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De bacterieziekte Erwinia is al jaren een bron van grote zorg binnen de aardappelteelt, niet alleen in
Nederland maar ook in andere aardappel producerende landen. In 2008 is door het LEI berekend dat

de schade, veroorzaakt door deze bacterie, voor Ned&larS Sy 6 SRNJ} 3 @y 3ISYARF
jaarbelooptd [ A G S NI { dzdzNJ m 0O @ 2 NIy 2y3SOSSNI mH ae Sy
laste van de handel.

Al in 2005 is op gezamenlijk initiatief van de gehele aardappelpootgoedsector een project gestart

waarin nader gekeken zou worden narisicofactoren die een rol spelen bij het tot stand komen

van de ziekteproblemen in het veld. Dit project, onderdena W. I OG SNA SONgereS L2 2 (3 ;
dzZA G RF AAYAHQY NBadzZ 6§SSNRS Ay SSy SAYROSNEEFI Ay H
kaart was gebrachiLiteratuur 2) Geconcludeerd werd evenwel dat er nog te weinig inzicht was in de

feitelijke rol diedeze &ctoren spelen bij hetbt standkomenen uitbreidingvan de

ziekteverschijnselen in de praktijk. Daarvoor zou een veel hauwkeuriger monitoring op praktijkschaal
moeten plaatsvinden. Ook ten aanziean praktische toepassingen werden aanzetten gegedie

evenwel op praktijkschaal nader zouden moeten worden onderzocht en getoetst.

Niet alleen in de aardappelteelt maar ook in de bloembollensector is Erwinia een groot probleem.
Binnen deze sector heeft vanaf 2004 een onderzoek plaatsgevondbatyidoor het Productschap
Tuinbouw gefinancierdel INE 2 SO0 W. SKSSNBRAY3I Gy ONBAYAl Ay of

Op gezamenlijk initiatief vanuit de pootaardappeh bloembollensector is in 2009 het project
W5SEaGrLIE LY 9NBAYALI Q O 2dvaidé profeetendlis in deYagey daarvobra @2 2 NI
waren uitgevoerdCentrale doelstelling was om te komen tot een substantiéle reductie van de
economische schade, die voor de pootaardappelsector gemiddeld 50% zou moeten bedragen. Voor
de bloembollensector werdagn percentage genoemd.

Het Deltaplan Erwinia werd onderverdeeld in drie onderdelen:

A. fundamenteektrategisch onderzoek,

B. toegepastvetenschappelijk onderzoek, en

C. praktijkonderzoek.

De delen A en B zouden moeten wordgafinancierdnet overheidsgeld, deel C met geld van de
pootaardappelsector (NAO, Productschap Akkerbouw) en van de bloembollensector (Productschap
Tuinbouw).

In hetvoorliggende rapport wordt verslag gedaan van het onderzoek dat gedaan is in het kader van
het onderdeel C van de pootaardappelsector.

Deel Cisuitgewert y SSy || yil f K 2DetgcReRKERiIdEMiGGyEeell&SInitiél& 0 Sy
Besmetting Teelt & VersmerindBewaring enKennisoverdracht

De eerste dnderzoel (i K S Y | Qpar thendain bpSefivolgende hoofdstukkemorden behandeld
(Hoofdstuk 2 t/m 5) In de loop van vier jaar onderzoek zijn zeer veel gegevens verzameld en
duizenden analyses verrichDmwille van de leesbaarheid is gekozen voor een vorm waarbij de
essentie van het veichte ondezoek wordt gepresenteerd. Dat wil zeggdat niet uitvoerig wordt
uiteengezet hoe het onderzoek is uitgevoerd of wordt ingegaan ogdeiléetails van de resultaten.

Per thema wordt een aantal conclusies geformuleerd en worden aanbevelingen gedaan voor de
praktijk van de pootaardappelteelt.

Het laatstgenoemde thema Kennisoverdradbgschreven in hoofdstuk, @mvat een opsomming
van de artikelenpersberichten enieuwsbrieverdie zijn verscheng Daarnaast is een overzicht



gegeven van de bijeenkomsten waaraan een bijdrage is gele@@aidstaan hierin de vragen die
tijdens de telersbijeenkomsten in november naar voren zijn gekomen.

Door Plant Research Internatians, eveneens in het kader van Deel C, een aantal deelonderzoeken
verricht welke in hoofdstuk 7 zijn beschreven.

Het rapport wordt afgesloten met een evaluate de formulering van een aantal aanbevelingen
hoofdstuk 8.

Literatuur.

1. Prins, H., en A. Breukers 2008 de puree? De gevolgen van aantagttoor Erwinia voor de
pootaardappelsector in kaart gebrachRapport LEI, Den Haag.

2. Velvis, H. en van der Wolf, J.M. 2008. Project Bacterievrije pootgoedtsaituitdaging!
2005¢ 2008. Eindrapport van het onderzoek.
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2.1 Algemeen

Een kwalificatie die het eerst bij veel telers en andere betrokkenen bij de aardappelteelt opkomt als

KSG 3F 4 22vy DNWALSGEr leedEergdlijke aanduidiggat een zeker gevoel van
machteloosheid schuil. De opzet van een project als het Deltaplan Erwinia is om door onderzoek

YSSNI WINRLIQ S {Nx23Sy 2L) RST S aOKIRStA21S8 ol OGS
Daarvoor is het in de eerste plaats belangrijk te weten met welke types vamitgdEbacterie we te

maken hebben. En verder, hoe je de aanwezigheid van de bacterie het best kunt aantonen en wat

het ziekteverloop van de verschillende types is in het veld. Dat zijn de onderwerpen die in dit

hoofdstuk aan bod komen.

2.2 De verschillend&rwinia types in de Nederlandse aardappelteelt

In de Nederlandse aardappelteelt worden drie types Erwinia onderscheiden. In het verleden stonden

deze te boek onder de Latijnse namErwinia carotovorassp.atrosepticad RS a1 61 NIio SSy ¢
bacterie),Erwinia chrysanthemd RS & a G Sy 3 S y IEdviNR darbtovorasspicaforFod Sy
ORS aol OGSNASYIGNRGE o0F OGSNARASO ® 522NJ YARRSt @ty
mogelijk om bacterién op basis van DNA sequenties beter van elkaadézscheiden. Als gevolg

hiervan heeft ook binnen de Erwinia groep een herindeling plaatsgevonden.

De hiervoor genoemde Erwinia typen hebben inmiddels andere namen gekregen, respectievelijk
Pectobacterium atrosepticuifiPa) DickeyaDs), waarvan de ondsoortendianthicolaen solaniin

Nederland voorkomen, eRectobacteriuntarotovorum ssp.carotovorum(Pcc). Van de laatste

soort is pas de laatste jaren bekend geworden dat bepaalde vertegenwoordigers hiervan ook echt
ziekteverschijnselen kunnen geverhiet veld (Literatuur 1). Deze worden daarom aangeduid als

vPcc, waarbij het-tjie staat voor virulent *). In de loop van dit rapport zullen steeds de afkortingen

Gy RS 9ONBAYAI (elLlSa ¢2NRSYy 3ISOoONHzZA] OGP hyY LINIF {1 3GA
verzamelnaam gebruikt voor de hele groep.

2.3 Detectiemethoden

Ly KSGO SAYRNILILERNI @Fy KSG LINRP2SOG W. I OGSNARSONRS
veelal een discrepantie bestond tussen de tot dan toe meestal toegepaste ELISA metlumlP€R

methode voor de bepaling van Erwinia. Deze discrepantie werd toegeschreven aan het optreden van
valspositieve reacties bij ELISA. Bovendien kon met ELISA niet het Erwinia type vPcc worden

aangetoond. In het eerste jaar van het Deltaplan Erwiread de omslag gemaakt van ELISA naar

uitsluitend Tagman PCR. Mede door het verbeteren van de moleculair biologische expertise bij HZPC

R&D in Metslawier, waar het onderzoek werd uitgevoerd, kon gebruik worden gemaakt van een

multiplex PCR waarbij alleidrErwinia types in één bepaling konden worden geanalyseerd.

hy RS ONBAYALFQA YSG t/w (S 1dzyySy o8SLItSys 62NR
Voorzowel DNASEGNI OGAS t& t/w A& ydz SSy GaKAIK GKNRIzIK
een groot aantal monsters tegelijk kan worden verwerkt.



2.4 Optimalisatie verrijking

Inleiding

Het aantal Erwinia bacterién in plantenmonsters is, zeker bij latente besmetting, over het algemeen
te laag om rechtstreeks te kunnen aantonen. Daarom wordt eerst een verrijking toegepast. Dit
houdt in dat extracten van de monsters worden toegevoegdeamverrijkingsmedium (PEB

pectate enrichment broth) met Npectaat als substraat. Dit mengsel wordt gedurende 72 uur onder
zuurstofarme omstandigheden geincubeerd bij 20°C. Na deze verrijking kan in de extracten,
eventueel na een periode van invriez&rwinia worden bepaald.

Omdat de indruk bestond dat de verrijking niet altijd optimaal verliep, is in de loop van het project
onderzoek uitgevoerd naar het optimaliseren van het verrijkingsproces. Een deel daarvan is
uitgevoerd bij Plant Research Interratal. Daarover wordt elders in dit rapport verslag gedaan.

Doel
Onderzoeken of het gehanteerde proces van verrijking verder geoptimaliseerd kan worden.

Uitvoering
In het begin van 2011 werd een laboratorium proef uitgevoerd waarbij een aantal detaitevan

verrijkingsproces nader is onderzocht. Geprobeerd is om d.m.v. een centrifugestap een schoner knol

of schilextract te krijgen, waardoor het verrijkingsproces wellicht beter zou verlopen. Verder is

geprobeerd de anaerobie tijdens het verrijkingsprotesgerbeteren.

De proef werd uitgevoerd met naveleinen schilextracten waaraan een lage besmetting van Ds of

vPcc was toegevoegd. De extracten werden al of niet gecentrifugeerd bij een laag toerental (200xg),

en vervolgens in een verhouding van 19megevoegd aan PEB verrijkingsmedium. De verrijking

werd uitgevoerd in9& St f GSNNA2{Ay3JaLX I G§Syd® 5A0 61 NBy LI I G
inhoud van 1,2 ml. Per well werd 0,85 ml van de verrijkingsmengsels toegevoegd. Een deel van de
platSy ¢SNR RAOK(G3ISaSrftRXZ SSy FyRSNJI RSSt 4SNR Ay a
Anaerocult® A mini, met indicatorstrip). De platen werden gedurende 72 u verrijkt bij 20°C.

Resultaten

De resultaten van de PCR, uitgedrukt in Ct waarden zijn wgevgn in de figuren (2.A en 2.B)
hieronder. Elk balkje representeert het gemiddelde van 5 bepalingen.

Ds vPcc
35 o —_lL_ 35
30 30
+ EalE S E3 + Sl L
= =3
25 25
220 320 |
o ©
@ ® -|:|v..
E 15 E 15 -
(8} Q
10 10 4
5 5
0 0
Centr ‘ o] Centr | o Centr o Centr ‘ o Centr | o Centr o] Centr ‘ o] Centr ‘ o
Anaerobie zakje Gewoon Anaerobie zakje Gewoon Anaerobie zakje Gewoon Anaerobie zakje Gewoon
Naveleind Schil Naveleind Schil

Figuur 2.A: Optimalisatie verrijking (Dickeya) Figuur 2.B: Optimalisatie verrijking (vPcc)
Centr= extract opgeschoond met centrifugestap; O = extract niet opgeschoewda@le =

meetwaarde PCR ( hoe lager de waarde, hoe beter de verrijking). Uitgangsdichtheid was dveral 10
bacterién per ml extract.



Conclusie

A

A

'‘Opschonen’ van het crugxtractdoor het inbouwen van een centrifugestap had geen effect
op de verrijking.

Verbeteren van de anaerobidet incuberen van de extracten in een speciaal 'anaerobie

zakje' had een significant verbeterend effect op de verrijking. Dit gold alleen voor Ds en niet
voor vPcc. Ook was dit verbeterend effect groter bij schilextract dan bij naveleindextract.
Type monsteVerder was er ook een significant verschil tusseretejking in naveleindof
schilextracten. Voor Ds en vPcc was het effect tegengesteld. Bij Ds was er een betere
verrijking in de naveleind extracten, bij vPcc was echter juist de verrijking in de schilextracten

iets beter.
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2.5 Distributie in de knol

Inleiding

Om de aanwezigheid van Erwinia in aardappelknollen te kunnen aantonen is het belangrijk te weten

waar de bacterie zich bevindt. Uit onderzoek is gebleken dat de concentratie aan Erwinia bacterién
meestal hethoogst is in het naveleind, maar dat er in lagere aantallen ook bacterién in de schil of in

de rest van de knol voorkomen (Literatuur 2 en 3). Dit is de reden dat tot voor kort de detectie van
OINBAYAL LXIFFGag2yR 2L) KSil i K SANIRIS ! 1f12 11 BRERBES
geconstateerd dat uit knollen waarbij géén Erwinia in het naveleind was aangetoond toch vaak een

zieke plant voortkwam (Literatuur 4). Binnen het Deltaplan Erwinia is dit nader onderzocht.

Doel

(1) Vaststellen of Erwinidlaen in het naveleinde of ook op andere plaatsen in of op de knol
aanwezig kan zijn, en (2) of er, als er in het naveleinde geen besmetting voorkomt, ook geen zieke
planten in het veld te verwachten zijn.

Uitvoering
Van een aantal besmette partijen vee rassen Festien, Kondor en Seresta werd de naveleind

besmetting van individuele knollen bepaald. Vervolgens werd bij de knollen waarin geen naveleind
besmetting was gevonden onderzocht of er elders in de knollen toch een besmetting aanwezig was.
De knolen werden onderverdeeld in schil en in 3 knolsegmenten.

Van elke partij werden bovendien 50 knollen, waarbij geen naveleind besmetting was aangetoond,
uitgepoot in het veld.

Resultaten

Het bleek dat met name in de schil bij een hoog percentage v&nalen besmetting kon worden
aangetoond (Figuur 2.C). Waarschijnlijk gaat het daarbij om een besmetting die vanuit versmering
tot stand gekomen is (zie ook Hoofdstuk 5 in dit rapport, over Bewaring). Een bepaling die alleen
uitgaat van het naveleind zdls veelal een onderschatting geven van de actuele

besmettingssituatie.

Dit is de reden geweest waarom gedurende de rest van het onderzoek steeds een analyse gedaan is
op zowel het naveleind als een stukje schil van de knollen.

Van de in het veld uitgepotenollen gaf 25, 14 en 16 procent van de partijen Festien, Kondor en
Seresta aantasting te zien in het loof.

Conclusie
A Veel knollen in een met Erwinia besmette partij, waarin geen naveleind besmetting is
aangetoond, blijken toch besmet te zijn, m.n. insdil.
A Analyse van alleen de naveleind besmetting geeft dus een onderschatting van de besmetting
van een partij.
A De besmetting die elders in de knol voorkomt kan toch aantasting geven in het veld.

Dit gegeven wordt inmiddels breed onderkend, en is ookelségd in onderzoek van anderen.

In de loop van het onderzoek ontstond de indruk dat ondanks het meenemen van een stukje schil in
de analyse, toch nog besmettingen gemist werden in de monsters. In een later stadium is daarom
een alternatieve methode ontikkeld, de vacuiimtoets (zie onder 2.8).

11
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O Alleen vPcc
@A Dickeya + vPcc
B Alleen Dickeya spp.

% knollen

Vil

1
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Figuur 2.C:  Besmetting met Erwinia in onderdelen van knollen waarbij in het naveleinde geen
besmetting was gevonden.
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2.6 Nacontrole

Inleiding

Het is niet altijd duidelijk of eebesmetting in het ene jaar ook leidt tot symptoomplanten in het
daarop volgende jaar. Bij het beoordelen van partijen op de aanwezigheid van Erwinia in het
naveleinde en de gevolgen daarvan in de nateelt is het mogelijk dat er sprake is van vals pafsitieve
vals negatieve uitslagen. Om vast te stellen wat de discrepantie tussen de gevonden uitslagen in
gemarkeerde, symptoomplanten en symptoomplanten een jaar later in het veld, werden in 2010 en
2011 nacontrole velden aangelegd.

Doel
Vaststellen irhoeverre sprake kan zijn van een onjuiste conclusie ten aanzien van de besmetting als
alleen het naveleinde wordt onderzocht.

Uitvoering
In 2010 en 2011 werden nacontrole velden aangelegd. Voor deze nacontrole velden werden

onderzochte monsters geselesrd die in het veld gemarkeerd waren als symptoomplant en

waarvan de knollen voor onderzoek waren opgerooid en bewaard.

In 2010 werden uit de beschikbare monsters (de knolopbrengst van individuele planten) een selectie
gemaakt waarbij de PCR resultatedénd waren. In totaal werden in 2010 279 velden aangelegd,
waarbij een deel bestond uit velden met knollen van symptoomplanten en een positieve reactie in
de knollen, en een deel uit monsters afkomstig van symptoomplanten maar een negatieve reactie in
de knollen. Gedurende het groeiseizoen werd wekelijks het ziekteverloop in het veld vastgelegd.

In 2011 werd wederom een nacontrole veld aangelegd. In totaal werden in dit jaar 146 nacontrole
veldjes met een wisselende besmetting in de knollen uitgep@dahaf opkomst werd wekelijks
vastgesteld in welke velden symptoomplanten voor kwamen.

In beide jaren werden monsters geselecteerd waarin (1) geen Erwinia, (2) Pectobacterium
atrosepticum, (3) Dickeya solani en/of (4) Pectobacterium carotovorum ssp. garato was
aangetoond.

Resultaten

In de jaren 2010 en 2011 werden nacontrole velden aangelegd om vast te stellen of de nateelt van
symptoomplanten van resp. oogstjaar 2009 en 2010 ook weer planten laat zien met Erwinia
symptomen.

Uit de analyse van deaarnemingen wordt duidelijk dat in het proefveld van 2010 in 6,7 % van de
velden waarbij in de knollen geen Erwinia was aangetoond symptoomplanten voorkwamen. In 2011
was dit bij 2,9 % van de velden het geval. Ook werd duidelijk dat, in zowel 2010 gl¢n2@4 Yelden
waar knollen waren uitgepoot waarin Erwinia was aangetoond, niet alle velden symptoomplanten
werden gevonden. Dit was uiteindelijk in 2010 en 2011 in resp. 32 % en 10,3 % wel het geval.
Naast het aandeel gevonden symptoomplanten per veludek een vergelijking gemaakt worden

op basis van het aantal knollen dat gebruikt is. In 2010 bleek in 0,98 % van de planten die als
GySIAFGASTE g1 NBy 3ISLR20 adyYLz22YLX I yiSy @22NJ 4GS
gepote knollen kwamem 2010 en 2011 resp. 4,35 % en 1,7 % symptoomplanten voor. In figuur 2.D
zijn de resultaten voor de jaren 2010 en 2011 grafisch weergegeven.
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Figuur 2.D:  Resultaat van het aantal velden waarin bij uitplant al dan niet (Negatief/positief)
Erwinia wasaangetoond.

Conclusie

A bSi Fta Ay wnmn tASG 221 ydz 6SSNI SSy RSSft
getest, toch symptomen in het veld zien. Dit aandeel was wel kleiner dan in 2010 toen dit
0,98% was.

ALy KSi Ifa at 2aAa tefia8l Werdbij HzZRovah e Jplantgrisgmptpryed f Y |
gevonden. Dit aandeel is lager dan in 2010 toen het aandeel 4,35% bedroeg.

A In beide jaren worden symptoomplanten gevonden in velden waarvan het knolmateriaal
voor het poten niet aantoonbaar besmet was.

A In bete jaren werden, in verhouding, weinig planten met symptomen gevonden, in de
planten van de velden die als ziek uitgeplant waren.

A Bovenstaande maakt nogmaals duidelijk dat het binnen het huidige bemonsteringssysteem
mogelijk is om symptoomplanten in eersachoon getoetste partij te vinden. Een eventueel
aanwezige (latente) besmetting leidt niet altijd tot besmetting van de nateelt.
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2.7 Epidemiologie in het veld

Inleiding

LY bSRSNIIYR 1SyySy ¢S OSNEROKAffSYRS (&8LSy da9NBA
knollen tot aantasting, rotting, kunnen leiden. De symptomen die hierbij in de plant optreden
kunnen per type verschillend zijn. Zo worden soms korte, gegin, planten gevonden met of

zonder verwelkingsverschijnselen. Ook worden aangetaste stengelvoeten of deels dan wel geheel
rottende stengeldelen gevonden. Bij de selectie op bacterie ziek in pootaardappelen is verder
opvallend dat soms alleen aan het began het selectie seizoen planten met Erwinia symptomen
worden gevonden. Ook komt het voor dat in percelen gedurende het gehele seizoen of juist aan het
einde van het teeltseizoen, door Erwinia, aangetaste planten moeten worden verwijderd. Er is dan
ook kehoefte om meer duidelijkheid te krijgen over hoe de verschillende Erwinia typen zich in het
veld gedragen, en of er sprake is van interacties tussen de Erwinia typen. Bij interactie kan gedacht
worden aan een onderdrukkend, dan wel een versterkend, efféot hier meer inzicht in te krijgen
werden gedurende 3 jaar veldonderzoek verricht. Het onderzoek werd verricht in samenwerking met
Plant Research International (PRI) te Wageningen.

Doel
(1) Meer inzicht krijgen in het verloop van de symptoomontwikkglian Erwinia in het veld en (2)
vaststellen of er sprake is van interacties tussen verschillende Erwinia typen.

Uitvoering
In 2010 werd gestart met 10 verschillende Erwinia typen of combinaties van daarvan. Op basis van de

gegevens van 2010 werden in A0deels dezelfde en deels andere combinaties gebruikt. Ook in
2012 was dit het geval. De gebruikte Erwinia typen en combinaties in de drie onderzoek jaren zijn in
tabel 2.A vermeld.

2010 2011 2012

vPcc 1949

vPcc 1957 vPcc 1957 e
vPcc 1955 vPcc 1955 vPcc 1955

vPcc 1955 + nvPcc 1948 vPcc 1955 + nvPcc 1948

 ———— |vPcc 1955 + vPcc 1949

vPcc 1957 + nvPcc 1963
nvPcc 1937 ——

nvPcc 1948 nvPcc 1948 nvPcc 1948
nvPcc 1963 nvPcc 1963 -
Ds 2222 Ds 2222 Ds 2222

Ds 2222 + nvPcc 1937 P——— ig
Ds 2222 + nvPcc 1963 Ds 2222 + nvPcc 1963

Dsikeya 2222 + nvPcc 1948 |Ds 2222 + nvPcc 1948

Ds 2222 + vPcc 1957 e
Ds 2222 + vPcc 1955 Ds 2222 + vPcc 1955
 ————  |Ds2222+Pa1987
—— |Ds2222+vPcc1955+Pal
— ——— |pai19s7
 —————  |Pa1987 +nvPcc 1948

Water Water Water
Tabel 2.A: Gebruikte Erwinia typen en combinaties in de onderzoeks 020, 2011 en 2012.
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In alle jaren werden miniknollen van het ras Kondor gebruikt. Per object werden 16 knollen in 6
herhalingen gepoot die via vacuim infiltratie waren besmet, met uitzondering van het controle
object (water).

De Erwinia stammen zijn gogekweekt op grote petrischalen met 1/4TSBA (trypticase soya broth
agar). Van deze platen is bacteriemassa geoogst en verdund in leidingwater-6@0Qiaardes van
ongeveer 0,13,14. Deze basissuspensies (1 liter) zijn in het vacuiimvat verder ttar3gelidund.
Van de basissuspensie is een plaattelling gedaan. Zo kon de actuele dichtheid aan cfu worden
bepaald. De uiteindelijk gebruikte concentratie van de bacterie suspensies was circa 10"6 bacterién
per ml. De vacuum infiltratie in het vacuiimvat woplaats gedurende 20 minuten. In 2010 en 2011
werden plaattellingen verricht om vast te stellen of de gebruikte concentraties juist waren.

Na het met de hand poten van de velden werd vervolgens gedurende het groeiseizoen het aantal
symptoomplanten per veld vastgesteld. De beoordelingen werden zoveel mogelijk 2x per week
uitgevoerd.

Resultaten

In de figuren 2.E t/m 2.G wordt het verloop Maet percentage aantasting, cumulatief, tijdens de
veldperiode weergegeven. In alle figuren is de legenda zodanig opgemaakt dat deze in volgorde staat
van het hoogste naar het laagste percentage symptoomplanten per object op de laatste
waarnemingsdatum.

In 2010 viel op dat aan het einde van het seizoen de Erwinia stam vPcc 1957 het hoogste aantal
symptoomplanten had, en daarmee de Dickeya stam voorbij streefde. Daarnaast was opvallend dat,
daar waar een gezamenlijke besmetting van Dickeya en nvPcc 188Pa1963 was aangebracht

dat het percentage symptoomplanten achterbleef bij de solo besmetting met Dickeya. Er lijkt hier
sprake te zijn van onderdrukking van Dickeya door nvPcc. Het moment van het tonen van
symptomen is tussen Dickeya en vPcc erg ¥dtend. Dickeya lijkt zich vroeg tijdig in het seizoen te
openbaren, terwijl de vPcc stammen dit pas veel later in het teeltseizoen laten zien.

920

80
e vPcc 1957

70 — s 2222

* » vPcc1949
60

+a+ VPcCc 1955

50 # = Ds 2222 + nvPcc 1937

Ds 2222 + nvPcc 1963
a0

== «nvPcc 1948

Symptoomplanten [%}

30 Water

nvPce 1963
20

== == nvPcc 1937

10

waarnemingsdatum

Figuur 2.E:  Verloop van het percentage symptoomplanten tijdens de veldperiode per
behandeling na vacuuim infiltratie [6 herhalingen; 16 knollen per veld; teeh{3dj

Op basis van de gegevens van 2010 werd in 2011 wederom een interactieproefveld aangelegd. Er
werden een aantal nieuwe combinaties aan het onderzoek toegevoegd, waktifiiens de
beoordelingen vrij snel duidelijk werd dat de combinatie besmetting met Dickeya en vPcc voor een
zeer groot percentage symptoomplanten zorgde. Ook in 2011 werd waargenomen dat het
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percentage symptoomplanten bij de combinatie tussen DiclegyavPcc lager uitviel dan bij de solo
besmetting met Dickeya. Bij een combinatie besmetting met vPcc en nvPcc lijkt dit onderdrukkend
effect van de nvPcc niet op te treden.
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Figuur 2.F:  Verloop van het percentage symptoomplanten tijdens de veldperiede p

behandeling na vacuiim infiltratie [6 herhalingen; 16 knollen per veld; teeR{Hl

Ook in 2012 werd het hoogste percentage symptoomplanten gevonden bij de combinatie Dickeya
met vPcc. De nieuw toegevoegde combinatie met zowel Dickeya, viRa, glaf ook al vroeg veel
symptoomplanten te zien. Net als in 2011 gaf de combinatie vPcc met nvPcc geen onderdrukking van
de vPcc door nvPcc te zien. Er lijkt eerder sprake van een versterking van de aantasting te zijn. Het
aantastingsverloop van zoweldBeya als ook van vPcc wijkt af van de onderzoek jaren 2010 en 2011.

Conclusie

A
A

A

In 2010 en 2011 werden de eerste aantastingen gevonden in de objecten waar Dickeya werd
gebruikt.

Het verschil in moment van aantasting tussen Dickeya en vPcc, dat inve@d @evonden,

werd in 2011 bevestigd. In 2012 was het verschil minder duidelijk.

Bij een gecombineerde besmetting van de knollen met Dickeya en vPcc werd in zowel 2011
als 2012 een versnelde en versterkte aantasting van de planten waargenomen.

Bij de gecmbineerde besmetting van Dickeya en nvPcc werden in 2010 en 2011 minder
symptoomplanten gevonden. De toevoeging van nvPcc, met name nvPcc1948, leek dus de
symptoomexpressie te reduceren. In 2012 werd dit effect niet bevestigd.

Bij een gecombineerde besmatg van vPcc en nvPcc was in 2011 geen sprake van
onderdrukking van de vPcc door nvPcc. Dit werd in 2012 bevestigd

Over de jaren heen komen duidelijke effecten op de symptoomexpressie door verschillende
Erwinia stammen voor.

In meerdere jaren kwamen intecéies tussen verschillende Erwinia stammen naar voren.

Het onderzoek jaar 2012 lijkt in meerdere opzichten af te wijken van 2010 en 2011.
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Figuur 2.G:  Verloop van het percentage symptoomplanten tijdens de veldperiode per
behandeling na vacuum infiltratie [6 herhalingen; 16 knollen per veld; teehiid
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2.8 Ontwikkeling Vaculnoets

Inleiding

De huidige methode van opsporen van besmettingen met Erwinia in de knol wordt uitgevoerd door
het steken van een naveleinde van een knol. Om informatie over de besmettingsgraad van partijen
pootaardappelen te krijgen wordt een knolmonster (200 knollen) opgedeeld in een aantal pools.
Per pool worden met de huidige werkwijze de naveleinden in een etigraakje gestopt en verder
verwerkt. Uit eerder onderzoek binnen het Erwinia Team is duidelijk geworden dat met het alleen
steken van een naveleinde slechts een deel van de aanwezige besmetting kan worden aangetoond
(zie onder 2.4).

Aanvullend op het stken van naveleinden is door het Erwinia Team gezocht naar andere typen
monstername om daarmee een grotere kans te hebben om aanwezige besmettingen ook
daadwerkelijk aan te kunnen tonen. Hieruit is het nemen van een schilmonster naar voren gekomen.
Door haé nemen van een schilmonster kan al een betere uitspraak over de besmettingsgraad van een
partij aardappelen worden gedaan. Het is echter duidelijk, dat ook met deze aanvullende
monstername niet alle aanwezige Erwinia besmettingen aangetoond kunnen worden.
lyrt223 Iy RS 2yisA{11StAy3aSy Ay RS o0f2Svyo2ffSyi
spelen, werd in dit onderzoek een verkenning uitgevoerd naar de ontwikkeling van een vacuim
toets. Knolmonsters zouden op een eenvoudige, snelle en goedkgpe verwerkt moeten kunnen
worden, waarbij een grote mate van zekerheid is dat, als er Erwinia in het monster aanwezig is, dit
ook daadwerkelijk kan worden aangetoond. De ontwikkeling van de vacuim toets is in dit onderzoek
gebaseerd op het feit, dat&inia bacterién onder zuurstofloze omstandigheden prima kunnen
overleven en vermeerderen.

Doel
Het ontwikkelen van een snelle, eenvoudige, betrouwbare en goedkope methode om Erwinia in een
knolmonster aan te kunnen tonen.

Uitvoering
De te onderzoeken lallen werden onder vacuim gebracht, zodat de Erwinia bacterién alle kans

kregen om tot ontwikkeling te komen. Bij de uitvoering werden enkele varianten getoetst om zo vast
te stellen wat de meest effectieve werkwijze is en op welke wijze, nog niet eaaggetoonde

Erwinia, toch tot expressie kan worden gebracht. Voor de uitvoering werd, in eerste instantie
gebruik gemaakt van aanwezige monsters van het Erwinia Team.

In de oriéntatiefase van dit onderzoek werden verschillende varianten van voorbewestkeate
knollen onderzocht. In eerste instantie werd de volgende onderzoek varianten getoetst:
Gesneden/niet gesneden knollen

Genavelde/niet genavelde knollen

Dwars gesneden/in de lengte gesneden

Met water/zonder water toevoeging

Extra verrijking in epjesérrijking in buizen

Onverrijkte extracten (natuurlijke verrijking)

v I D

Voor het onder vacuiim brengen van de monsters werd gebruik gemaakt van een vacuiim machine
van het type Henkovac Compact GastroWa . Dit apparaat was voorzien van de mogelijkheid om

de tijdsduur van het vaculim maken van de monsters te variéren. Ook was dit apparaat voorzien van
de mogelijkheid om de seal tijd te variéren.
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De toepassing van het onder vacuiim brengen van eemiamadter leek in de oriéntatiefase aan de
gestelde doelen te kunnen beantwoorden. Omdat de oriénterende proef echter klein van schaal was,
Zou een grotere opzet meer duidelijkheid moeten geven over de mogelijkheden van deze werkwijze
in de toekomst. Aansitend op de oriénterende proeven werden vervolgens 10 partijen van telers

uit de monitoring (TWM) verzameld, waarvan de uitslagen bekend waren en die een wisselende
besmetting met Erwinia hadden laten zien.

Begin 2012 werd een proef ingezet om vastttdlen of de verrijking via de vacuim toets effect

heeft op het type Erwinia. De gebruikte Erwinia types bij deze proef waren vPcc1957, nvPcc1948,
Ds2222 en Pal1987. Zij werden aan knollen van het ras Kondor toegevoegd, die bij eerdere toetsing
schoon verden bevonden.

Een verdere optimalisatie van de vaculim toets werd uitgevoerd door de tijdsduur van de verrijking

te onderzoeken. Hiertoe werden de Erwinia types vPccl1955, Ds2222 en Pal987 in de concentraties
10%, 1%, 10’ en 10 aan knollen van het aKondor toegevoegd. Na 1, 2, 4 en 7 dagen werd een
monster uit de vacuim zakken gehaald en onderzocht met een multiplex TagMan PCR.

Naast de tijdsduur werd ook de hoeveelheid water, die werd toegevoegd bij de te onderzoeken
knolmonsters, geoptimaliseer¢h alle oriéntatie proeven werd steeds uitgegaan van 5 ml water per
knol. Om vast te stellen of er een relatie bestaat tussen de hoeveelheid water en de maatsortering
van de te onderzoeken knollen werden 3 maatsorteringen (28/35, 45/50 en 55/60) onberzoc
Omdat het aantal te onderzoeken knollen in de toekomst zou kunnen variéren werd in deze proef
ook direct onderzocht of het aantal knollen in een zak van invioed is op het verrijkingsproces.
Daarom werd naast het door het Erwinia Team gehanteerde akntdlen (10 knollen/pool) ook de
variant 25 knollen/pool meegenomen. Voor de verwerking van de 25 knollen/pool werden andere
zakken gebruikt, namelijk zakken met een afmeting van 40x60 cm.

De vraag of de tijdsduur van verrijking onder vacuim van invikoegd het aantonen van een

aanwezige, natuurlijke besmetting werd separaat onderzocht. Hiertoe werd een partij Desiree met
een zeer zware besmetting met Dickeya solani bij verschillende tijdsduren van verrijking (4, 7, 9, 11,
14 dagen) in 10 herhalingemderzocht.

Tenslotte werd een validatie van de vacutimverrijking uitgevoerd op 91 partijen pootaardappelen.
Van deze partijen werden zowel navals schilmonsters onderzocht. Van alle partijen werd ook een
vacuumverrijking ingezet, zodat over een groahtal partijen duidelijk werd in hoeverre de vacuim
toets werkelijk van toegevoegde waarde zou kunnen zijn.

Resultaten

Tijdens de eerste oriénterende proeven werden verschillende varianten met elkaar vergeleken. De
resultaten van deze®briéntatie gaf tezien dat verrijking onder vacutim alleen mogelijk is als water
aan het monster wordt toegevoegd. Wordt geen water toegevoegd dan ontstaat geen rotting, zodat
geen extract uit de plastic zak kan worden gepipetteerd. Tussen knollen waaruit het naveleinde was
verwijderd of volledig intacte knollen werd in het verwerkingsproces geen verschil gevonden.
Doorsnijden van de knollen, met als gedachte dat het proces van rotting kan worden bevorderd,
bleek niet van toegevoegde waarde.

Een extra verrijking in PEB oftlm@voegen van een centrifuge stap bleek geen verbetering van de
gevonden Gtvaarden op te leveren.

Het onderzoek naar de verrijking van verschillende typen Erwinia werd uitgevoerd met Pal1987,
Ds2222, vPcc1957 en nvPcc1948 bij een gebruikte concentaati®O25 bacterién. Uit de resultaten
werd duidelijk dat het nemen van een extract monster, zonder dat deze nog een extra verrijking in
PEB krijgt, en zonder dat de aardappel in de plasticzak worden gecrusht, leidt tot de beste Ct
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waarden bij alle Erwiniaypes. De gebruikte variant, nvPcc1948 , gaf zoals verwacht in de TagMan
PCR geen uitslag te zien. Tussen het extract monster (2 ml uit de plastic zak) dat in een 2 ml epje
werd bewaard, of het extract monster ( 5ml uit de plasticzak) in een 10 ml Greisgvierd geen
verschil in Gtvaarde gevonden. De gevondenw@aarden lieten tevens zien dat bij het nemen van
meerdere extract monsters uit dezelfde plastic zak een zeer geringe spreiding in de gevonden
resultaten laat zien.

De hierboven vermelde Erwintypes werden, met uitzondering van nvPcc1948, ook gebruikt om de
verrijking van lage concentraties bacterién in de loop van de tijd te onderzoeken. Het resultaat liet
een duidelijke verbetering zien van de gevondem&arden bij de uitgevoerde TagMagR bij een
toename van de verrijkingsperiode van 1 dag naar 7 dagen. De hoogste toegevoegde concentratie
(10% gaf, zoals verwacht mocht worden, ook de bestev@arden.

Bij aanvang van het onderzoek naar het gebruik van de vacuiim toets werd gestai® met

toevoeging van 5 ml water per knol aan het te verrijken monster. Deze hoeveelheid werd als basis
genomen naar aanleiding van een visuele beoordelingen van monsters die met verschillende
hoeveelheden water vacuim werden gezogen. Om echter duidelijkbeidjgen of dit ook de best
mogelijke hoeveelheid is, werd een proef ingezet met verschillende hoeveelheden water bij 3
verschillende maatsorteringen. Het onderzoek werd tevens uitgevoerd bij 2 verschillende
hoeveelheden knollen per pool. In figuur 2Wbrdt het resultaat voor de pools van 10 knollen
weergegeven. Het resultaat voor de pools van 25 knollen was gelijkwaardig aan die van 10 knollen
per pool.

Uit figuur 2.H blijkt dat de beste @taarde wordt gevonden bij een hoeveelheid van 5 ml per knol.
Ook wordt duidelijk dat het beste resultaat wordt behaald bij de grootste maat knol. Het aantal
knollen dat in de verrijking wordt gebruikt blijkt niet van invloed te zijn op het uiteindelijke resultaat.
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32 RZ=0,6176
a1 - A R*=0,9686
5 30 A =
5 g { en —&— Idein
E. ~ ' / __.-"' —4¢— midden
o 2 hd ._.-" ’ groot
27 - Lineair (klein)
26 ST Lineair (midden)
e R Lineair {groot)
50 100 150 200 250 300
klein 28,81 31,01 29,79 30,3 31,5 31,6
midden 28,81 27,9 29,87 30,51 31,62 32,27
groot 25,98 26,92 28,42 28,41 30,12 30,87
Hoeveelheid water [ml]

Figuur 2.H:  Ctwaarden voor kleine, midden of grote knollen bij verschillende
waterhoeveelheden bij een kleine maat zak en 10 knollen per pool.

In figuur 2.1 wordt het resultaat weergegeven voor de test waarbij werd gekeken naar de tijdsduur
van verrijking. Opvahd is dat de gemiddeld laagstevWaarden worden gevonden bij een
verrijkingsduur van 4 dagen. Bij deze tijdsduur wordt echter een grote spreiding gevonden, waardoor
deze verrijkingsperiode als minder betrouwbaar wordt bestempeld. De kleinste variatt# wor
gevonden bij een tijdsduur van 7 dagen verrijken.
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Figuur 2.1

In figuur 2.J wordt het resultaat weergegeven van 91 partijen (127&aniples) pootaarabpelen.

De partijen aardappelen bestonden uit verschillende rassen en klassen. Op deze partijen werd een
vergelijking van naveén schilextract en vacuim toets uitgevoerd. Uit figuur 2.J wordt duidelijk dat
het aantal positieve reacties voor zowel DsdPcc beduidend hoger ligt dan bij de naeel
schilmonsters. Bij 33 van de 91 partijen werd in het naveleinde geen positieve reactie gevonden. Bij
de vaculm toets werd vervolgens in 16 van de 33 partijen Ds en/of vPcc aangetoond.

Omgekeerd werd in 58gstijen, waar in het naveleinde een besmetting werd aangetoond, in 3
partijen geen besmetting gevonden met de vaculim toets. Het bleek hierbij steeds te gaan om een
aangetoonde minimala besmetting-3 van 20 suisamples, besmet vPcc.
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Figuur 2.J;  Percaatage positieve reacties vodds en vRebij onderzoek van 91 partijen (totaal

1270 submonsterg)ootaardappelen na verwerking van n&ven schilmonsters

en de vacufntoets.
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Conclusie
Bij het valideren van de vacuum toets werden verschillezidenenten onderzocht. Op basis van de
uitgevoerde onderzoeken kan het volgende worden geconcludeerd:

A
A
A

> > > D>

> >

>

Een extra verrijkingsstap in PEB, na de natuurlijke verrijking, levert geen meerwaarde op.
Het toevoegen van PEB aan de natuurlijke verrijking gaf geenvaaede te zien.
Een extra stap in de vorm van het centrifugeren van een extract monster geeft geen
verbetering van de Gvaarden
Het doorsnijden van de knollen is niet nodig om het rottingsproces te bevorderen.
Indien aanwezig, kunnen alle 3 typen Erwwigverrijking in de vacuiimtoets worden
aangetoond.
De optimale hoeveelheid water, die moet worden toegevoegd aan het te onderzoeken
monster, ligt binnen het traject van 4 tot 10 ml water per knol.
Het niet toevoegen van water er toe leidt, dat geen nogt optreedt.
De optimale tijdsduur voor de verrijking is 7 dagen. Bij deze tijdsduur wordt de laagste
spreiding in de metingen gevonden met toch goedev@arden.
Tussen de verwerkte monstergroottes 10 of 25 knollen per pool werden geen
noemenswaardigeerschillen gevonden, mits de waterhoeveelheid per knol gelijk wordt
gehouden.
Het te verwerken knolmonster bestaat bij voorkeur uit knollen in de maat > 40 mm.
Een extract monster is een goede afspiegeling van de besmetting die aanwezig is. Indien
meerderemonsters uit dezelfde verrijking worden gehaald is sprake van een zeer lage
spreidingin de resultaten
De verwerking van monsters via de vacuimtoets leidt er toe dat een enorme besparing op
arbeid en materiaal kan worden bereikt.
Het nadeel van dgaculinoets is dat bij het proces van verrijking geur overlast kan
ontstaan. De wijze waarop dit ondervangen kan worden is nog niet duidelijk.
De meest ideale werkwijze is:

o Neem een standaard monster van 200 knollen

0 Tel 20 pools van 10 knollen, of 8 pools 2&rknollen, af in plasticzakken met een
dikte van 100 pm.
De afmeting van de zak is bij voorkeur 33x49 cm. Bij grove knollen kan ook gekozen
worden voor zakken van 40x60 cm.
Voeg per zak 5 ml water per knol toe
Verwerk de zakken in het vacuiim apparaat gedde 40 seconden
Leg de vaculim getrokken zakken in de bewaring gedurende 7 dagerf®ij 25
Maak na 7 dagen een klein inkeping in de zak en pipetteer extract uit de zak
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3.1 Algemeen

De basis van de pootgoedteelt is de stammenteelt. Elke pootgoedvermeerdering begint weer met
een nieuwe eerstejaars stam, die meestal geteeld wordt vanuit miniknollen, en een enkele keer
vanuit een traditonele uitgangsstam. Miniknollen worden door de producenten uitvoerig gescreend
op allerlei ziektes. Ook binnen het project Bacterievrije Pootgoedteelt (Literatuur 1) is een groot
aantal partijen miniknollen onderzocht op Erwinia. De conclusie was datiederland gebruikte
partijen miniknollen vrij zijn van Erwinia.

Desondanks blijkt in de praktijk dat vaak al in het eerste of tweede jaar van de vermeerdering
problemen met Erwinia optreden. Eén van de grote vragen is daarom hoe die eerste, initiéle,
beganetting de teelt binnenkomt. Theoretisch zijn er verschillende wegen waarlangs een Erwinia
besmetting een schoon gewas kan binnenkomen. Dat kan door overdracht via machines of
menselijke betreding, of door transport via grondwater van een besmetting ninaburig perceel.

Het kan ook door overdracht via de lucht, in de vorm van besmettingen in regenwater, in aerosolen
(minuscule waterdruppeltjes), of in insecten die een besmetting elders hebben opgepikt. Tot slot is
het ook mogelijk dat Erwinia op eenafidere wijze in de grond overleeft gedurende een
vruchtwisselinggperiode tussen twee aardappelteelten (zie schema figuur 3.A).

In het Deltaplan Erwinia is getracht een beeld te krijgen van de processen die verantwoordelijk zijn
voor deze initiéle besmetip.

Het onderzoek bestond uit een drietal onderdelen: 1. een vierjavigaitoring bij stammentelers

vanuit miniknollen, 2. (m#e naar aanleiding vate waarnemingen tijdens de Monitoring) onderzoek
in veldproeven naar de verspreiding van Erwinia, en 8rleving in percelen met een zware
besmetting met Erwinia.

Deze onderdelen worden in de volgende paragrafen besproken. Aan het eind van dit hoofdstuk
wordt een aantal conclusies embevelingen geformuleerd ten aanzien wdminitiéle besmetting.

Figuur 3.A:  Mogelijke introductieroutes van Erwinia in het veld.
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