm) en de slangen regelmatig inwendig schoon
te borstelen. De overmaat aan entstof van een bepaalde herkomst zou ervoor moe-
ten zorgen dat de effecten van deze entstof op een bepaald veldje ook konden
worden waargenomen. Het bleek in de praktijk niet uitvoerbaar om af te zien van het
lopen op een bepaald veldje of van het schoffelen om daarmee ongewenste Rhizobi-
um-besmetting te voorkomen. Op de scheidingen is dwars op de trekkersporen een
hoeveelheid grond aangebracht om het regenwater en Rhizobium-bacterién geen
kans te geven zich in de trekkersporen te verspreiden naar andere veldjes.

Na opkomst is een stikstofbemesting gegeven in de vorm van kalkammonsalpeter.
Dit was proeftechnisch gezien de meest geschikte methode. Bij een bemesting
voorafgaand aan de grondbewerking en zaaien zoals in de praktik gebruikelijk is,
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zouden bemeste veldjes door de grondbewerking en versleping moeilijk zijn op te
sporen. Kalkammonsalpeter is een veel gebruikte stikstofmeststof bij aanvang van
aen teelt,

Het begin van de bloei was voor de proeven te Lelystad omstreeks 23 juli 1990, 24
juli 1991, 29 juli 1992 en voor de proef in Nieuw-Beearta 28 juli 1991, Er waren geen
verschillen tussen de objecten wat betreft het begin van de 'bloei. In de blosiperiode
was het in 1990 droog en zeer warm weer. '

Er is geoogst in Lelystad op 13, 16 en 20 augustus 1990; op 16, 20 en 23 augustus
1991; 26 augustus en 1 en 7 september 1992; in Nieuw-Beerta op 19, 22 en 26
augustus 1991.

3.1.4  Waamemingen

Bij begin bloei en bij de oogst zijn planten geanalyseerd op produktie aan wortels,
stengels, bladeren en eventuee! peulen, zowel op basis van vers gewicht als na
drogen gedurende minimaal 2 x 24 uur bij 70 °C. Na beregening van het perceel zijn
de wortels zo goed mogelijk opgerooid, zeer zorgvuldig gewassen en gedroogd bij
70°C. De wortelknolleties zijn eraf gehaald en gedroogd bij 70°C. De geanalyseerde
hoeveelheid planten kwam van 4 rijen & 0,5 m per veldje (bij begin bloei) en van 4
rijen a 1 m per veldije (bij de cogst).

Eveneens bij begin bloei en bij de oogst zijn grondmonsters genomen ter bepaling
van de hoeveelheid N-mineraal. Dit gebeurde in de lagen 0-30 en 30-60 cm bij begin
bloei met 3 prikken per veldje. In 1990 zijn bij de cogst grondmonsters systematisch
genomen van 2 prikken per veldje tussen de planten en 2 prikken per veldje in het
midden tussen de rijen. Er ziin mengmonsters gemaakt per object en daarna zijn ze
gekoeld bij 3°C voor verdere analyse gedurende maximaal 2 weken en gekoeld naar
het BLGG te QOosterbeek gebracht.

Op een aantal tijdstippen is de kleur van het blad op het veld becordeeld,

Bij de oogst in Lelystad in 1990 en 1991 ziin de planten van 4 rijena 1 m (=2 m2} per
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veldje opgerooid en naar een stationaire proefveldplukmachine Borga gebracht.
Daar zijn ze gewogen en geplukt. In Lelystad zijn in 1992 de bonen geplukt met een
1 rijige Pixall plukmachine. De grootte van de veldjes was toen 2 rijen 8 7m (=7 m2).
In Nieuw-Beerta is met de hand geplukt: 4 rijgna 1 m {= 2 ma) per veldje. De peulen
ziin gesorteerd met behulp van een Perfect schoksorteermachine met platen voor-
zien van spijlen op 5, 6, 7, 8, 9 en 10 mm. Ter bepaling van het gewichtspercentage
zaad uit de dikste sortering zijn 20 peulen per veldje genomen bij de proef in 1990
en bij de andere proeven 10 peulen per veldje.

Op elke ocogstdatum in 1990 zijn uit de sorteringen 6-7 en 7-8 mm monsters van ca 1
kg genomen, bewaard in een plastic zak bij 3 °C. Deze peulen ziin op een gelijke
dag beocordeeld op kleur: lichtgroen/donkergroen. De kleur van de peulen bij de
andere proeven is beoordeeld op de cogstdatum zelf.

in 1992 zijn monsters van ongeveer 1 kg peulen van de sortering 7-8 mm op houd-
baarheid getest. Ze zijn gedurends een week bewaard bij 15°C onder zeer vochtige
cmstandigheden onder folie. Daarna is becordeeld op peulen aangetast door de
schimmel Botrytis cinerea en op bruinverkleuring van de peulen.

Bij het begin van de bloei van de proef in Lelystad in 1991 zijn monsters genomen
van het xyleemsap voor ureide- en nitraatanalyse. Er is gekozen voor dit tijdstip,
omdat dit een duidelijk zichtbaar fysiologisch stadium van de plant is. Twee planten
per veldje zijn bij stengelvoet afgesneden (bij de kiemlobben). Hiercp is een plastic
slangetje gezet waarin het xyleemsap gedurende een uur kon opstijgen. Het sap is
met hehulp van injectienaalden opgezogen en in plastic cupjes gedaan. Het sap dat
de eerste 5 minuten in het slangetje kwam is weggegoeoid; dit kan afkomstig zijn uit
stukgesneden cellen. De cupjes zijn ingevroren tot -15°C en bewaard totdat de
bepaling van ureide in het sap kon plaats vinden (2 maanden later).

Eveneens zijn drie planten per veldje gecogst voor een N-totaal-analyse van de
plant. Hiervoor zijn de planten eerst gesplitst in bladschijven en stelen, gedurende 48
uur gedroogd bij 70°C en daarna gematen en geanalyseerd.
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Voor de verdere analyse van ureide en nitraat in het xyleemsap is de procedure
gevolgd van Peoples et al, 1989. Deze is uitvoerig beschreven in het verslag van
Evers, 1992,

3.2 Praktijkproeven

3.2.1 Objecten

Op enkele percelen bij telers van stamslaboon zijn demonstratie-proeven aangslegd
om in praktiksituaties na te gaan of een toepassing van Rhizobium-entstof NPPL
afkomnstig van AGC te Cambridge, zonder aanvullende stikstofbemesting, voordeien
biedt ten opzichte van een stikstofbbemesting volgens het advies. In 1991 en 1992

waren er 0ok geheel onbemeste en onbehandelde proefpercelen.

3.2.2  Percelen

De percelen lagen hemelsbreed circa 25 km van elkaar. Het betrof in alle gevallen
klsigrond. Het % afslibbaar liep uviteen van 39 tot 47. De pH was circa 7,2 en het
organische-stofgehalte 3,2%. Het Pw-getal varieerde van 30 tot 40, Er is circa 100 kg
P,Og gegeven. Bij Dijkstra is na de oogst van de wintertarwe in 1990 gele mosterd
als groenbemester geteeld. Verder is er geen organische bemesting toegepast.
Twee tot vier weken voor de geplande zaaidatum is een grondmonster genomen ter
bepaling van de hoeveelheid N-mineraal in de faag 0-30 cm (en in 1990 bovendien
30-60 cm). De ene helft van het perceel is bemest met een hoeveelheid aangevuld
tot 150 kg N per ha in de laag 0-30 cm (in 1980 0-60 cm). Dit betekende voor het
perceel van De Winter 70 kg N per ha, voor die van Ten Have en Dijkstra 40 kg N
per ha. In 1891 en 1992 is de laag 0-30 ¢m aangehouden; dit betekende voor De
Winter 1991 een gift van 79 kg N per ha en voor Dijkstra in 1991 en 1992 een gift van
respectievelijk 59 en 48 kg N per ha.

De stikstof is voorafgaande aan het zaaien in de vorm van kalkammonsalpeter
gegeven.
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Tabel 2, Overzicht van de hoeveelheid N-mineraat in de grond, de stikstofbemesting, de zaaidatum,
de datum van begin bloei eén de oogst (praktijkproeven slaboon 19380, 1991, 1992).

bedrijf N-min. stikstof- zaai datum  ocogst-
0-30 30-60 bemesting datum begin  datum
datum cm cm kgN/ha bloei
1990 De Winter 244 37 42 70 22-5 13-7 09-08*
1980 Ten Have i7-5 53 54 54 31-5 237 23-08
1690 Dijkstra 1-6 56 55 40 26-6 6-8 11.09
1591 De Winter 5-6 71 84 79 87 198  16-09
1991 Dijkstra 12-6 59 34 59 17 228 23-09
1992 Dijkstra g2 48 27 218 23-09

* Bij De Winter 1990 is op 9 augustus het perceel bemonsterd en is op 13 augustus het perceel
geoogst.

Het zaaien is over vrijwel een heel seizoen gebeurd: van 22 mei tot 11 juli (tabel 2).
Gezaaid is met een Monosem precisiezaaimachine met 12 elementen op een afstand
van 50 cm. De zaaidiepte was 3 & 4 cm op vochtige ondergrond. De rijsnelheid was
circa 5 km per uur,

Met het zaaien is begonnen op het bemeste deel van het proefveld om ongewenste
Rhizobium-besmetting te voorkomen. De proeven zijn uitgevoerd met het ras Masai
vitgezonderd De Winter in 1991 met het ras Odessa. De gebruikte rassen waren
behandeld met Aatifon (thiram+dichiofenthion) tegen kiemschimmels en de bone-
vlieg.

De zaaimachine had een granulaatstrooier waarbij een bak twee zaai-elementen
bediende, De pijp van de granulaatstrocier mondde uit in de zaaivoor. Rhizobium-
entstof is in de bakken gedaan en daarna is het onbemeste deel van het proefveld
gezaaid. Bij het eerste perceel was de Rhizobium-entstof iets vochtig zodat deze niet
goed doorstroomde. Van de geplande hoeveelheid van 10 kg Rhizobium-entstof per
ha is daar iets afgeweken: gemiddeld 8 kg per ha. Bij de overige percelen is een
andere partij Rhizobium-entstof gebruikt die droger aanvoelde en die dit probleem
niet had,

In 1991 is bij Dijkstra een extra proef aangelegd met 12 rassen op ek van de drie
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proefpercelen; het bemeste, het behandelde en het onbehandelde (tabel 3). Het
doel hiervan was om na te gaan of er bij het vormen van de stikstofknolleties ook
rasverschillen zouden zijn. Verder is deze proef niet bespaten met een fungicide
tidens de bioei zodat rasverschillen in gevoeligheid voor de schimmel Botrytis
cinerea zouden kKunnen optreden. Ook stikstofniveaus zouden invliced kunnen
hebben op gevoeligheid voor Botrytis. Deze proet is gezaaid met een handzaaima-
chine op 22 juli. De proef was in drievoud met een veldgrootte van 3 rijen 2 9 m {108
veldjes). Gemiddeld waren er minder planten per m? bij het gedeelte dat bemest is
met stikstof, De zaaitechniek liet te wensen over. De objecten zijn vanwege tijdge-

brek nist naar een ongeveer gelijk niveau teruggedund.

Tabel 3. Overzicht en herkomst van de deelnemende rassen en aantal planten per m? voor de dria
proefpercelen: geent met 10 kg NPPL per ha; niet met stikstof bemest; bemest met 891 kg N
per ha, (praktijkproeven met slaboon bij Dijkstra in 1991).

ras herkomst aantal planten per m
NPPL onbemest 9t kgN
10 kg per ha perha
Nun 9271 Nunhem's zaden 29 25 21
89 AS 1234 Royal Sluis 23 17 19
Swing Pop Vriend 34 24 23
Cantare Pop Vriend 29 25 23
Linera Pop Vriend 33 26 20
Lasso 8 & G Seeds 28 21 15
Astrel Vilmorin 28 23 33
Trian Nunhem's zaden a2 27 24
Odessa Holland Select 25 18 16
Pluto S & G Seeds 29 23 23
Masai S & G Seeds 29 27 24
Niki Royal Sluis 38 36 3
gemiddeld 30 24 23

In 1992 is bij Dikstra een extra proef aangelegd met diverse entstoffen die in de
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zaaibak van de zaaimachine aan het zaad zijn toegevoegd. Met name met de toe-
passing van HiStick, en de entstof van S & G Seeds zou ervaring kunnen worden
opgedaan. Enkele objecten zijn uitgevoerd met zaad dat niet is behandeld met
Aatifon ({thiram + dichlofention} tabel 4, De proef is in tweevoud aangelegd met een
veldgrootte van 6 x 50 m.

Helaas begon het te motregenen halverwege het zaaien van de proef zodat het
wisselen van zaad en entstof moeiiijk verliep. Door de lengte van het veldje en de
relatief grote hoeveelheid zaad, werd verwacht dat de objecten elkaar niet zouden
beinviceden.

Tabel 4. Overzicht van de gebruikte Rhizobium-entstoffen, herkomst daarvan, en al of niet met
Aatifon behandeld zaad (praktijkproef met slaboon, ras Masai bij Dijkstra, in 1992).

entstof herkomst zaad-
behandeling
onbehandeld ja
NPPL AGC Cambridge a
HiStick AGC Cambridge ja
Nitragin LiphaTech Milwaukee ja
Lu Wageningen ja
Lu Uppsala ja
S & G Seeds ja
S & G Seeds nee
cnbehandeld nee

3.2.3  Waarnemingen in de praktijkproeven

Voor het starten van de proef, bij begin bloei:en ook bij de cogst zijn grondmonsters
genomen ter bepaling van de hoeveelheid N-mineraal {4 prikken per object).

Bij begin bloei en bij de oogst zijn vok gewasmonsters genomen (4 plekken 4 1t m
per object}. Hiervan zijn de peulen geplukt en is de opbrengst, sorteringsverhouding
en het gewichtspercentage zaad bepaald. Op de in tabe! 3 genoemde cogstdatum

zijn de gewasanalyses uitgevoerd. De praktijk- cogstdatum was bij De Winter op 13
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augustus en bij de andere bedrijven op de genoemde cogstdatum.

Bij de proef met enkele rassen bij Dijkstra in 1991 is van 3 rijen a 1 m het aantal
peulen en het aantal door Botrytis aangetaste peulen bepaald op 26 september en 3
oktober. Van het proefperceel met Rhizobium-entstof zijn de wortels opgerooid van
1 m per veldie. Deze wortels zijn voorzichtig schoon gespoeld en de wortelknolietjes
zijn eraf gehaald. Ze zijn gedroogd gedurende minimaal 48 uur bij 70°C.

De praktijkopbrengst is eveneens bepaald op grotere schaal. Bij De Winter 1990 is
dit gebeurd door de twee gedeelten van het perceel geheel apart te cogsten en de
bonen te wegen. Bij Ten Have is de bepaling vitgevoerd door enkele meters links en
rechts naast de scheiding een lange baan te oogsten totdat de bunker op de pluk-
machine vol was (naar schatting 1400 kg bonen). Door omrekening van het aantal
geoogste m? kon de opbrengst in ton/ha worden uitgedrukt. Deze wijze is ook ge-
volgd bij de proef De Winter in 1891. Bij Dijkstra 1990 en 1891 zijn eveneens twee
lange banen geoogst, maar de bonen zijn apart in een aantal kuubskisten gestort
naar een weegbrug gereden en gewogen. In 1992 zijn de velden apart in Kuubs-
kisten geoogst en bij de schuur gewogen. _

Hieruit is een monster van ongeveer 5 kg genomen voor bepaling van de sorteerver-
houding en het gewichtspercentage zaad van de dikste peulen.

3.3 Laboratoriumproef met betrekking tot indrogen van entstof

In een laboratoriumproef werd onderzocht in hoeverre indrogen van Rhizobium-
granufaat NPPL afkomstig van AGC te Cambridge invloed had op de kolonievorming
van de bacterie op voedingshodem. Het granulaat kan met een granultaatstrooder bij
het zaaien worden meegezaaid. Het granulaat is iets vochtig en kan daardoor in een
enkel geval moeilijk verstrooibaar zijn. Het indrogen had tot doel de verstrooibaar-
heid te verbeteren. De vraag was in hoeverre door droging een dalfing van het aantal
bacterién teweeg zou worden gebracht. Het vochipercentage van het granulaat
bleek 21,6% te zijn na drogen gedurende 24 uur bij 105°C. Dit gaf een kluiterig
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moeilijk verstrooibaar produkt. Ten opzichte van een onbehandeide controle werd
granulaat ingedroogd gedurende respectievelijk 30, 60 en 80 minuten bij 22°C. De
ingedroogde hoeveelheid granulaat is in 10 ml gesteriliseerd water overgebracht en
geschud. Na verdunnen in vijf trappen (0,1 ml uit 10 ml vioeistof) en beénten van de
voedingsbodem werd het aantal kolonies gsteld na 2 en 5§ dagen bij 22°C. De voe-
dingsbodem was een gist-mannitol agar (Vincent, 1970). De proef is in viervoud
vitgevoerd a 1 petrischaal per veldje.

3.4 Laboratoriumproef met betrekking tot gevoeligheid voor fungici-
den

Bij het zaaien kan het zaad behandeld ziin met een fungicide / insecticide. Bij stam-
slaboon in Nederland is dit meestal Aatifon {thiram-+dichlofention). De vraag is of
Rhizobium-bacterién hiervan nadelen ondervinden. De gevoeligheid van Rhizobium
phasecli bacterién voor enkele fungiciden en concentraties werd in het laboratorium
nagegaan. Het middel Aatifon bleek echter bij het starten van het onderzoek niet
aanwezig te zijn, wel enkele andere fungiciden die in resultaten van proeven (litera-
tuur) worden vermeld. De fungiciden koperoxychloride 50%, iprodion 50%, thiram
50%, captan 83%, trichloronaat 20% en mancozel 45% werden in drie concentraties
(1,5, 15 en 150 ppm} met Rhizobium-bacterién over een voedingsbodem uitge-
smeerd. De voedingsbodem was een gist-mannitol agar (Vincent, 1870). De midde-
len werden opgelost in gesteriliseerd water., Er werd een hoofdoplossing gemaakt
van 1,5 g actieve stof in 100 mi water. Vanuit deze hoofdoplossing werden drie
verdunningen gemaakt, telkens 10 maal verdund door 1 m! oplossing over te bren-
gen in 9 mi water. De voedingsbodem in petrischalen werd eerst beent met het
betreffende middel en nadien met bacteriesuspensie. Deze hoeveelheden werden
naast elkaar afzonderlijk aangebracht eom direct contact te vermijden. Vervolgens
werd de petrischaal op een draaibaar statief geplaatst en werd het middel en de
bacteriesuspensie over de voedingsbodem gesmeerd. Na 6 dagen bij 22°C ziin de
schalen op kolonievorming gecontroleerd. De behandelingen werden in zeven
herhalingen uitgevoerd a 1 petrischaal per veldje.
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3.5 Kasproef met betrekking tot gevoeligheid voor fungiciden/insekti-
ciden '

In een kasproef met stamslaboon op substraatcultuur werd het zaad behandeld met
respectievelijk de middelen Aatifon (thiram + dichlofention), thiram en Phytosol
(trichicronaat). De dosering was respectievelik 4, 2 en 4 gram handelsprodukt per
kg zaad. De proef is uitgevoerd met de rassen Minidor en Masai. Het aantal herhalin-
gen was zes. Eris op 1 maart 1991 gezaaid, op 8 maart geplant en op 14/15 mei
geoogst. De proefmethodiek was vrijwel gelijk aan die welke hierna wordt beschre-
ven.

Er is onder andere gekeken naar de kleur van het blad, de ontwikkeling van de
plant, peulopbrengst en nodulatie door Rhizobium-bacterién. Tijdens de ocogst is de
drogestofproduktie vastgesteld van bladeren en stengels, peulen, wortels en knolle-
tjes, na drogen gedurende minimaal 48 uur bij 72°C.

3.6 Kasproeven met betrekking tot stikstof- en fosfaathoeveelheden

Om Rhizobium-entstoffen op eenvoudige wijze te screenen werd ervaring opgedaan
met substraatcultuur zoals beschreven door Lie, 1964.

Bij de eerste proef is het ras Masai op 5 september 1980 gezaaid. Bij de tweede
proef is het ras Minidor gezaaid op 1 maart 1991. Een hoeveelheid stamslabonen is
gezaaid in een bak met vochtig potgrond (in 1990) of in vermiculite (in 1991). Toen
de lengte van de wortel ongeveer 5 cm was zijn ze overgeplant in een koffiebekertje
gevuld met perlite (in 1990) of met vermiculite (in 1981). De wortels zijn eerst schoon-
gespoeld en vervolgens nagespoeld met gedemineraliseerd water. in de bodem van
het koffiebekertje was een gat gesneden waarin een stuk filtreerpapier was gesto-
ken. In 1990 werd de wortel werd heel voorzichtig langs het filtreerpapier naar buiten
geleid; in 1991 zijn twee extra gaten gemaakt waardoorheen de wortels konden
groeien; ze zijn er niet doorheen geleid. Het bekertie werd afgevuld met perlite {in
1990) of met vermiculite (in 1991) en op een glazen pot met voedingsoplossing
gezet.
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De glazen pot had een inhoud van 600 ml. Deze was eerst voorzien van een zwarte
en vervolgens van een witte laag verf. De zwarte laag diende om intredend licht en
daarmee algengroei te voorkomen en de witte laag diende ervoor te zorgen dat de
temperatuur in de pot niet te hoog op liep. Ze werden gevuld met 500 ml voedings-
oplossing volgens Lie, 1984. Deze voedingsoplossing bestond uit MgSQ,.7H,0,
0,25 g, CaS0,2H,0, 0,32 g; Fe+++-citraat, 30 mg; MnSO,.H,0, 0,758 mg;
ZnS0,.7H,0, 0,25 mg; CuSQ,.5H,0, 0,25 mg; HzBO,, 025 mg, Na,Mo0,.2H,0,
0,05 mg; 1000 ml gedemineraliseerd water. Lie, 1964 gebruikte bovendien K;HPO4
0,36gen KH2P04 0,12 g.

In de beide proeven is gevarieerd met stikstof- en fosfaathoeveelheden in de voe-
dingsoplossing (tabel 5).

Tabel 5. Proeftvarianten voor wat betreft de stikstof- en fosfaatvoorziening in de voedingsoplossing

proef proef KNO, KNO, KHPO, KH,PO,
1960 1991 g per ppm g per q per
Lelystad Leeuwarden 500 ml 500 mi 500 mt
NO 0 0 0 0
N1 0,033 0,093
Nt 0,04 0,111
N2 0,066 0,185
N2 0,08 0,222
N3 0,10 0,278
N3 0,12 0,333
N4 0,16 0,444
N5 0,20 0,555
M 0,06 0,02
P2 012 0,04
Pi* p3* 0,18 0,06
P2 0,36 012
P3 0,72 0,24

* Hoeveelheden overeenkomend met Lie, 1964,

In 1990 zijn bij het begin van de bloei de genoemde stikstofhoeveelheden nog eens
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toegevoegd als proefvariant. De proef 1990 was aangelegd als een blokkenproef in
viervoud (totaal 120 potten). In 1991 is als proefvariant wel of geen Rhizobium ent-
stof in de vorm van granulaat NPPL afkomstig van AGC te Cambridge toegediend.
Een hoeveelheid 400 mg werd over de vermiculite gestrooid en lichtjes met een
spatel ingewerkt. Vervolgens is de vermiculite overgoten met aen kleine hoeveelheid
gedemineraliseerd water om de bacterién in te spoelen. De proef 1991 is vitgevoerd

als een blokkenproef in viervoud {totaal 96 potten).

De planten groeiden redelijk goed. De potten werden 1 & 2 maal per week bijgevuld
met gedemineraliseerd water; daar waar weinig gewasontwfkkeling plaats vond
hoefde cok weinig te worden bijgevuld. In de eerste proef in de herfst is bijbelichting
gegeven.

Op enkele tijdstippen gedurende bloei en peulzetting zijn visuele indrukken vastge-
legd over de kleur van de bladeren en de ontwikkeling van de ptanten. De ocogst van
de eerste proef vond plaats op 15 novemnber en van de tweede prosf op 10 mei. Bij
de oogst zijn de planten hij de zaadlobben afgesneden. Van het gewas en de peulen
is de geproduceerde hoeveelheid drogestof bepaald. Het drogen vond plaats
gedurende minimaal 48 uur bij 70°C.
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4. RESULTATEN

4.1 Resultaten veldproeven

4.1.1 Opbrengst

De opbrengst nam toe bij een later cogsttijdstip. Het opbrengstniveau bij het eerste,
tweede en derde cogsttijdstip was voor de proeven te Lelystad respectisvelijk 13, 16
en 17 ton per ha in 1990; 7, 10 en 13 ton per ha in 1991; 18, 19 en 20 ton per'ha in
1992 en voor de proef te Nieuw-Beerta 11, 12 en 12 ton per ha. (zie ook bijlagen 1
t/m 4). De tweede en derde oogst van de proeven te Lelystad en de eerste en twee-
de oogst van de proef te Nieuw-Beerta zijn bij een vergelijkbaar oogsteriterium
(zaadpercentage) uvitgevoerd. In de daartussenliggende perioden nam de opbrengst
toe met 630, 830, 330 en 400 kg per ha per dag voor respectievelijk de proeven te
L.elystad in 1990, 1991 en 1992 en voor die te Nieuw-Beerta,

Bij een toename van het stikstofbemestingsniveau nam de opbrengst in het alge-
meen toe. De toename was het sterkst in de proeven genomen in Lelystad in 1990
en 1991, In tabel 6 zijn de cpbrengsten weergegeven bij een gelijk cogsteriterium:
een zaadpercentage van 16 %. Gemiddeld over alle objecten was de opbrengst 13,
14, 15 en 16 ton per ha bij de stikstofbemestingsniveaus van respectievelijk onbe-
mest, 50 kg N per ha -N-min., 100 kg N per ha -N-min. en 150 kg N per ha -N-min.
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Tabel 6. Gemiddelde opbrengst (ton per ha) bij 16% zaad in de dikste peulen. Rhizohium-entstoffen
afkemstig van AGC Cambridge (NPPL), LiphaTech Milwaukee (Nitragin), Wageningen en
Uppsala. Stikstofbemestingsniveaus 0, 50, 100 en 150 kg per ha -N-min. (stams!aboon
Masai, PAGV Lelystad, 1990, 1991 en 1992 en ROC Nieuw-Beerta 1981).

stikstofbernesting (kg N per ha N-min.)

entstof 0 50 100 150 gem,
onbehandeld 13,05 13,81 14,90 15,60 14,34
NPPL 13,18 14,35 14,95 15,45 14,48
Nitragin 12,87 13,92 14,95 16,84 14,65
.U Wageningen 12,55 13,67 15,15 15,57 14,24
LU Uppsala 12,95 13,75 14,95 15,37 14,26
gem, 12,92 13,90 14,98 15,77 14,39

LSD (0,05) = 0.83 «»

Er waren geen betrouwbare verschillen in opbrengst tussen de gebruikte Rhizobi-
um-entstoffen en anbehandeld bij een vergelijkbaar oogsteriterium {zaadpercentage
van 16%). Er kwamen ook weinig stikstofknolleties voor, waarschijnlijk vanwege een
hoge stikstofmineralisatie. Bij een laag stikstofbemestingsniveau leek de entstof
NPPL (Cambridge) gemiddeld een iets hogere opbrengst te geven dan onbehan-
deld en bij een hoog stikstofbemestingsniveau de entstof Nitragin (Milwaukee), maar
dit was niet betrouwbaar. In elk van de vier proeven werd de opbrengst sterk ver-
hoogd door de stikstofbemesting (p<0,01). Ook was er in elk van de vier proeven
een sterke invloed van de cogstdatum {p «0,01). Er waren geen interacties, uitge-
zonderd in de proef te Lelystad in 1991 bij stikstof * oogstdatum.



Tabel 7. Relatieve opbrengst bij 16% zaad in de dikste peulen, 100% is de opbrengst bij 150 kg N
per ha -N-min. (Rhizobium etc., zie tabel 6}.

stikstofbemesting (kq N per ba - N-min.}

entstof 0 50 100 150

onbehandeld 84 89 96 100
NPPL 84 92 96 99
Nitragin 83 89 86 108
LU Wageningen 80 88 97 100
LU Uppsala 83 88 96 99

In tabel 7 is de relatieve opbrengst weergegeven, waarbij de opbrengst bij 150 kg N
per ha op 100% werd. De opbrengst bij 100 kg N-Nmin per ha en 50 kg N per ha N-
min. en onbemest was respectievelik 96, 89 en 84%. Bij een iets later oogsttijdstip
(18% zaad met een hoger opbrengstniveau) was dit respectievelijk 96, 82 en 76%.
Kennelijk is bij een relatief laag opbrengstniveau een geringe hoeveelheid N voldoen-
de en zijn effecten van hoge N hoeveelheden geringer.

4.1.2  Zaadpercentage

Het zaadpercentage nam toe bij een later oogsttijdstip. Bij het eerste, tweede en
derde oogsttijdstip was het zaadpercentage voor de proeven te Lelystad respectie-
velik 9,5, 15,7 en 22,1 in 1990; 9,5, 14,4 en 20,3 in 1891; 11,0, 15,5 en 18,6 in 1992
en voor de proef te Nisuw-Beerta 15,0, 21,1 en 32,5. (zie ook de bijlagen 5 t/m 8).
Van het tweede naar het derde ocogsttijdstip in de proeven te Lelystad was de stij-
ging in zaadpercentage achtereenvolgens 1,6, 2,0 en 0,5 punt per dag. In de proet
te Nieuw-Beerta was tussen het eerste en tweede oogsttijdstip de stijging in zaad-
percentage 2,0 punt per dag,

Een lager zaadpercentage bij een bepaalde: proefvariant duidt op een verlating. In de
proeven in 1991 gaf een toename van het stikstofbemestingsniveau een lager zaad-
percentage. In de proeven te Lelystad in 1990 en 1992 lieten de beproefde stikstof-
bemestingsniveaus een vergelijkbaar zaadpercentage zien. In 1992 verkreeg het
tussenliggende niveau van 100 kg N per ha -N-min. een laag zaadpercentage bij alle
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behandelingen; de ocrzaak hiervan is niet duidelijk.

Bij gebruik van de beproefde Rhizobium-entstoffen was het zaadpercentage weinig
of niet verschillend van dat van onibehandeld. In de proef te Lelystad in 1990 was het
zaadpercentage lager indien de entstoffen Nitragin, NPPL en die van de Landbouw-
universiteit Wageningen werden gebruikt. In de proef van 1991 was het zaadpercen-
tage lager bij gebruik van de entstoffen NPPL en van de Landbouwuniversiteit
Uppsala. In de proef van 1992 was het zaadpercentage lager indien de entstoffen
NPPL en die van de beide Landbouwuniversiteiten werden gebruikt. In de proef te
Nieuw-Beerta was het zaadpercentage lager bij gebruik van de entstoffen NPPL en
Nitragin. Zoals hierboven is vermeld zijn de opbrengsten door lineaire interpolatie
gecorrigeerd naar een zaadpercentage van 16%. Daardoor konden vroeghsidseffec-
ten van de proefvarianten worden genivelleerd.

In elk van de vier proeven nam het zaadpercentage toe bij latere datum {p <{,01),
ook nam het zaadpercentage toe bij toename van de stikstothoeveelheid in de beide
proeven in 1991. De interactie entstof * cogstdatum was significant in de proef te
Nieuw-Beerta 1931 en de interactie stikstof * oogstdatum in de proef te Lelystad in
1991.

4.1.3  Fijnheid van de peulen

Het onderzochte ras Masai kan zeer fijnpeulig worden genoemd. De sortering van
de peulen kan in de proeven van 1990 en 1991 fijner zijn uitgevallen dan in de prak-
tijk, vanwege meer breuk door de geringe afstellingsmogelijkheden van de stationai-
re proefveld-plukmachine. In 1992 is een eenrijige plukmachine gebruikt die ook in
de praktijk gangbaar is bij teelt voor de verse markt.

Bij een later oogsttijdstip worden grovere peulen geoogst. Het percentage peulen
groter dan 7 mm was bij de eerste, tweede en derde oogst van de proeven te Lely-
stad respectievelijik 29, 34 en 45 % in 1990; 29, 33 en 36 % in 1991; 21,35en 53 % in
1892; en voor de proef te Nieuw-Beerta 35, 40 en 47 % (zie ook bijlagen 9 t/m 12).
Door cogsttijdstippen te kiezen met een vergelijkbaar cogstcriterium (een zaadper-
centage van 16 %) kunnen de proeven goed met elkaar worden vergeleken. Dit
betekende voor de proeven te Lelystad het tweede en derde oogsttijdstip en voor
die te Nieuw-Beerta het eerste en tweede oogsttijdstip. De stijging in percentage
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peulen groter dan 7 mm tussen deze tijdstippen was respectievelik 3, 1, 3 en 2 punt
per dag.

Gemiddeld over de overeenkomende tidstippen was de sorteerverhouding van de
peulen 12 % 5-6 mm, 42 % 6-7 mm, 34 % 7-8 mm en 5 % 8-9 mm. De beide proeven
in 1891 toonden een hoger aandeel fijlne peulen dan de andere proeven. Voor de
afzonderlijke proeven was de sorteerverhouding voor gencemde oplopende maten
als volgt. Voor de proeven te Lelystad was de sorteerverhouding respectievelijk 10,
51,35en 4 % in 1990; 18, 47, 28 en 7 % in 1991; 8, 48, 41 en 3 % in 1992; en voor
de prosf te Nieuw-Beerta 14, 48, 31 en 7 %. In de prdeven te Lelystad in 1991 en
1982 en in die te Nieuw-Beerta is ook gesorteerd op de maat 6,5 mm. Het aandeel
peulen van 6-6,5 mm was voor die proeven respectievelijk 23, 19 en 22 %.

Bij een stikstofbemestingsniveau van 100 of 150 kg N per ha -N-min. waren de
peulen grover dan bij esn lager stikstofbemestingsniveau. In tabel 8 is het percenta-
ge peuien groter dan 7 mm weergegeven dat bij een vergelijkbaar oogstcriterium
{een zaadpercentage van 16 %) is behaald. Gemiddeld over alle objecten was het
percentage peulen groter dan 7 mm 32, 33, 39 en 39 % bij de stikstofniveaus van
respectievelijk onbemest, 50 kg N per ha -N-min., 100 kg N per ha -N-min. en 150 kg
N per ha -N-min,

Tabel 8. Percentage peulen > 7 mm bij 16% zaad in de dikste peulen (Rhizobium elc,, zie tabel 6).

stikstofbemesting (kg N per ha -N-min.)

entstof 0 50 100 150 gem.
onbehandeld 32 A 39 39 35
NPPL 35 34 41 39 37
Nitragin 33 34 39 42 37
LU Wageningen 29 34 39 40 36
LU Uppsala 3 3t 38 38 35
gem. 32 33 39 39 36

LSD (0,05} = 1,53 «



Bij gebruik van de Rhizobium-entstof NPPL werden de peulen grover dan onbehan-
deld, met name bij onbemest en bij een stikstofbemestingsniveau van 100 kg N per
ha -N-min. Bij de entstof Nitragin waren de peulen grover dan onbehandeld, met
name bij 150 kg N per ha -N-min. Variantie-analyse op het percentage peulen > 7
mm in elk van de vier proeven gaf alleen significante verschillen bij het hoofdeffect
Stikstof en bij het hoofdeffect Qogstdatum. De interacties waren niet significant.

4.1.4  Gewasproduktie

Bij het begin van de bloei en bij de oogst zijn waarnemingen verricht ten aanzien van
de gewasproduktie. Dit gebeurde op basis van vers en droog gewicht van bladschij-
ven, stelen, wortels en bij de oogst ook peulen. Het doel hiervan was om verklarin-
gen voor opbrengstverschillen te kunnen geven. De resultaten zijn vastgelegd in de
tabellen 9 t/m 12 en de bijlagen 13 t/m 16,

Tabel 8, Gewasproduktie op basis van vers- en drogestof-gewicht en percentage drogestof van het
hovengrondse gewas (Rhizobium ete., zie tabel 6).

proef vers droog percentage
{ton per ha} (ton per ha) drogestof
bloei oogst bloei oogst blosei oogst
Letystad 1990 73 73 1.3 66 15,8 170
Lelystad 1991 55 30,0 1,0 - 16,9 -
Lelystad 1992 15,2 53,7 2,6 73 15,6 12,8
Nieuw-Beerta 1991 7.6 23,3 1.5 - 18,2 -
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Tabel 10. Gewasproduktie (ton per ha) op basis van vers gewicht (Rhizabium etc., zie tabel &),

tijd- proet stikstofbernesting (kg N per ha - N-min.)

stip 0 S0 100 150 LSD 0,05

bloei L 1990 6,5 71 8,0 - 04 o
L 1991 33 55 6.6 6,4 05 o
L 1992 14,0 13,4 16,4 17,0 06 <«
N 1991 6.6 - - 8.7 -

oogst L 1990 35,7 36,2 39,6 - 1.8 =
L 191 229 30,3 34,8 376 09 <
L 1992 50,4 482" 57,0 69,0 1.9 <
N 1991 214 22,6 24,7 253

Tabel 11. Gewasproduktie {ton per ha) op basis van vers-gewicht (Rhizobium etc., zie tabel 6).

tijd- proef Rhizebiurn-entstoffen
stip onbe- NPPL Nitragin RV LU
handeld Cam- Mil- Wage- Upp- LSD 0,05
bridge waukee ningen sala

bioei L 1990 7.5 7.7 7.5 7,0 6,8 04 o
L 1991 56 5,5 53 54 5,5 065 e
L 1982 15,2 154 15,8 14,9 14,8 06 =
N 1591 6,6 6.5 81 6.6 6,4 -

ocogst L 1990 35,9 38,1 39,7 357 37.0 31
L1991 30,0 30,7 29,1 29,3 30,7 22 o
L 1992 54,6 53,2 52,7 52,7 54,0 20 e
N 1991 234 22,5 23,0 23,9 23,8 0.7 <

38



Tabel 12. Gewasproduktie op basis van vers gewicht; gewichtspercentage bladschijven, stelen en
peulen (Rhizobium etc., zie tabel 6).

tijd- proef percentage percentage percentage
bladschijven stelen peulen

bloei L 1990 57 43 -

L 1991¢ 64 36 -

L1982 52 48 -

N 1991 56 44 -
oogst L1990 18 18 64

L 1992 17 23 60

In de proeven in 1990 en 1891 is op meerdere tijdstippen bij de oogst de gewaspro-
duktie vastgelegd. De toename van de gewasproduktie van het tweede naar het
derde oogsttijdstip van de proeven te Lelystad was in 1990 en 1991 respectievelijk
740 en 700 kg per ha per dag, en van het eerste naar het tweede oogsttijdstip van
de proef te Nieuw-Beerta 330 kg per ha per dag. In de navoigende tabellen wordt
uitgegaan van de analyse van het gewas die op een tijdstip bij de oogst is uitge-
voerd.

De gewasproduktie was zeer hoog in de proef te Lelystad in 1992. Dit kwam waar-
schijnlijk door een ongestoarde groei bij warm weer en een goede vochtvoorziening.
Bij het begin van de bloei was er in deze prosf reeds gemiddeld 15 ton per ha en
deze hoeveetheid nam toe tot gemiddeld 54 ton per ha bij de oogst. In de andere
proeven was dit ongeveer 7 ton per ha bij het begin van de bloei en ongeveer 30 ton
per ha bij de ocogst. in de peulzettingsfase kwam er zeer veel gewasmassa bij met
name door de groei van de peulen.

Bij een toename van het stikstofbemestingsniveau nam de gewasproduktie toe. Dit
kwam niet alleen bij het begin van de bloei tot uiting, maar ook bij de cogst. Zeer
opvallend was in de proef van 1892 dat onbemeste objecten zo'n hoge gewaspro-
duktie gaven. De groei-omstandigheden waren, zoals eerder is gezegd, zeer goed te
noemen. In deze proef behaalde het tussenliggende object van 50 kg N per ha -

39



N-min. een iets lagere gewasproduktie dan het onbemeste object; hiervoor kon
geen verklaring worden gegeven.

Voor wat betreft de gebruikte Rhizobium-entstoffen waren de verschillen niet erg
consistent over de proefjaren. De Rhizobium-entstof NPPL gaf in de proef te Nieuw-
Beerta bij de oogst een lagere gewasproduktie dan onbehandeld. De entstof Nitra-
gin gaf in de proef te Nieuw-Beerta bij de bioei een hogere gewasproduktie dan
onbehandeld. In de proef te Lelystad in 1992 gaf deze entstof bij de bloei een hoge-
re en bij de oogst een lagere gewasproduktie dan onbehandeld. De entstof van de
Landbouw-universiteit Wageningen gaf in de proef genomen in 1990 bij de bloei een
lagere gewasproduktie evenals in die van 1992 bij de oogst. De entstof afkomstig
van de Landbouw-universiteit Uppsala gaf een lagere gewasproduktie bij de bloei in
de proef van 1990.

De gewasproduktie kan worden onderverdeeld in bladschijven, stelen, wortels en
peulen tabel 13. Bij het begin van de bloei was er van het bovengrondse deel van de
planten ongeveer 57 % bladschijven en 43 % stelen. De bloemen en bloemknoppen
zijn steeds bij de stelen gevoegd. Bij de cogst werd ongeveer 18 % bladschijven, 20
% stelen en 62 % peulen gevonden. Met name de bladschijven van kiembladeren en
het eerste drietallig blad zijn afgevallen waardoor er naar verhouding meer stelen
achterblijven.

Bij een toename van het stikstofbemestingsniveau werd bij het begin van de bloei
een iets hoger gewichtspercentage bladschijven gevonden én een iets iager percen-
tage stelen, maar de verschillen waren zeer gering. Bjj de oogst waren de verschillen
groter. Bij een toename van het stikstofbemestingsniveau waren er naar verhouding
minder bladschijven, meer stelen en minder peulen.

Bij gebruik van de beproefde entstoffen werden er geen verschillen geconstateerd
ten aanzien van de gewichtsverhouding bladschijven, stelen, wortels en peuten.
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Afb. 3. Reilatie tussen de gewasproduktie bij de bloei en die bij de oogst.

In afb. 3 is de gewasproduktie van de objecten met diverse stikstofbemestingsni-
veaus bij het begin van de bloei uitgezet tegen die bij de oogst. Er was een rechtlij-
nig positief verband. Een gewasproduitie van 8 ton per ha bij het begin van de bloei
was toegenomen tot 35 ton per ha bij de cogst. Van dezelfde objecten is ook de
relatie tussen de gewasopbrengst bij het begin van de bloei uitgezet tegen de
peulopbrengst (afb. 4). Bij een gewasproduktie tot een niveau van 12 ton per ha bij
het begin van de bloei nam de peulopbrengst nog sterk toe. Een nog hogere ge-
wasproduktie bij het begin van de bloei leverde geen hogere peulopbrengst meer
op. In de proeven werd bij een gewasproduktie.van 8 ton per ha bij het begin van de
bloet een peulopbrengst van 15 ton per ha verkregen en bij 12 3 16 ton per ha een
peulopbrengst van 19 ton per ha. Een en ander betekende dat de stijging in gewas-
produktie in de peulzettingsfase van 12 naar 45ton per ha en van 16 naar 55 ton per
ha in beide gevallen een peulopbrengst van 19 ton per ha opleverde.
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Afb. 4. Relatie tussen de gewasproduktie bij de bloei en de peulopbrengst.

4.1.5  Drogestofproduktie

Bij het begin van de bloei was de produktie van drogestof 1 & 1,5 ton per ha; bij de
proef in 1992 was dit al 2,6 ton per ha. Zoals eerder is vermeld waren in dat jaar de
omstandigheden voor een ongestoorde groei ideaal. In de periode tussen het begin
van de bloei en de cogst nam de drogestofproduktie {oe met ongeveer 5 ton per ha.
Dit is ongeveer 185 kg droge stof per ha per dag. De drogestofproduktie was hoger
bij een toename van het stikstofbemestingsniveau. Dit viel vooral op bij de proeven
te Lelystad in 1991 en 1992 (tabellen 14 t/m 17 en bijlagen 17 t/m 20).

Wat de Rhizobium-entstoffen betreft waren de verschillen niet spectaculair. De
entstof Nitragin viel op door een hoge drogestofproduktie bij de oogst in de proef
van 19380, maar een Jage drogestofproduktie in die van 1992.

De hoeveelheid drogestof afkomstig van bladschijven was bij het begin van de bloei
hoger dan die van de stelen. Bif de oogst was het aandee| stelen belangrifker. De
drogestofproduktie van de peulen was in 1990 en 1992 respectievelijk 3,€ en 3,1 ton
per ha op een totale drogestofproduktie van respectievelijk 6,5 en 7,2 ton per ha.
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Tabel 14. Drogestofproduktie (ton per ha) als gemiddelde over alle cbjecten bij de beproefde stik-
stofniveaus {Rhizobium etc., zie tabel 6).

tijd- proef stikstofbemesting (kg N per ha - N-min.)

stip 0 50 100 150 LSD 0,05

bioei L1990 12 13 1,4 - 0,1 -
L 1991 a7 1.1 1,2 1,2 a1 -
L 1992 25 24 28 2,7 01 =
N 1991 15 - - 1,6 -

pogst L 1880 64 6,5 7.0 - 02
L1992 6,8 87 7.7 8,0 02 o

Tabel 15. Drogestofproduktie {ton per ha} als gemiddelde over alle objecten bij de beproefde entstof-

fen (Rhizobium etc., zie tabel 6).

tijd- proef Rhizobium-entstoffen
stip onbe- NPPL Nitragin LU LU LSD 0,05
handeld Cam- Mil- Wage- Upp-
bridge waukee ningen sala
bleei L 1990 1.4 1.4 1.4 1.3 1,3 02 e
L 1991 1.0 1.0 1.0 1,0 11 o1 -
L19g2 286 2,8 27 28 25 01 e
N 1991 Q.7 0,7 0.8 0,6 0.6 -
opgst L 1990 6,4 6,8 7.2 6,4 6,5 05 e
L 1892 7.4 7.3 7.0 7.1 7.5 02 e
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