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Afkortingen

ABA abscisinezuur

BABA B-aminoboterzuur

BTH benzo(1,2,3)thiadiazole-7-carbothioic acid S-methylester
DC(INA) 2,6-dichloroisonicotinic acid

ET ethyleen

FA furoic acid

GNO gewasbeschermingsmiddel van natuurlijke oorsprong
R induced resistance

ISR induced systemic resistance

JA jasmonzuur

LPS lipopolysacchariden

NPR1 non-expressor van PR-genen

PR pathogen-related

SA salicylzuur

SAR systemic acquired resistance
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Samenvatting

Er is een groot aantal chemische en natuurlijke middelen bekend die bij toediening aan een gewas een
hogere weerstand in de plant kunnen induceren tegen een scala aan plantpathogene virussen, bacterién en
schimmels. Deze middelen worden elicitors genoemd. Voorbeelden zijn de chemische elicitor acibenzolar-S-
methyl (ASM), extracten en gezuiverde componenten van schimmels, afgedode bacteriecellen en
gezuiverde bacteriéle celwandcomponenten, ruwe plantenextracten, (derivaten) van chitine of ligninen,
organische zuren, vitamines, vetzuren, aminozuren en anorganische componenten zoals fosfaat en silicaat.
Inductie van resistentie in planten kan (economisch) interessant zijn, omdat de (eco)-toxicologische risico’s
van weerstandsbevorderende middelen vaak klein zijn, de weerstand breedwerkend en systemisch is, er
veelal een langdurig effect van de behandeling wordt gevonden en er moeilijk resistentie tegen opgebouwd
kan worden. Een nadeel van het gebruik van weerstandsbevorderende middelen is dat ze vaak minder
effectief zijn dan contactmiddelen; in de praktijk wordt een beperking van de aantasting van de ziekte
tussen de 20 en 85% bereikt. Verder is het tijdstip van toediening kritischer, omdat bescherming pas enkele
dagen na toediening gevonden wordt.

Om een middel te mogen toepassen moet dit bij het CollegeToelating Bestrijdingsmiddelen en Biociden
(CTGB) geregistreerd staan als gewasbeschermingsmiddel. Bij deze toelating is essentieel dat het gebruik
geen (eco)toxicologische risico’s met zich meebrengt. Gebruik van middelen die de weerstand van planten
kunnen verhogen in de land- en tuinbouw, zal in de toekomst afhangen van de beschikbaarheid van
geregistreerde (kosten)effectieve middelen.

Het verhogen van de weerstand in planten kan via verschillende routes plaatsvinden, waarbij onderscheid
wordt gemaakt tussen ‘systemic acquired resistance’ (SAR) en ‘induced systemic resistance’ (ISR). Bij SAR
wordt de resistentie van een plant verhoogd door lokale infectie met necrotiserende ziekteverwekkers. Bij
ISR is de resistentie een gevolg van interactie tussen niet-pathogene rhizobacterién en zijn gastheer. Beide
routes komen zowel in dicotylen als in monocotylen voor en vaak is er sprake van interactie tussen beide
routes.

De moleculaire achtergronden van geinduceerde resistentie zijn uitgebreid onderzocht in dicotyle gewassen
met een hoofdrol voor diverse mutanten van de toetsplant Arabidopsis thaliana. In monocotyle gewassen
echter is aanzienlijk minder onderzoek gedaan naar geinduceerde resistentie. Het meeste onderzoek is
gedaan aan rijst. In monocotyle siergewassen beperkt het onderzoek zich tot het testen van enkele elicitors
in Lilum en Zantedeschia. In tegenstelling tot bij dicotylen is nog maar weinig bekend over het moleculaire
mechanisme achter geinduceerde resistentie in monocotylen.

Deze deskstudie geeft een overzicht van onderzoek naar geinduceerde resistentie in monocotyle en
dicotyle gewassen met focus op monocotyle gewassen. Dit overzicht wordt voorafgegaan door een stuk
achtergrond waarin de mechanismen van geinduceerde resistentie beschreven worden. Tevens wordt
ingegaan op overeenkomsten en verschillen in mechanismen in monocotyle en dicotyle gewassen. De
deskstudie geeft ook een overzicht van verschillende categorieén middelen die de weerstand kunnen
verhogen. Een en ander is als basis gebruikt voor het geven van aanbevelingen voor elicitors die mogelijk
interessant zijn om Zantedeschia te beschermen tegen de zachtrotbacterie Pectobacterium carotovorum
sp. carotovorum.
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1 Inleiding

1.1  Het induceren van weerstand in een plant.

De weerstand van een plant tegen abiotische en biotische stressfactoren wordt bepaald door de genetische
achtergrond van de plant en de interactie van de plant met het milieu. Planten reageren op contact met en
verwonding door (insect) herbivoren, pathogenen en parasitisme door andere planten met het in gang
zetten van verdedigingsmechanismen, waarbij de hormonen jasmonzuur, ethyleen, salicylzuur en
abscisinezuur een belangrijke rol spelen (De Vleesschauwer, 2008; De Vleesschauwer et al., 2008). Dit
wordt geinduceerde weerstand of geinduceerde resistentie (induced resistance (IR)) genoemd. Zowel in
monocotylen (rijst tegen Magnaporthe grisea en tegen Xanthomonas oryzae pv oryzae, \wai et al., 2007;
Xie et al., 2011) als in dicotylen (Arabidopsis thaliana tegen Pseudomonas syringae, Kus et al., 2002) is
gevonden dat de weerstand afhankelijk kan zijn van de leeftijd van een plant, waarbij jonge planten vaak het
meest gevoelig zijn. Geinduceerde weerstand verspreidt zich vaak systemisch door de hele plant, waardoor
de plant beschermd is voor toekomstige aanvallen door belagers.

De weerstand van een plant kan bevorderd worden door teeltmaatregelen zoals het verbeteren van de
bodemgesteldheid, grondbewerking en bemesting, het regelen van de vochthuishouding in de grond, het
tijdstip van planten, rotatieschema’s en het optimaliseren van de plantdichtheid.

Omdat vooral jonge planten gevoelig zijn voor stress, is het gebruik van ziektevrij uitgangsmateriaal met
een hoge stresstolerantie essentieel voor de teelt van gezonde gewassen.

De weerstand van (jonge) planten kan daarnaast verhoogd worden door een aantal behandelingsmethoden,
waaronder het gebruik van chemisch-synthetische middelen, gewasbeschermingsmiddelen van natuurlijke
oorsprong (GNO'’s), niet-pathogene micro-organismen en fysische behandelingsmethoden.
Weerstandsbevorderende middelen worden wel “elicitors” genoemd. Voorbeelden zijn salicylzuur,
jasmonzuur, riboflavine en chitine (afhankelijk van het gewas). Verbindingen die het
verdedigingsmechanisme van planten activeren worden elicitors genoemd. Een aantal elicitors is
commercieel verkrijgbaar. Voorbeelden zijn Oryzemate, BTH-Bion, BABA en ArgicinPlus. Oryzemate met
daarin het actieve bestanddeel probenazole wordt in rijst gebruikt tegen rijst blast en bacterievuur
(Oostendorp et al., 2001). BTH-Bion met daarin benzothiadiazole werkt in vele monocotyle en dicotyle
gewassen tegen een breed spectrum van ziektes veroorzaakt door schimmels, bacterién en virussen (Vallad
and Goodman, 2004). BABA (B-aminoboterzuur) werkt eveneens in diverse monocotyle en dicotyle
gewassen tegen een breed spectrum van aantastingen (Cohen, 2002). ArgicinPlus is een stikstofmeststof
die ook salicine bevat, waardoor de weerbaarheid van planten verhoogd kan worden. Dit is bijvoorbeeld
gevonden in komkommer, waar plantbespuiting met ArgicinPlus zorgde voor een vertraagde aantasting en
hogere opbrengsten (Dodde, 2011). In Phalaenopsis en Cotoneaster bleek ArgicinPlus Erwinia te
onderdrukken (www.vlamings.nl).

Het meeste onderzoek naar geinduceerde weerstand, hetzij door aantasting, hetzij door toediening van
elicitors vindt plaats in dicotyle gewassen, o.a. in boon, tabak, tomaat en de proefplant Arabidopsis
thaliana. Bij de monocotylen is veel onderzoek gedaan aan rijst, maar is in vergelijking met dicotyle
gewassen minder bekend over achterliggende mechanismen.

Het gebruik van weerstandsbevorderende middelen biedt voor de productie van landbouwgewassen
mogelijkheden:
1. Vaak zijn deze middelen breed werkend met een effect tegen virussen, bacterién en schimmels;
2. Veel van deze middelen kennen een systemische werking, ook op delen van de plant die ruimtelijk
gescheiden zijn van de behandelde delen;
3. Ze zijn vaak effectief gedurende een relatief lange periode tot aan de totale levensduur van de
plant;
4. Het effect is gebaseerd op verschillende mechanismen in de plant waartegen het pathogeen
moeilijk resistentie kan opbouwen;

© Praktijkonderzoek Plant & Omgeving 9



5. Van een aantal van deze middelen is bekend dat het gebruik hiervan geen ecotoxicologische
risico’s met zich meebrengt. In het algemeen leveren middelen die geen antimicrobiéle werking
hebben minder risico’s op voor het milieu. Dit betekent dat toepassing ook geen gevolgen heeft
voor de biodiversiteit;

Er wordt slechts een verdedigingsmechanisme geactiveerd en niets nieuws toegevoegd;

Er zijn middelen bij die ook schadeherstel bij planten bevorderen door weefsels gevoeliger te
maken voor eigen groeiregulatoren (plantenhormonen) (Van der Krieken, 1995).

~No

Elicitors bieden vaak minder bescherming dan synthetisch chemische gewasbeschermingsmiddelen.
Verder is het tijdstip van toediening kritischer (Lyon and Newton, 1997). Bescherming wordt vaak pas een
week na toediening verkregen. Tenslotte kan behandeling ook een negatief effect hebben op
plantontwikkeling.

1.2 Doel van dit rapport

In dit rapport wordt allereerst ingegaan op de achtergronden van weerstandsmechanismen en bevordering
van weerstand in planten (hoofdstuk 2 en 3). In hoofdstuk 4 wordt een overzicht gegeven van (categorieén)
middelen die de weerstand van planten kunnen bevorderen. Hier wordt voor een aantal monocotyle
gewassen, waarin geinduceerde resistentie gevonden is, per gewas hier een beschrijvend overzicht van
gegeven. De resultaten worden daarnaast samengevat in enkele tabellen. Hoofdstuk 5 is een samenvatting
in tabelvorm betreffende geinduceerde resistentie in dicotyle gewassen; de aandacht van dit rapport is
gefocussed op monocots. In hoofdstuk 6 worden conclusies getrokken en aanbevelingen gegeven. In dit
overzicht wordt niet ingegaan op het gebruik van levende micro-organismen voor het induceren van
weerstand. De studie (vooral hoofdstuk 5) bouwt verder op een publicatie “Natuurlijke middelen die de
weerstand van planten kunnen verhogen” (Van der Wolf & Groot, Plant Research International, december
2005, Nota 372).

© Praktijkonderzoek Plant & Omgeving 10



2 Weerstandsmechanismen

Weerstand in planten kan via verschillende metabolische routes verhoogd worden (Van Loon en Bakker,
2006) (Figuur 1). Er wordt onderscheid gemaakt tussen ‘systemic acquired resistance’ (SAR) en ‘induced
systemic resistance’ (ISR). In het eerste geval wordt de resistentie van de plant verhoogd door lokale
infectie met necrotiserende ziekteverwekkers, bijvoorbeeld Botrytis. De resistentie is tegen een breed scala
van aantasters: virussen, bacterién en schimmels. Bij ISR is sprake van resistentie ten gevolge van
interactie tussen niet-pathogene rhizobacterién en zijn gastheer. In tegenstelling tot SAR zijn er geen
zichtbare symptomen bij de inductie van ISR door rhizobacterién. Wel kan er onder invloed van
rhizobacterién lignificatie van de plantencelwanden in de wortel plaatsvinden en kan de productie van
waterstofperoxide worden geinduceerd. Bij organismen die ISR induceren, hoeft er geen direct effect van
het organisme op de groei van de ziektewekker zichtbaar te zijn: niet in /7 wiro assays en ook niet /n planta.
Er is wel gespeculeerd dat in gronden van biologische bedrijven de dichtheden van ISR inducerende
rhizobacterién groter zijn dan in de conventionele landbouw (Hammerschmidt ef a/., 2001). Behalve
rhizobacterién kunnen ook (de cultuurfiltraten van) sommige schimmels en mycorrrhiza’s ISR induceren
(Hammerschmidt et a/, 2001).

Geinduceerde resistentie is vaak geassocieerd met een verhoogde capaciteit van de plant om het
defensiemechanisme te mobiliseren en activeren. Dit proces wordt wel ‘priming’ genoemd (Conrath et al.,
2002). Hierbij speelt een specifiek regulator-gen (NPR1) een sleutelrol. Inductie van weerstand kan in de
plant leiden tot een cascade van reacties, waaronder een overgevoeligheidsreactie (HR-response), de
vorming van vrije radicalen (“oxidative burst”) (Svalheim and Robertsen, 1993), lignificatie van de
celwanden, de vorming van extra celwanden op plaatsen waar het pathogeen de plant wil penetreren, de
productie van fytoalexinen, en de accumulatie van pathogenese gerelateerde eiwitten (PR-eiwitten),
waaronder eiwitten die een fungicide effect hebben (Hammerschmidt and Nicholson, 1999).

ISR lijkt op SAR in een aantal opzichten:
e Na inoculatie vertonen planten een verhoogde verdedigingscapaciteit, waardoor de plant sneller

en/of meer effectief op aanvallen door micro-organismen kan reageren (Conrath et a/., 2006).
e Beiden zijn afhankelijk van een functioneel VPRI gen (Pieterse en van Loon, 2004).

ISR en SAR verschillen ook in een aantal aspecten:
e SARis afhankelijk van salicylzuur (SA) en is gekoppeld aan de expressie van pathogenese-

gerelateerde (PR) eiwitten, waaronder schimmelwand afbrekende enzymen zoals chitinasen en
glucanasen; ISR is niet afhankelijk van salicylzuur en is niet gekoppeld aan de expressie van
bekende verdedigingsgerelateerde genen (Pieterse et al, 1996; 1998).

e In Arabidopsis thalianais gevonden dat ISR een verhoogde gevoeligheid voor jasmonzuur (JA) en
ethyleen (ET) vereist; het is echter niet gerelateerd aan verhoogde gehalten van deze hormonen
(Pieterse et al., 2000).

© Praktijkonderzoek Plant & Omgeving 11
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Figuur 1. Signaaltransductieketens resulterend in de inductie van ‘systemic acquired resistance’ (SAR) door
pathogenen en ‘induced systemic resistance’ (ISR) door rhizobacterién. Uit: Pieterse ef a/, 1998.

ISR kan geinduceerd worden door exogene toediening van methyljasmonaat (Figuur 2). SAR kan
geinduceerd worden door toediening van salicylzuur of de synthetische functionele analogen
benzothiadiazole (benzo(1,2,3)thiadiazole-7-carbothioic acid S-methylester (BTH) en 2,6-dichloroisonicotinic
acid (INA ook wel DCINA genoemd) (Figuur 2). BTH is het actieve bestanddeel in Bion. Bion activeert in vele
gewassen weerstand tegen een breed spectrum van schimmels, bacterién en virussen. Het is werkzaam in
lage concentratie. In monocotylen werkt Bion lang. In dicotylen is de werkzaamheid korter. Bion wordt
systemisch in de plant getransporteerd (Oostendorp et a/., 2001). Elicitors zoals Bion en methyljasmonaat
worden meestal toegediend als bladbespuiting, eventueel in combinatie met een uitvloeier. Er wordt zo lang
gespoten totdat vioeistof van het blad begint af te druipen. Doornbos et a/. (2011) beschrijven een korte
onderdompeling van Arabidopsis planten in waterige oplossingen. Van te voren hadden de planten een dag
bij een relatieve luchtvochtigheid van 100% gestaan.

In het algemeen duurt het 1 tot 7 dagen voordat SAR of ISR effectief is. Bij ISR en SAR is er geen sprake
van een typische dosis-respons relatie, zoals die bij antimicrobiéle middelen gevonden wordt. Als het micro-
organisme of het middel maar boven een bepaalde drempelwaarde aanwezig is, zal verhoging van de dosis
geen extra effect geven. Vaak geldt de weerstandsbevordering van de “elicitor” gedurende de hele
levenstijd van de plant, hoewel het effect geleidelijk aan wel minder kan worden (Liu et a/, 1995). De
verkregen weerstand is niet specifiek en zal gelden tegen schimmels, bacterién en virussen en incidenteel
ook tegen insecten en nematoden (Hoffland ef a/,, 1996). De geinduceerde weerstand is afhankelijk van het
genotype van de plant, waarbij de resistentie vaker in een relatief vatbaar dan in een relatief resistente
cultivar wordt opgewekt (Liu ef a/, 1995).
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Figuur 2. Structuurformules van salicylzuur, zijn synthetische functionele analogen BTH en INA en van
methyljasmonaat.

De biosynthese van jasmonzuur vindt plaats via de octadecanoid route (Vick and Zimmermann, 1984)(Figuur
3).

Salicylzuur kan gesynthetiseerd worden via de isochorismate route en de fenylpropanoid route (Figuur 4).
Onderzoek met isotopen in tabak en rijst en mutanten van Arabidopsis thaliana heeft laten zien dat de
routes en de regulatie van salicylzuursynthese in planten ingewikkelder blijken dan aanvankelijk gedacht. De
synthese is dan ook nog niet geheel opgehelderd (Chen ef a/., 2009). Verder onderzoek aan Arabidopsis
thaliana moet duidelijk maken hoe salicylzuur in deze soort gesynthetiseerd wordt. Dit zal bijdragen aan het
ontrafelen van de synthese en de regulatie ervan als reactie op biotische en abiotische stress in andere
soorten (Chen et a/., 2009).

l Fhusphiolip ace

Liruoleric acid

l D Tkre oxdde gerdhace

l Alere oxdde opclace

Jasmomie acid

Figuur 3. Biosynthese van jasmonzuur in planten. Uit: Vick and Zimmermann, 1984.
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Figuur 4. Biosynthese van salicylzuur in
Shikimate pathway planten. SA kan via twee routes
gesynthetiseerd worden: de
isochorismate route en de
fenylpropanoid route. Experimenten
met isotopen in tabak en rijst wijzen
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JA- en ET-afhankelijke verdedigingsmechanismen bieden weerstand tegen pathogenen met een
necrotrofische levensstijl en tegen herbivore insecten. SA-afhankelijke verdedigingsmechanismen zijn
effectief tegen pathogenen met een biotrofische levensstijl (Glazebrook, 2005). Smith ef a/. (2008) geven
aan dat JA-athankelijke verdedigingsmechanismen betrokken zijn bij de verdediging tegen herbivoren, terwijl
SA-afhankelijke mechanismen betrokken zijn bij verdedigingsmechanismen tegen pathogenen. Smith et a/.
(2008) geven echter ook aan dat er vele uitzonderingen hierop bestaan en dat er steeds meer aanwijzingen
zijn dat interactie tussen de JA- en SA-routes (synergistisch en antagonistisch) een belangrijke rol speelt in
nauw afgestemde verdedigingsmechanismen (Van Wees et a/., 2000; Koornneef and Pieterse, 2008). Zo
hebben Stout ef a/. (1999) aangetoond dat chemische inductie van SAR de weerstand van de plant tegen
herbivoren kan verminderen.

Doornbos et af. (2011) onderzochten effecten van ISR en SAR op de bodemmicroflora van de dicotyl

Arabidopsis thaliana. Ze concludeerden dat het beheersen van plantenziekten door het activeren van ISR of
SAR waarschijnlijk geen groot effect heeft op de bodemmicroflora.
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3 Middelen die de weerstand kunnen verhogen.

3.1 Biologische extracten

3.1.1 Bacterie-extracten

Park et al. vonden dat een bladbespuiting met een water oplosbare fractie van een extract van Burkholderia
cepacia bacterién (stam 923-87) ISR induceerde tegen anthracnose op komkommer, veroorzaakt door
Colletotrichum orbiculare. Hierdoor werd het percentage bladopperviak met lesies verlaagd van 40 naar
8%. Behandeling van het blad verhoogde de productie van waterstofperoxide en een pathogenese
gerelateerd eiwit (PR-1a) en veroorzaakte een overgevoeligheidsreactie.

Er zijn verschillende bacteriéle componenten geisoleerd die verantwoordelijk zijn voor een dergelijke
weerstandsverhoging. Van ISR inducerende Pseudomonas soorten bleken de lipopolysacchariden (LPS)
hiervoor verantwoordelijk. LPS-negatieve mutanten gaven geen ISR-reactie (Van Peer en Schippers, 1992;
Leeman et al., 1995, 1996).

Ook de LPS van de ziekteverwekkende bacterie Xanthomonas campestris pv. campestris gaf een
weerstandsverhoging door inductie van de glucanase activiteit in radijs (Newman et al., 1995). De in de
celwand verankerde lipide A fractie, bestaande uit vetzuren, was verantwoordelijk voor de inductie. Het naar
buiten gerichte O-antigen, bestaande uit suikermoleculen, had geen effect bij behandeling van radijs
zaailingen. De lipide A fractie van andere bacteriesoorten als £scherichia coli en Salmonella minnesota
hadden geen effect op de glucanase activiteit.

Ook sideroforen kunnen verantwoordelijk zijn voor SAR inductie. Sideroforen zijn laagmoleculaire
verbindingen die sterk ijzer binden. Met pyoverdines, sideroforen uit Pseudomonas, kon o.a. SAR in tabak
geinduceerd worden tegen het tabaksnecrose virus (Maurhofer et al., 1994).

Sommige pseudomonaden produceren salicylzuur, dat weerstandsbevorderend werkt. Salicylzuur-negatieve
mutanten van de bacterie verloren deze eigenschap, terwijl ook tabaksplanten die getransformeerd waren
met een salicylzuur-afbrekend enzym ISR-negatief waren (Delaney et al., 1994). Mogelijk dat salicylzuur aan
ijzer bindt en dat het complex als elicitor functioneert.

ISR kan worden geinduceerd door Harpin, een zuur hittestabiel eiwit met een MW van 44 kD, geproduceerd
door de plantpathogene bacterie £rwinia amylovora (Wei et al., 1992). Harpin kan worden gebruikt voor
bladbehandelingen van verschillende plantensoorten, waar het zowel wortelgroei als een resistentiereactie
induceert. Harpin is gepatenteerd en gecommercialiseerd. Het wordt m.b.v. GMQO's in grotere hoeveelheden
geproduceerd en is in die vorm derhalve niet toelaatbaar in de biologische landbouw.

3.1.2  Schimmel-extracten

Gedroogd afgedood mycelium van de schimmel Penicillium chrysogenum en waterextracten hiervan, waren
in staat weerstand te induceren tegen Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum in katoenplanten (Dong and
Cohen, 2002). De myceliumextracten hadden geen direct effect op deze pathogenen. Grond verrijkt met
0.25-2% van het mycelium gaf een bescherming van 32-75%, toevoeging van het waterextract (5%) aan
grond een bescherming van 51-75%, terwijl behandeling van het zaad (24 uur, 5-10%) een bescherming van
28-35% gaf. Het P. chrysogenum extract gaf bij het aangieten van de wortelstelsels ook bescherming tegen
Fusarium moniliforme in mais en F. oxysporum f.sp. melonis in meloen (Gao et al., 2001; Dong and Cohen,
2001). Bij bladbehandeling is de effectiviteit afhankelijk van het tijdstip van toediening.

Ook extracten van andere niet-pathogene schimmels kunnen als elicitor functioneren. Cultuurfiltraten van
planten-groei stimulerende schimmels induceerden ISR tegen Colletotrichum orbiculare, door lignificatie van
plantencelwanden (Koike et al., 2001). Celwandextracten van gist kunnen weerstand induceren tegen o.a.
valse meeldauw in sojabonen en gerst, en Botrytis cinerea en Rhizoctonia solaniin sla (Lyon et al., 1995).
Behandeling induceert de activiteit van fytoalexinen. De formulering van het toegepaste middel is belangrijk
voor de effectiviteit, met name het gebruik van een geschikte adjuvant. Echter, de relatie tussen de
resultaten met gist celwandextracten in laboratoriumproeven en veldexperimenten voor bestrijding van valse
meeldauw in gerst was zwak.
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Ook componenten van plantpathogene schimmels kunnen weerstand in planten induceren. Conidia van
Botrytis cinerea, die d.m.v. een hittebehandeling afgedood waren, induceerden weerstand tegen B. cinerea
op wortelschijven. Er werd na behandeling een versterkte verkurking van het weefsel en een accumulatie
van fytoalexinen gevonden (Harding and Heale, 1981; Garrod et al., 1982).

Uit Verticillium dahliae zijn niet-geidentificeerde elicitors geisoleerd, die naast een overgevoeligheidsreactie
de productie van PR gerelateerde eiwitten en fytoalexinen induceerden in bladeren van katoen (Dubery and
Slater, 1997). Schimmelextracten zijn relatief éénvoudig tegen lage kosten in grote hoeveelheden te
produceren.

3.1.3 Planten-extracten

Ethanol-extracten van de plant Reynoutria sachalinensis gaven bij bladbespuitingen bescherming tegen
echte meeldauw op begonia, tomaat en komkommer en tegen Botrytis op peper (Schmidt et al., 1996;
Herger and Klingauf, 1990; Herger et al., 1988). Dit extract lijkt een laag risicoprofiel te hebben. Het
gebruik hiervan voor bestrijding van ziekten en plagen is gepatenteerd en vermarkt onder de naam Milsana.
Bladbehandelingen met 4% ammoniumlignosulfonaat, een afvalproduct van de papierindustrie, gaf
geinduceerde weerstand in tomaat en peper tegen de bacterie Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Abbasi et al., 2002). Er werden geen fytotoxische effecten waargenomen.

Bespuitingen van de onderkant van komkommerbladeren met extracten van spinazie of rabarber induceerde
resistentie tegen Colletotrichum lagenarium (Doubrava et al., 1988). Het effect hiervan was al zichtbaar 20-
36 uur na de bespuiting. Oxaalzuur werd geidentificeerd als de actieve component.

Behalve het gebruik van bladbespuitingen, kan ook het verwerken van plantenproducten in substraten leiden
tot inductie van weerstand. Het gebruik van veenmos compost waar pulp en afval van de
papierverwerkende industrie doorheen was gemengd, gaf bij tomatenplanten een verhoogde resistentie
tegen de bodemgebonden schimmel Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici (Pharand et al., 2002).
Behandeling resulteerde o.a. in de afzetting van lignine en callose in de celwanden van de vaatbundels in de
wortel.

3.2 Gezuiverde (chemische) componenten

3.2.1 Carbohydraten

Verschillende oligosacchariden kunnen fungeren als een elicitor voor systemische resistentie. Door afbraak
van pectines tijdens de pathogenese worden er oligogalacturonides gevormd die resulteren in een
accumulatie van fytoalexinen (Davis et al., 1986). Het resultaat was afhankelijk van het molecuulgewicht van
de oligogalacturonides.

Oligomeren van galacturonzuur en oligoglucanen, geisoleerd uit Phytophthora megasperma f.sp. glycinea,
waren in staat om in relatief lage concentraties (5-100 ug/ml voor undecagalacturonide en 0.1 pg/ml voor
oligo-B-glucan) binnen 6-10 uur een sterke accumulatie van waterstofperoxide in komkommer hypocotylen te
induceren (Svalheim and Robertsen, 1993). Peroxidasen zijn betrokken bij de lignificatie van
plantencelwanden, en bij de cross-inking van hydroxyproline-rijke glycoproteine en suberine precursors,
processen die van belang zijn bij de weerbaarheid tegen schimmels.

Oligosacchariden zijn in het algemeen wateroplosbaar, weinig toxisch en relatief goedkoop te extraheren uit
schimmel en plantmateriaal. Het gebruik van oligogalacturonides voor de beheersing van plantenziekten
d.m.v. gewasbespuitingen is gepatenteerd, evenals methoden voor de extractie van deze verbindingen
(Lyon et al., 1995).

3.2.2 Chitine en chitosan
Chitine is een component van de celwand van schimmels, insecten en schaaldieren. Chitine kan ook
weerstand in verschillende planten induceren.
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Resistentie tegen schimmelziekten door accumulatie van fytoalexines en/of lignificatie na behandeling met
chitine is aangetoond bij 0.a. aardappel (Phytophthora infestans), tomaat (Fusarium oxysporum),
komkommer (Pythium aphanidermatum, en kool (Plasmodiophora brassicae) (Van der Krieken et al., 1995).
Soms werd er bij bladbehandeling een fytotoxisch effect gevonden, zoals bij kool (Evans, 1993).

Chitosan bestaat uit oligomeren van B-1,4 glucosamines, die ontstaan na chemische (zuur-hydrolyse) of
enzymatische afbraak van chitine. Chitosan komt in de celwand van bepaalde schimmels ook van nature
voor, zoals bij Mucor rouxii (Wu et al., 2005). De chitosan producten kunnen verschillen in gemiddeld
molecuulgewicht en de mate van acetylering, maar binden als polykationen onder fysiologische condities
allen sterk aan negatief geladen groepen van plant en pathogenen.

Net als chitine kan ook chitosan fungeren als elicitor. Met een concentratie van 3 pg/ml werd de
sporenkieming van de schimmel Fusarium solani effectief geremd door inductie van fytoalexinen in
sojaboon (Keen et al., 1983). Behandeling van tomatenzaad met chitosan induceerde SAR tegen Fusarium
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (Benhamou et al., 1994). De zaden werden 15 min gedompeld in 0.1-1
mg/ml opgeloste chitosan en daarna gedroogd. De behandeling resulteerde in een vertraging van de
ziekteontwikkeling, maar niet in een volledige bescherming van de kiemplant. Het effect was concentratie-
onafhankelijk. Verder induceerde zaadbehandeling (15 min) met chitosan (2-8 mg/ml) weerstand tegen
Fusarium graminearum in tarwe (Reddy et al., 1999). Door deze behandeling werd ook de zaadkieming
gestimuleerd. Na behandeling van gierst zaad met een formulering van Chitosan (Alexatm) werd een
weerstandsbevordering gevonden tegen valse meeldauw (Sharatchandra et al., 2004). Onder kascondities
gaf de zaadbehandeling 48% bescherming. Met behulp van bladbespuitingen kon een bescherming van
maximaal 71% gerealiseerd worden. Behandeling van sojabonen met gedepolymeriseerde chitine gaf een
betere kieming, meer peulen, een hoger droge stof gehalte, een groter gewicht per boon (ca. 20%) en een
lager percentage lage kwaliteit bonen dan de onbehandelde controle (Hirano et al., 2000). Het chitine dat
enzymatisch gedepolymeriseerd was, gaf een beter resultaat dan met zuur gehydrolyseerde chitine of dan
carboxymethyl-chitine. Het groeibevorderende effect was positief gecorreleerd met chitinase activiteit in de
boon tijdens de kieming.

Chitosan en chitine kunnen ook een direct antimicrobieel effect hebben. In een concentratie van 0.1%
remden beide componenten de groei van de bacterie Salmonella typhimurium (Wu et al., 2005). Chitosan
had verder een effect op de regulatie van chitine synthase van Fusarium oxysporum. Chitine en chitosan
kunnen ook een indirect bestrijdingseffect hebben via stimulering van het antagonisme. Chitinase
producerende micro-organismen, die de celwand van pathogene schimmels kunnen aantasten, worden door
de toevoeging van chitine en chitinase gestimuleerd.

Chitine en chitosan zijn goedkope bulkproducten. Chitosan kan uit chitine worden gemaakt zonder het
gebruik van chemisch-synthetische middelen en kunnen beide als “natuurlijk” beschouwd worden.

3.2.3 Onverzadigde plantaardige vetzuren

Vetzuren bleken in staat een systemische resistentie te kunnen induceren tegen Phyfophthora infestans in
aardappel (Cohen et al., 1991). Van vijf onderzochte vetzuren bleken vooral arachidonzuur en
eicosapentenonzuur effectief. Arachidonzuur is van nature aanwezig in de sporen en het mycelium van 7.
infestans en komt vrij in het plantenweefsel na infectie. Dit vetzuur kan worden beschouwd als een niet
specifieke elicitor van P. infestans (Lyon et al., 1995). Eicosapentanonzuur is in hoge concentraties (25%)
aanwezig in visolie en kan daar goedkoop uit gewonnen worden. Bij een concentratie van 2 mg/ml werden
aardappelplanten gedurende een periode van 12 dagen effectief beschermd (94-97% minder aangetast
bladoppervlak), hoewel deze vetzuren wel op de behandelde bladeren necrotische viekken veroorzaakten.
Linolenic, linoleic en oleic acid waren minder fytotoxisch maar gaven ook minder bescherming. De slechte
water oplosbaarheid is een nadeel bij het gebruik van deze componenten.

3.2.4 Organische zuren

Salicylzuur bindt aan een receptoreiwit in de plant waardoor de productie van PR-gerelateerde eiwitten en
SAR op gang komt. Behandeling met salicylzuur helpt tegen een range van pathogene virussen, schimmels
en bacterién in zowel monocotylen als dicotylen (Kessman et al., 1994).
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Echter, salicylzuur wordt door de plant vrij snel geimmobiliseerd door conjugatie tot B-glucosides, waardoor
geen systemische verspreiding in de plant kan plaatsvinden. Salicylzuur is al in lage concentraties
fytotoxisch en wordt niet voor gewasbespuitingen en zaadbehandelingen gebruikt (Jain et al., 1989).
Salicylzuur kan ook een direct effect hebben op pathogenen, zoals op de schimmel £utypa /ata (Amborabe
et al., 2002).

Behandeling van mais zaad met ascorbinezuur, een antioxidant, stimuleerde zaadkieming en plantgroei
(Asthana and Srivastava, 1978). Het vervroegde ook de bloei. Door deze snellere opkomst en groei kan
zaadbehandeling met ascorbinezuur mogelijk effectief zijn tegen bodempathogenen. Behandeling met
salicylzuur remde de zaadkieming juist. Er is in deze studie niet gekeken naar de inductie van weerstand.
Jasmonzuur is een natuurlijke groeiregulator, die o.a. betrokken is bij sluiting van stomata, veroudering van
bladeren en ethyleenproductie bij vruchten. Behandeling van aardappel en tomaat met lage concentraties
(62.5 pg/ml) jasmonzuur gaf locale bescherming, maar bij hogere concentraties (1 mg/ml) systemische
bescherming tegen Phytophthora infestans (Cohen et al., 1993). Acht dagen na behandeling was de
bescherming nog steeds 77%. Het mechanisme van de bescherming bij deze Solanaceae is niet bekend.
Behandeling met jasmonzuur gaf kortdurige bescherming (< 3 dagen) tegen meeldauw (£rysiphe graminis f.
sp. hordei) in gerst (Schweizer et al., 1993). Jasmonzuur induceert de vorming van een aantal eiwitten,
waaronder het natuurlijke fungicide thionine. Ook jasmonzuur is fytotoxisch bij hoge doseringen (> 1
mg/ml). Het gebruik van jasmonzuur voor gewasbespuitingen is gepatenteerd.

DL-B-butyric acid (BABA) is een aminozuur, dat niet in eiwitten wordt ingebouwd en dat weinig in de natuur
gevonden wordt (Jakab et al., 2001). BABA is alleen in de exudaten van tomatenplanten gevonden. BABA is
een sterke inducer van SAR in veel verschillende pathosystemen, waaronder veel schimmelziekten in
groentegewassen (Pajot et al., 2001; Silue et al., 2002). BABA wordt systemisch in de plant
getransporteerd en is fytotoxisch in een aantal gewassen. Commercieel verkrijgbare BABA is op chemische
wijze gesynthetiseerd en dus onaanvaardbaar voor de biologische sector. In hoeverre BABA ook op een
kosteneffectieve wijze uit tomatenplanten gezuiverd kan worden, is niet bekend.

Oxaalzuur is ook geidentificeerd als elicitor van weerstandsreacties bij planten. Deze stof komt in grotere
hoeveelheden in rabarber voor (zie hoofdstuk 4.1.3).

3.2.5 Overige plantenmetabolieten

2-Furoic acid (2FA) is een alkaloide dat als metaboliet gevonden wordt in de plant £rythroxylum dekindti
(www.reciprocalnet.org). Dompeling van wortels in 10 pM 2FA induceerde resistentie in tomatenzaailingen
en gaf een betere bescherming tegen Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici dan salicylzuur (Miyazawa et
al., 1998). De werking berust op de activiteit van celwand gebonden peroxidase, die door de cross-linking
van lignine en eiwitten zorgt voor een versterking van de celwand. In hoeverre 2FA op kosteneffectieve wijze
als natuurlijk product is te winnen, kan niet gezegd worden. 2FA was zelfs in een concentratie van 1000 pM
niet fytotoxisch.

Riboflavine is een plantaardig water-oplosbaar vitamine (B2) dat al in lage dosering (0.5 mM) SAR induceert
tegen verschillende ziekten in tabak (Affernaria alternata en TMV), tegen Phytophthora parasiticain
Arabidopsis en, in combinatie met methionine, metaalionen en een surfactant ook tegen meeldauw
(Peronospora sp.) in aardbeiplanten (Gozzo, 2003; Wang and Tzeng, 1998; Dong and Beer, 2000).
Riboflavine is een “photosensitizer”, dat actieve zuurstof produceert in aanwezigheid van reducerende
substraten. Riboflavine veroorzaakt geen celdood in planten, maar reageert als een “elicitor”.

3.2.6  Schimmelproducten

Sommige mycotoxinen, zoals fumonisine B1 uit Fusarium moniliforme en het AAL toxine uit Alternaria
alternata kunnen ook het resistentiemechanisme van planten activeren (Asai et al., 2000; Stone et al.,
2000). Het is duidelijk dat deze relatief toxische componenten niet voor toepassingen als
zaadbehandelingen in aanmerking komen.
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3.2.7 Bladbemestingstherapie

Behandeling van kiemplanten met (micro)nutriénten kan resulteren in inductie van weerstand (Reuveni and
Reuveni, 1998). Behandeling van kool met fosfaat (K2HPO4 en K3P04) gaf bescherming tegen meeldauw in
bloemkool (Silué et al., 2002). K2HPO4, gecommercialiseerd onder de naam Phytogard, gaf in een
concentratie van ca. 40 ppm volledige bescherming tegen meeldauw (Bremia lactucae) in sla (Pajot et al.,
2001). Er werd een direct effect van fosfaat gevonden op de kieming van sporen. Daarnaast werd
resistentie geinduceerd die tenminste 15 dagen duurde, maar er werden geen PR eiwitten geinduceerd. Dit
zou er op duiden dat naast een direct mycotoxisch effect, er mogelijk sprake is van een ISR, maar zeker
niet van een SAR respons.

Een enkele behandeling van komkommerbladeren met een micronutriénten oplossing van H3BO3, CuS04
en MnCI2 of van K2HPO4 gaf een sterke reductie van het aantal lesies veroorzaakt door echte meeldauw
(Phaerotheca fuliginia) als gevolg van een SAR inductie (Reuveni et al., 1997). Bladbespuiting van
komkommer met K2ZHPO4 resulteerde in zichtbare necrotische lesies als gevolg van een
overgevoeligheidsreactie (Orober et al., 2002). Bij komkommer werd een verhoogde productie van
salicylzuur en de vorming van superoxide en waterstofperoxide gevonden, wat duidt op een SAR inductie.
Kaliumfosfaat reduceerde ook infecties van tomaat en peper met de bacterie Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Abbasi et al., 2002).

Kaliumsilicaat kan meeldauw in komkommer en druif reduceren bij een concentratie van 17 mM (Bowen et
al., 1992; Menzies et al., 1992; Liang et al., 2005). Echter, kaliumsilicaat (K2S03) wordt synthetisch
gemaakt en is niet toegestaan in de biologische landbouw.

In experimenten met zaailingen van kool werd na behandeling van blad met verschillende micronutriénten
een beschermend effect gevonden tegen valse meeldauw (Peronospora parasitica). Echter, de
behandelingen gaven ook vaak bladschade (Van der Wolf et al., 2012).

Behandeling van gierstzaad met 50 mM proline, een aminozuur met een secundaire aminogroep, gaf zowel
in kas- als in veldexperimenten een goede bescherming tegen valse meeldauw, veroorzaakt door
Sclerospora graminicola (Raj et al., 2004). Inductie van resistentie werd ook gevonden drie dagen na
bladbehandeling. De resistentie was aanwezig tijden de gehele ontwikkeling van de plant. Proline had ook
een positief effect op de gewasgroei en -ontwikkeling en op de zaadproductie.

Bladbemesting met compost extracten (niet gefermenteerd) of compost thee (gefermenteerd) kan ook
weerstand in planten induceren (voor overzichtsartikelen: Litterick et al., 2004 en Scheuerell and Mahaffee,
2002). Goede resultaten zijn 0.a. behaald bij de bestrijding van Xanthomonas vesicatoriain tomaat (Al-
Dhamani et al., 2003). Een deel van het effect wordt veroorzaakt door gunstige micro-organismen die in de
extracten aanwezig zijn, maar filtergesteriliseerde extracten hebben ook een (geringer) effect. Het
bestrijdingseffect van een behandeling van het blad met compost thee is in de regel minder dan van
synthetische pesticiden.

In veel compostextracten is dierlijke mest verwerkt, waardoor in potentie ook humane- en veterinaire
pathogenen via de extracten kunnen worden verspreid. Vermeerdering van de pathogenen tijdens de
productie van compost thee is nooit vastgesteld, tenminste zo lang er geen extra nutriénten aan het
compost worden toegevoegd. Het reproduceerbaar produceren van compost is lastig, waardoor een
bestrijdingseffect moeilijk gegarandeerd kan worden. Verder blijkt er grote variatie te bestaan in de
bestrijdingseffecten, afhankelijk van de productiewijze van de compost thee (ingrediénten, fermentatie,
beluchting), van het pathogeen en ook van het seizoen. Soms ging een bestrijdingseffect gepaard met een
productieverlies, mogelijk door toxische organische zuren die m.n. tijdens anaérobe fermentatie ontstaan.
Of zaadbehandeling met (concentraten van) compost thee ook effectief kunnen zijn, is onbekend.

3.3 Effect in de praktijk

Veel van de beschreven middelen zijn alleen onder gecontroleerde omstandigheden in de kas getoetst.
Hoewel de informatie wellicht direct toepasbaar is op planten die onder veldomstandigheden worden
geteeld, moet bedacht worden dat planten vaak al te maken hebben met vele biologische en fysische stress
factoren. Hierdoor worden stress-gerelateerde metabolische routes wellicht al aangeschakeld. Het effect
van de “elicitors” kan verder afhankelijk zijn van de bemesting.
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De inductie van de PR eiwitten, chitinase, chitosanase en peroxidase, is in Arabidopsis thaliana sterk
vertraagd bij een lage stikstof gift, hoewel de maximum activiteit niet significant verschilde (Dietrich et al.,
2004). Al genoemd is dat behandeling met “elicitors” geen curatief effect heeft en dat het tijdstip van
behandeling kritisch is. Dit vereist een goede kennis van de epidemiologie van pathogenen en de
beschikbaarheid van goed werkende waarschuwingssystemen. Verder reageren niet alle cultivars op gelijke
wijze op “elicitors” (De Rocha and Hammerschmidt, 2005). Dit is 0.a. gevonden voor de chemische inducer
Actiguard, in relatie tot het komkommer - Didymella bryoniae pathosysteem. Ook het groeistadium van de
plant kan van invloed zijn op het effect van de inducer. Een voorbeeld hiervan is de resistentiereactie van
bloemkoolplanten op Phytogard (fosfaat). Besproeiing van jonge planten leidde niet tot een langdurige,
systemische weerstand tegen valse meeldauw, maar wortelbehandeling van oudere planten wel (Bécot et
al., 2000). Een aantal PR eiwitten die in de plant geinduceerd worden, hebben allergene eigenschappen
(Gozzo, 2003). Hier zal beter naar gekeken moeten worden voordat elicitors van geinduceerde weerstand
veel gebruikt gaan worden. Tenslotte vraagt een resistentiereactie ook energie van de plant. Soms vindt er,
bij gebruik van elicitors, een lagere productie en een reductie van plantengroei plaats (Kuc, 1995; Heil,
2001). Dit speelt vooral een rol bij lage stikstofcondities en in een bepaald ontwikkelingsstadium van de
plant, zoals tijdens de vorming van scheuten bij tarwe (Heil et al., 2000).

Weerstands inducers kunnen ook in een geintegreerde beheersingsstrategie gebruikt worden. Zo werd
bacteriebladvlekkenziekte op tomaat, veroorzaakt door Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, bestreden
met specifiek werkende bacteriofagen in combinatie met acibenzolar-S-methyl, een synthetisch middel dat
weer weerstand induceert (Obradovic et al., 2005). De afzonderlijke componenten gaven geen of slechts
een beperkt beschermend effect.

3.4 Perspectieven op toelating

Met onderzoek aantonen dat bepaalde natuurlijke middelen de weerstand van de plant kunnen verhogen is
een eerste stap. Om het middel daadwerkelijk in de praktijk toe te kunnen passen zijn vervolgstappen
essentieel. Allereerst moet er een leverancier gevonden worden die de middelen op de markt wil zetten.
Zo'n leverancier zal dat alleen doen als er voldoende markt voor is. Sommige middelen zijn al op de markt
en kunnen daardoor vaak snel toegepast worden, mits het middel ook wettelijk voor die toepassing gebruikt
mag worden.

Om een middel als gewasbeschermingsmiddel te mogen toepassen moet het middel ‘toegelaten’ zijn. In
Nederland wordt deze toelating op dit moment nog geregeld door het College voor de Toelating van
Bestrijdingsmiddelen en Biociden (CTGB). Bij toelating wordt ook aangegeven voor welke toepassing het
middel gebruikt mag worden.

Voor nieuwe middelen waarvoor toelating aangevraagd wordt, moet door de aanvrager een dossier
geleverd worden met resultaten van (eco)toxicologische studies. Het aanleggen van zo'n dossier kost in het
algemeen veel geld en is in de praktijk een zeer hoge drempel voor het aanvragen van toelating, met name
voor middelen voor een relatief kleine markt. Soms zijn er echter al gegevens voor zo'n dossier voor
handen, wat de kosten kan drukken.
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4 Effecten van elicitors in monocotyle gewassen.

4.1 Monocotylen

Onderzoek naar geinduceerde resistentie heeft zich voor een belangrijk deel gericht op dicotyle gewassen.
Onderzoek aan onder meer mutanten van Arabidopsis thaliana heeft inzicht gegeven in de moleculaire
achtergronden. In monocotyle gewassen is aanzienlijk minder onderzoek gedaan naar geinduceerde
resistentie, en is er weinig bekend over het moleculaire mechanisme van weerstandsinductie (De
Vleesschauwer et al., 2008). Daarom ligt de focus van deze studie op monocotylen. Het meeste onderzoek
is gedaan aan rijst.

Ook zijn er in monocotylen minder studies gedaan naar primen, waarin het verdedigingsmechanisme tegen
ziekteverwekkers wordt geactiveerd door elicitors toe te dienen die de aanmaak van zogenaamde
fytoalexinen stimuleren. (Conrath et al., 2006). Fytoalexinen zijn laag-moleculaire secundaire metabolieten
die een plant na infectie aanmaakt en die antimicrobiéle activiteit vertonen (Hammerschmidt, 1999).

In monocotylen zijn zowel ‘systemic acquired resistance’ (SAR) (Kessmann et al., 1994; Sticher et al., 1997)
als ‘induced systemic resistance’ (ISR) aangetoond (Krishnamurthy and Gnanamanickam, 1997; 1998). Tot
nu toe zijn er weinig secundaire metabolieten geidentificeerd die via de jasmonzuur route in monocotylen
geinduceerd worden (Yedidia et al., 2011).

In een review hebben Kogel and Langen (2005) geprobeerd uiteen te zetten in hoeverre de
verdedigingsroutes in dicotylen en monocotylen geconserveerd zijn. In rijst komen veel hogere gehalten aan
salicylzuur voor dan in de meeste dicotyle gewassen. Na infectie lopen gehalten niet op, wat de rol van
salicylzuur in systemische reacties van rijst onduidelijk maakt. Het is echter aannemelijk dat andere
componenten die uit salicylzuur in rijst gemaakt worden, een vergelijkbare functie hebben als in dicotylen.
Dit leidden ze af uit het feit dat bepaalde regulerende eiwitten zowel in monocotylen als in dicotylen
aangetroffen zijn. Homologen van het Arabidopsis thaliana NPR1 gen (AtNPR1, non-expressor van PR genen)
zijn in diverse monocotylen gevonden. Ook aminozuren die nodig zijn voor de functie van het NPR1 gen zijn
in rijst aangetroffen. Overexpressie van AtNPR1 in rijst geeft weerstand tegen de bacterie Xanthomonas
oryzae pv. oryzae, wat erop duidt dat rijst een verdedigingsroute deelt die gelijk is aan de door NPR1-
gemedieerde verdedigingsroute. NH1lijkt verdedigingsgenen in rijst gemakkelijker te activeren dan zijn
ortholoog (gerelateerde genen ontstaan uit hetzelfde gen van de laatste gemeenschappelijke voorouder)
van Arabidopsis. Dit wijst erop dat er verschillen zijn tussen rijst en Arabidopsis in het reguleren van de
inductie van verdedigingsgenen (Kogel and Langen, 2005; Chern et al., 2005; Dong, 2004). Quilis et al.
(2008) vonden dat expressie van het AtNPR1 gen in getransformeerde rijst weerstand gaf tegen schimmels
en bacterién door de expressie van SA-responsieve genen te ‘primen’. Expressie van het AtNPR1 gen in
deze rijst zorgde echter wel voor een hogere gevoeligheid voor virussen. Samenvattend concludeerden
Kogel en Langen (2005) dat centrale elementen van geinduceerde resistentieroutes geconserveerd zijn
onder dicotylen en monocotylen, maar dat de regulatie ervan en interactie met andere routes in beiden
verschillend zouden kunnen zijn. Ook De Vleesschauwer (2008) ging in op verschillen in verdedigingsroutes
tussen dicotylen en monocotylen. Hij geeft aan dat er waarschijnlijk aanzienlijke verschillen zijn tussen rijst
en Arabidopsis in de regulatie van door NPR1/NH1 gecontroleerde verdedigingsgenen. Dit zou toe te
schrijven kunnen zijn aan de hogere endogene gehalten aan SA in rijst. ISR kon in rijst opgewekt worden
door de Pseudomonas fluorescens stam WCS374r. Dit kwam overeen met de klassieke ISR-route in
Arabidopsis thaliana, die door Pseudomonas fluorescens stam WCS417r geinduceerd werd, waaruit hij
concludeerde dat monocotylen en dicotylen delen in evolutionair geconserveerde signaaltransductieroutes
(De Vleesschauwer, 2008).
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4.1.1  Oryza sativa (rijst)

Het meeste onderzoek aan geinduceerde resistentie in monocotyle gewassen heeft plaatsgevonden in rijst.

Riboflavine en zijn ge-dimethyleerde aminoderivaat roseoflavine induceerden systemische resistentie tegen
de rijst blast disease, veroorzaakt door de schimmel Pyricularia oryzae. Dit gebeurde zowel bij toediening
aan de bodem (40 mg/kg) als bij toediening aan het inoculum (10 pg/ml)(Aver'yanov et al., 2000). Deze
auteurs denken dat een toename in actieve zuurstofproductie een hypergevoeligheidsreactie teweegbrengt
en dat beiden bijdragen aan de verhoogde weerstand.

Riboflavine induceerde in rijst ook weerstand tegen Ahizoctonia solani, de veroorzaker van de sheath blight
disease (Taheri and Hofte, 2007; Taheri en Tarighi, 2010). Taheri en Tarighi (2010) gaven aan dat de
verhoogde weerstand toe te schrijven is aan het activeren van de octadecanoid route, welke leidt tot de
aanmaak van jasmonaten. Deze zorgen voor een activatie van het fenylpropanoid metabolisme, waardoor
lignificatie optreedt zodra een pathogeen aanvalt en vervolgens een fysische barriere tegen pathogenen
ontstaat (“priming”).

Thiamine (vitamine B,) induceerde systemic acquired resistance (SAR) in rijst (Ahn et a/., 2005). Thiamine
stimuleerde de expressie van pathogeen-gerelateerde (PR) genen. Thiamine stimuleerde ook de up-regulatie
van protein kinase C activiteit. De effecten van thiamine verspreidden zich systemisch in de plant en de
effecten hielden zeker 15 dagen aan. Door onderzoek aan mutanten van Arabidopsis thaliana kon
geconcludeerd worden dat thiamine SAR induceert via salicylzuur en Ca®*-gerelateerde signaal
transductieketens.

Thiamine induceerde ook SAR in diverse andere gewassen, bijvoorbeeld in tabak, komkommer en
Arabidopsis thaliana. De SAR was breed en werkzaam tegen schimmels, bacterién en virussen. De auteurs
concludeerden dat thiamine veelbelovend is om aantastingen te beheersen.

Probenazole, het actieve ingrediént in Oryzemate, beschermt vele variéteiten van rijst tegen Magnaporthe
grisea. Sakamoto et al. (1999) identificeerden een gen dat op probenazole reageerde, het RPR1 gen. Dit
gen vertoonde structurele gelijkheid met bekende ziekte-resistentiegenen. De expressie van het RPR1 gen
in rijst kan ge-upreguleerd worden door verbindingen die SAR induceren, zoals probenazole, BTH en
salicylzuur en door inoculatie met ziekteverwekkers. Salicylzuur resulteerde in minder hoge RPR1 expressie
en geinduceerde weerstand dan probenazole en BTH. Het RPR1 gen kon niet in alle geteste variéteiten
gevonden worden waarin probenazole effectief was Wel kwamen er dan homologe sequenties voor die
mogelijk betrokken zijn bij deze vorm van ziekteresistentie.

Iwai et al. (2007) vonden dat probenazole in het 4-blad stadium niet resulteerde in verhoogde ophoping van
salicylzuur en PR eiwitten. In het 8-blad stadium gebeurde dat wel. Salicylzuur induceerde resistentie in
volwassen planten, maar niet in jonge planten, waaruit de auteurs concludeerden dat de door probenazole
geinduceerde weerstand in rijst leeftijdsafhankelijk gereguleerd is via ophoping van salicylzuur.

Xie et al. (2011) onderzochten de rol van fytochroom in de JA en SA signaalroutes in rijst door onderzoek
aan wild-type en fytochroom mutanten. In wild-type planten waren oude bladeren resistenter tegen
Magnaporthe grisea dan nieuwe bladeren. In de fytochroom mutant waren beiden gevoelig. Exogene
toediening van JA of SA resulteerde in de inductie van PR1 eiwitten in oude bladeren, maar niet in nieuwe
bladeren van wild-type planten. In de fytochroom mutant vond minder ophoping van PR1eiwitten plaats,
zowel in oude als in nieuwe bladeren. De resultaten wezen erop dat fytochroom nodig is voor de leeftijd
gerelateerde weerstand van rijst tegen Magnaporthe grisea en indirect de expressie van PR1 eiwitten
verhoogt door het reguleren van SA- en JA-afhankelijke verdedigingsroutes.

De Vleesschauwer (2008) geeft in zijn proefschrift aan dat de rol van salicylzuur in signaalroutes die een rol
spelen bij het ontstaan van weerstand in rijst nog veel onduidelijk is. Rijst heeft veel hogere gehalten aan
salicylzuur dan bijvoorbeeld tabak of Arabidopsis en reageert ook op exogene toediening van salicylzuur.

In rijst is een SA-signaalroute aangetoond, waarin componenten aangetroffen zijn die ook in de SAR-route in
Arabidopsis gevonden zijn. Het NPRIgen speelt hierin een rol.
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NPRI functioneert verder in de SAR-route dan SA (Srinivasan ef a/., 2009). In rijst zijn vijf NPRI-achtige
genen gevonden. Een ervan vertoont 60% gelijkheid met NPRI in Arabidopsis. Vleesschauwer (2008) geeft
aan dat er waarschijnlijk aanzienlijke verschillen zijn tussen rijst en Arabidopsis in de regulatie van door
NPR1/NH1 gecontroleerde verdedigingsgenen. Dit zou toe te schrijven kunnen zijn aan de hogere
endogene gehalten aan SA in rijst. Het feit dat de NPR1/NH1 functie in rijst vergelijkbaar is met die in
Arabidopsis roept de vraag op of SA een centrale rol speelt in geinduceerde weerstand in rijst. Daar komt
nog bij dat in diverse studies geclaimd is dat exogene toediening van SA of van zijn functionele analogen
BTH, dichloroisonicotinic acid (DCINA) en probenazole partiéle weerstand tegen de schimmel Magnaporthe
oryzae kan induceren (Sakamoto ef a/., 1999; Manandhar et al., 2000; Kogel and Langen, 2005; lwai ef al.,
2007). Anderzijds nemen SA gehalten niet significant toe na infectie, wat erop duidt dat SA niet de
beperkende factor is in signaaltransductie leidend tot geinduceerde weerstand in rijst. Dit wordt ook
bevestigd door studies met rijst mutanten. Hoge gehalten aan SA in rijst lijken geen signaal te zijn voor de
activatie van verdedigingsgenen en geinduceerde weerstand, maar zouden kunnen fungeren als een anti-
oxidant, die rijst beschermt tegen oxidatieve stress.

Ook is de rol van jasmonzuur in het verdedigingsmechanisme van rijst nog onduidelijk (De Vleesschauwer,
2008). Toediening van jasmonzuur of methyljasmonaat aan celculturen van rijst induceerde
verdedigingsmechanisme geassocieerde transcripts en zorgde voor ophoping van de phytoalexinen
momilactone A en sakuranetin. Daarnaast werd de activiteit van lipoxygenase, een sleutelenzym in de
octadecanoid route die leidt tot synthese van jasmonzuur, vroeger en meer geactiveerd in incompatibele
interacties tussen rijst en Magnaporthe oryzae dan in compatibele interacties, terwijl transcripten van
chloroplastisch lipoxygenase ge-upreguleerd werden na behandeling met chemicalién die SAR induceren,
zoals BTH, INA en probenazole. Ook werd gevonden dat door pathogenen geinduceerde overexpressie van
een rijst allene oxide synthase gen, dat codeert voor een enzym dat een sleutelrol speelt in de biosynthese
van jasmonzuur, resulteert in verhoogde gehalten aan jasmonzuur, verhoogde PR gen transcript ophoping
en verhoogde weerstand tegen Magnaporthe oryzae. Rijstbladeren waaraan INA toegevoegd was, lieten ook
verhoogde gehalten aan jasmonzuur zien. Een en ander duidt er volgens Vleesschauwer (2008) op dat de
octadecanoid route, en dus jasmonzuur actie, een rol spelen in de activatie van verdedigingsgenen in rijst.
Net als in andere plantensoorten is er in rijst interactie tussen SA en JA signaalroutes. Dit is af te leiden uit
de expressie van enkele verdedigingsgenen en veranderingen in endogene JA en SA gehalten na
verwonding.

De Vleesschauwer et al. (2008) onderzochten het mechanisme van ‘induced systemic resistance’ (ISR) in
rijst. De bacterie Pseudomonas fluorescens WCS374r, die pseudobactin produceert, is in staat ISR in rijst
te induceren tegen Magnaporthe oryzae. De onderzoekers toonden aan dat de geinduceerde weerstand
gereguleerd is door een jasmonzuur/ethyleen gemoduleerde signaaltransductieketen die salicylzuur-
onafhankelijk is. Een dergelijk mechanisme was ook gevonden in Arabidopsis thaliana. Een siderofoor van
het pseudobactine type bleek de cruciale determinant voor het opwekken van de ISR respons. In rijst
induceerde WCS374r een weerstand die mechanisch afweek van de door Bion 50 WG (benzothiaziazole
(BTH)) geinduceerde weerstand tegen blast en van door P. aeruginosa 7TNSK2 geinduceerde systemische
weerstand. Chemische inductie van resistentie tegen Magnaporthe oryzae door benzothiazole is
onafhankelijk van jasmonzuur en ethyleen, maar gaat gepaard met geprimede expressie van salicylzuur-
gevoelige afweergenen, gelijkwaardig aan de SA-afhankelijke SAR in dicotylen. Dit duidt erop dat
verschillende routes actief zijn die een rol spelen bij het induceren van weerstand tegen M. oryzae. Ook
duidt het erop dat monocotylen en dicotylen evolutionair geconserveerde signaaltransductieroutes delen.
De Vleesschauwer et al. (2010) onderzochten ook de rol van abscisinezuur (ABA) in de afweer van rijst
tegen Cochliobolus miyabeanus. ABA bleek een belangrijke functie te vervullen in de afweer tegen deze
schimmel. Exogene toediening van ABA had een positief effect op het basale resistentieniveau van rijst
tegen Cochliobolus miyabeanus. Deze resistentie is onafhankelijk van door SA, JA of callose-bemiddelde
afweerreacties. Er is een negatieve interactie met de ethyleenroute. De auteurs concludeerden dat de
weerstandsverhoging door ABA deels toe te schrijven is aan het onderdrukken van door Cochliobolus
miyabeanus geinduceerde ethyleenactie.

[Jzerchloride (FeCl;), dikaliumwaterstoffosfaat (K,HPO,) en salicylzuur konden weerstand van rijst tegen

Magnaporthe grisea verhogen, zowel in een kas als buiten in het veld. In de kas hadden de chemicalién
zowel een effect als ze aangegoten werden als wanneer ze op het blad gespoten werden.
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In het veld werkte bladbespuiting goed. lJzerchloride werkte het best (Manandhar et a/., 1998).

Samenvattend blijken zowel verbindingen die de salicylzuurroute activeren, als verbindingen die de
jasmonzuurroute activeren, resistentie in rijst te kunnen induceren. Commerciéle verbindingen, zoals
Oryzemate (met daarin probenazole) en BTH-Bion hebben al hun waarde bewezen in de praktijk. Ook
methyljasmonaat, dat de jasmonzuurroute activeert, zou ingezet kunnen worden in een geintegreerde
gewasbescherming in rijst.

4.1.2 Pennisetum glaucum (parelgierst)

Pushpalatha e.a. (2007) onderzochten effecten van diverse vitaminen op weerstandsververhoging van
Pennisetum glaucum tegen valse meeldauw, veroorzaakt door Sclerospora graminicola. Menadione natrium
bisulfiet (MSB) (=vitamine K3), niacine (vitamine B3) en riboflavine (vitamine B2) gaven de beste resultaten
(Tabel 1). Zaden die met MSB, niacine en riboflavine, of combinaties daarvan behandeld werden,
induceerden maximale resistentie op de vierde dag na inoculatie met het pathogeen. Deze weerstand bleef
gehandhaafd tot het einde van het groeiseizoen. De behandelingen hadden bovendien een positief effect op
de groei en op de opbrengst.

Tabel 1. Geinduceerde resistentie door verschillende vitaminen tegen valse meeldauw in Pennisetun
glaucum (parelgierst).

Vitamine Mate van bescherming (%)
menadione natrium bisulfiet (MSB) 73
Niacine 63
Riboflavine 62
Biotine 51
Pyridoxine 44
foliumzuur (vitamine By;) 42
menadione natrium bisulfiet + niacine 74

4.1.3 Diverse graangewassen, zoals Hordeum vulgare, Triticum aestivum en Zea mays
In de jaren 90 werd gevonden dat salicylzuur, 2,6-dichloroisonicotinic acid ((DC)INA) en
benzo(1,2,3)thiadiazole-7-carbothioic acid S-methylester (BTH) in staat waren SAR te induceren in diverse
graangewassen tegen diverse pathogenen (Kogel ef al, 1994; Gorlach et al., 1996; Morris ef al., 1998).
Zo toonden Morris ef a/. (1998) aan dat BTH in mais weerstand tegen downy mildew induceert en de
expressie van PR-1 en PR-5 genen activeert. Deze genen worden ook geactiveerd na infectie door de
ziekteverwekker. Verder werden verhoogde gehalten aan salicylzuur aangetroffen, zowel na chemische
inductie als na aantasting door de ziekteverwekker. Onder veldomstandigheden bleek de werking van Bion®,
met daarin als actief bestandddeel BTH in wintertarwe tegen te vallen. Het werkte wel tegen echte
meeldauw, maar niet tegen andere schimmelziekten zoals Fusarium head blight en Septoria blight (Kogel
and Langen, 2005). Diverse fungiciden werkten beter. Meerdere toedieningen van BTH gaven geen beter
resultaat dan enkelvoudige toediening. Gecombineerde toediening van BTH en fungiciden gaf geen beter
effect dan fungiciden alleen ((Stadnik and Buchenauer, 1999a,b).

Hoge concentraties van BTH en DCINA kunnen resulteren in fytotoxiciteit.Dit effect leek niet het gevolg te
zijn van de geinduceerde weerstand reactie (Louws ef al., 2001; Sticher ef al.,, 1997).

In een review hebben Vallad en Goodman (2004) een aantal studies naar monocotylen en dicotylen die met
weerstandsverhogende middelen waren behandeld op een rijtje gezet en daarbij gekeken naar het effect op
ziektepercentage en opbrengst. Het overzicht voor de monocotylen is weergegeven in tabel 2. Een
dergelijk overzicht is ook voor groeistimulerende rhizobacterién (plant growth promoting rhizobacteria,
PGPR) gemaakt, die ISR induceren (Tabel 3).
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Tabel 2. Effect van behandelingen van monocotyle gewassen met elicitors op ziekte-ontwikkeling of
opbrengst. Uit: Vallad and Goodman, 2004.

SAR SAR  Pesticide SAR Pesticide
Crop Pathogen/disease elicitor elicitor standard elicitor standard Comments Source
%disease developm. % yield
Monocots
Maize Peronoscleropora BTH -35 =31 NA NA percent Morris et al.,
sorghi/downy symptomatic 1998
mildew plants
Blumeria graminis f.
sp. percent Stadnik and
tritici/powdery infected leaf ~ Buchenauer,
Wheat mildew BTH -64 -55 +3 +28 area 1999a
Blumeria graminis f. percent Stadnik and
sp. tritici/powdery infected leaf ~ Buchenauer,
mildew BTH -77 NA 0 NA area 1999h
Septoria values
spp./Septoria leaf reported in Gorlach et al.,
spot BTH -35 NA +18 +17  text (yield) 1996
Septoria percent Stadnik and
tritici/Septoria leaf infected leaf ~ Buchenauer,
blotch BTH -52 -45 +3 +31 area 1999a
Septoria percent Stadnik and
tritici/Septoria leaf infected leaf  Buchenauer,
blotch BTH -46 NA 0 NA area 1999b
values
Puccinia reported in Gorlach et al.,
recondita/leaf rust BTH -35 NA +18 +17  text (yield) 1996
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Tabel 3 Effect van behandelingen van monocotyle gewassen met rhizobacterién op ziekte-ontwikkeling of
opbrengst.. Uit: Vallad and Goodman, 2004.

Crop Pathogen/disease | PGPR strain Disease £% | Yield =% Comments | Source
Rice Rhizoctonia Pseudomonas 51 54 +25 | +14 | Foliar Nandakumar
solani/sheath fluorescens PF1 symptoms | et al, 2001
blight Pseudomonas 57 |53 +23 | +12
fluorescens FP7
Bacillus pumilus | -52 | -87 | +16 | NA
T4
Pearl | Sclerospora Bacillus pumilus | -63 | -87 +40 | NA Disease Niranjan Raj
millet | glaucurm/downy INR7 incidence | etal, 2003
mildew Bacillus 44 -87 +17 | NA from a
amyloliquefaciens single field
IN937a trial
Bacillus subtilis 46 | -87 +33 | NA
IN937b
Bacillus purmilus | -55 -87 +37 | NA
SE34
Brevibacillus 51 -87 +24 | NA
brevisIPC11
Bacillus subtilis 53 |87 +27 | NA
GBO03
4.1.4 Lilium

Salicylzuur was in staat om geinduceerde resistentie tegen Botrytis ellpticain Lilium cv Star Gazer te
bewerkstelligen (Chen and Huang, 1997; Lu and Chen, 2005). Dit verdedigingsmechanisme werd
toegeschreven aan de ophoping van B-1,3-glucan polymeren (callose) in de sluitcellen en de radiale wanden
van de epidermis, waardoor een fysische barriere ontstaat. Verder werd het verdedigingsmechanisme
toegeschreven aan het sluiten van huidmondjes en het verhogen van de expressie van
weerstandsgerelateerde genen, zoals LsGRP1.

Probenazole (3-allyloxy-1,2-benzisothiazole-1, 1-dioxide), een actief bestanddeel uit Oryzamate® kan de
ontwikkeling van Botrytis ellptica in lelie onderdrukken (Lu ef a., 2007). Twee dagen na toediening werd
bescherming tegen Botrytis elljptica verkregen en deze bescherming bleef 14 dagen hoog. Probenazole
zorgde ervoor dat minder schimmelconidién konden kiemen. Penetratie van de schimmel werd sterk
gereduceerd. Probenazole zorgde verder voor sluiting van de huidmondijes. Ook na inoculatie met Botrytis
elliptica werd deze sluiting gehandhaafd. De auteurs geven verder aan dat depositie van callose in de
sluitcellen waarschijnlijk een rol speelt in het verdedigingsmechanisme. Op moleculair niveau speelt het gen
LsGRP1 welke codeert voor een glycine-rijk eiwit. De expressie neemt toe twee dagen na toediening van
probenazole en blijft vervolgens 15 dagen hoog. Dit komt overeen met het patroon voor probenazole
bescherming.

Plant Research International heeft onderzoek gedaan naar de effecten van een brede reeks van elicitors,
waaronder BABA, Bion en jasmonzuur op het induceren van resistentie in lelie tegen Botrytis elliptica en
verder tegen B. fuljpae in tulp. Geen van de onderzochte chemicalién bleek echter effectief. (Krens et al,

2004).

4.1.5 Zantedeschia

In Israél is onderzoek gedaan naar geinduceerde resistentie tegen Pectobacterium carofovorumin
Zantedeschia (Luzzatto ef al, 2007a,b; Yedidia ef a/., 2011). Feitelijk is dit een van de weinige gewassen

(naast rijst en tomaat) waar de focus van IR op een bacteriéle infectie is gericht.
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Benzothiadiazole (BTH-Bion) en B-aminoboterzuur (BABA) waren in staat ziektesymptomen van
Pectobacterium carotovorum, de veroorzaker van zwartrot in Zantedeschia te verminderen (Luzzatto et a/,
2007). De werking van Bion en BABA berust op de accumulatie van salicylzuur dat de weerbaarheid
verhoogt (Luzzatto et a/., 2007a). Toediening van Bion reduceerde ziektesymptomen gedurende de eerste
24 uur op een dosisafhankelijke manier (Yedidia ef a/, 2011) zoals bepaald in een biotoets (zg. bladponsjes
test). Een concentratie van 10pg/ml (aangieten) was het meest effectief om ziektesymptomen gedurende
de eerste 24-36 uur te verminderen. Hogere concentraties resulteerden in fytotoxiciteit. Bij BABA nam de
effectiviteit ook snel af bij hogere concentraties (Luzzatto ef a/., 2007b). Bovendien was BABA meer
fytotoxisch dan Bion. In 2011 vonden Yedidia ef a/. dat Bion zorgt voor een accumulatie van polyfenolen
rond de infectieplek. Luzzatto ef a/ (2007b) geven aan dat in literatuur vaak gesteld wordt dat Bion in
monocotylen een langer effect heeft dan in dicotylen. Bij BABA zijn dergelijke verschillen niet gevonden
(Oostendorp et al, 2001; Vallad and Goodman, 2004).

Methyl jasmonaat verhoogt ook de weerbaarheid tegen Pectobacterium carofovorumin Zantedeschia. De
werking berust op de activatie van de jasmonzuur route (Luzzatto ef a., 2007b). Als reactie gaat de plant
secundaire metabolieten produceren die antimicrobiéle activiteit vertonen. Methyl jasmonaat was in staat
ziektesymptomen te reduceren gedurende de eerste 24 uur in een dosisafhankelijke manier (Yedidia et al.,
2011). Na 48 uur was methyljasmonaat (10 mM als een bladspray), in tegenstelling tot Bion (zie alinea
hierboven) nog steeds in staat om groei van de bacterie tegen te gaann. Methyl jasmonaat zorgt voor een
accumulatie van polyfenolen in het hele weefsel, terwijl door Bion alleen accumulatie rond de infectieplek
plaatsvindt. (Luzzatto et a/.,(2007b).

Luzzatto et a/. (2007b) concludeerden dat bij bladbehandeling met methyljasmonaat zowel de
salicylzuurroute als de jasmonzuurroute mogelijk een rol spelen in het verdedigingsmechanisme van
Zantedeschia.De salicylzuurroute werkt op de korte termijn en activatie van de jasmonzuurroute nodig is
voor een langdurig effect. Yedidia ef a/ (2011) concludeerden dat de elicitor methyl jasmonaat een hogere
accumulatie van vrije polyfenolen teweegbrengt dan Bion, maar alleen na infectie met £. carotovorum, wat
erop duidt dat priming een rol speelt in het verdedigingsmechanisme tegen dit pathogeen. Massa en NMR
spectroscopie wezen uit dat het om de polyfenolen swertisine en isovitexine gaat. Dit zijn c-
glycosylflavonoiden.

Hoewel quorum sensing en - quenching inducerende verbindingen feitelijk buiten de scope van deze
[teratuurstudie valt, moeten deze toch kort benoemd worden. Fan ef a/. (2011) onderzochten effecten van
de elicitors Harpiny,, en Macyl homoserine lactonase op de zachtrot bacterie. Dit deden ze door twee
genen (een Macyl homoserine lactonase gen aftMvan Agrobacterium tumefaciens en een hypersensitief en
pathogeniteitsgen Arfl van Xanthomonas oryzae pv. oryzae) tot expressie te brengen in £. coli. Deze stam
was in staat de ernst van zachtrot met ruim 92% te reduceren in rustende knollen en in opgepotte planten.
Harpin eiwitten is een groep van eiwitten die warmte-stabiel zijn en rijk aan glycinen. Ze zijn in staat een
complexe set van metabolische reacties in een plant in gang te zetten, waardoor onder meer natuurlijke
verdedigingsmechanismen in gang worden gezet. Het eerste harpin-eiwit werd geisoleerd uit £rwinia
amylovora (Wei and Beer, 1996). Nu zijn harpins geidentificeerd in diverse bacteriegeslachten en is
aangetoond dat ze ook onder veldomstandigheden ziekten veroorzaakt door schimmels, bacterién en
virussen kunnen verminderen (Wei and Betz, 2007; Chen et a/., 2008).

Ook andere onderzoekers vonden dat verschillende soorten bacterién met AHL-lactonase activiteit (dit wordt
ook wel quorum quenching genoemd) in staat waren om zachtrot, veroorzaakt door P. carotovorum subsp.
carotovorum te beheersen (Molina ef a/., 2003; Dong et al., 2004; Qian et al., 2010).

4.1.6 Samenvattende tabellen van geinduceerde resistentie

De tabellen 4 en 5 geven een samenvattend overzicht van geinduceerde resistentie in respectievelijk
monocotyle siergewassen en granen.
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Tabel 4. Overzicht van geinduceerde resistentie in monocotylen: siergewassen.

Plant Pathogeen Elicitor Fytoalexine Referentie
Lilium Star Botrytis elliptica salicylzuur Chen and Huang,
Gazer 1997

Lu and Chen,

2005
Lilium Star Botrytis ellpptica probenazole Lu and Chen,
Gazer 1998

Lu et al, 2007
Zantedeschia Pectobacterium Benzothiadiazole (BTH- Luzzatto et a/,
spp. carotovorum Bion) 2007a
Zantedeschia Pectobacterium Benzothiadiazole (BTH- | swertisine, Yedidia et a/,
spp. carotovorum Bion) isovitexine 2011
Zantedeschia Pectobacterium Methyl jasmonate, Luzzatto et al.
spp. carotovorum BABA, BTH-Bion 2007b
Zantedeschia Pectobacterium Methyl jasmonate swertisine, Yedidia et a/.,
spp. carotovorum isovitexine 2011

Tabel 5. Overzicht van geinduceerde resistentie in monocotylen: granen.

Plant pathogeen Elicitor Fytoalexine Referentie
Avena sativa | Puccinia coronata | N- Avenanthramiden | Matsukawa et
acetylchitooligosaccharides al, 2002
Avena sativa | Puccinia coronata Avenanthramiden | Yang et al.,
2004
Avena sativa (GIcNAc)5, chitin, victorin, | Avenanthramiden | Wise, 2011
VicBSA, Okazaki et al,,
2004
benzothiadiazole Tada et al,
2005
lzumi et al,,
2009
Yang et al,
2004
Hordeumn Blumeria graminis | Salicylzuur Walters et al.,
vulgare f. sp. hordei Na-salicaat 1993
Acetylsalicylzuur (5, 10,
15, 20 mM)

Fenolzuren (vanillic acid,
isovanillic acid, syringic

acid)
Hordeumn Erysiphe graminis | 2,6-dichloroisonicotinic Kogel et al.,
vulgare f. sp. hordei acid (DCINA) 1994

(powdery mildew)
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Plant Pathogeen Elicitor Fytoalexine Referentie
Hordeumn Erysiphe graminis | jasmonzuur Schweizer et al.,
vulgare f. sp. hordei 1993
(powdery mildew)
Hordeumn Blumeria graminis | Piriformospora indica Waller et al.,
vulgare Fusarium (endofytische schimmel) 2005
culmorum
Oryza sativa | Magnaporthe Pseudomonas fluorescens Krishnamurthy
oryzae and
Rhizoctonia solani Gnanamanickam,
1997; 1998
Oryza sativa | Magnaporthe 2,6-dichloroisonicotinic Schweizer et al.,
oryzae acid (DCINA) 1997
Oryza sativa | Xanthomonas Thiamine (vitamine B;) Ahn et al., 2005
oryzae pv. oryzae
or Magnaporthe
oryzae
Oryza sativa | Magnaporthe Benzothiadiazole Vleesschauwer
oryzae Pseudobactin producing et al., 2008
bacteria, like Pseudomonas
fluorescens
Oryza sativa | Magnaporthe Probenazole (Oryzemate®) Watanabe, 1977
grisea Watanabe et al,,
1977, 1979
Oryza sativa | Magnaporthe Probenazole Sakamoto et a/.,
grisea BTH 1999
salicylzuur
Oryza sativa | Magnaporthe Probenazole lwai et al.,, 2007
grisea salicylzuur
Oryza sativa | Magnaporthe 2-chloorisonicotinamide Yoshida, 1992
grisea N-fenylsulfonyl-2- Yoshida et al.,
chloorisonicotinamide 1990
N-cyanomethyl-2- Seguchi et al,
chloorisonicotinamide 1992
Oryza sativa | Magnaporthe dichloorcyclopropaan Langcake, 1982
grisea
Oryza sativa | Magnaporthe Dodecyl DL-alaninate Arimoto et al.,
grisea hydrochloride 1976, 1991
Oryza sativa | Magnaporthe |Jzerchloride Manandhar et a/,,
grisea dikaliumwaterstoffosfaat 1998
salicylzuur
Oryza sativa | Magnaporthe Brassinolide Nakashita et a/.,
grisea 2003
Xanthomonas
oryzae pv. oryzae
Oryza sativa | Pyricularia oryzae, Momilactone A, Mori et al., 2007
Magnaporthe momilactone B, Hasegawa et al.,
grisea en phytocassane A | 2010
Magnaporthe — phytocassane | Dillon et al.,
oryzae E, sakuranetine 1997
en oryzalexine E
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Plant Pathogeen Elicitor Fytoalexine Referentie
Oryza sativa | Pyricularia oryzae | Riboflavine Aver'yanov et al.,
(blast disease) Roseoflavine 2000
Oryza sativa | Rhizoctonia solani | Riboflavine Taheri and Hofte,
2007
Taheri and
Tarighi, 2010
Oryza sativa N-Acetylchitooctaose, Momilactones
cholic acid, (GIcNAc)8, and
fungal cerebroside, phytocassanes
xylanase
Oryza sativa | Cochliobolus Abscisinezuur De
miyabeanus Vleesschauwer
etal, 2010
Pennisetumn | Sclerospora menadione sodium bisulfiet Pushpalatha et
glaucum graminicola (MSB) al,, 2007
niacine
riboflavin
Triticum Erysiphe graminis | Benzo(1,2,3)thiadiazole-7- Gorlach et al.,
aestivum Puccinia recondita | carbothioic acid S-methyl 1996
Septoria spp. ester (BTH)
Triticum Blumeria graminis | BTH Stadnik and
aestivum f. sp. Trtici Buchenauer,
(powdery mildew 1999a,b
Triticum Fusarium (head BTH Makandar et a/.,
aestivum blight disease) 2006
Zea mays Peronosclerospora | Benzo(1,2,3)thiadiazole-7- Morris et al.,
sorghi (downy carbothioic acid S-methyl 1998
mildew) ester (BTH)
Zea mays Puccinia sorghi di-kaliumwaterstoffosfaat Reuveni et al.,
1994
Zea mays Insecten Jasmonzuur Engelberth et a/,
Volatile organic 2004
compounds
Zea mays Rhizopus Jasmonzuur + ethyleen Kauralexinen en Huffaker et al.,
MICroSpPOrus, zealexinen 2011
Colletotrichum Schmelz et al,,
graminicola, 2011
Fusarium
graminearurm,
Cochliobolus
heterostrophus
and Aspergillus
flavus
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5  Effecten van elicitors in dicotyle gewassen

(samenvatting)

Tabel 6 geeft een overzicht van natuurlijke stoffen die de weerstand kunnen verhogen in dicotyle gewassen.

Tabel 6. Natuurlijke stoffen die weerstand kunnen induceren in land- en tuinbouwgewassen (0.a. gebaseerd op
gegevens van het Scottisch Crop Research Institute en De Rocha and Hammerschmidt, 2005).

Inducer Plant Pathogeen Referentie

Chemische componenten

Acibenzolar-S-methyl (ASM) Thee Exobasidium vexans Ajay and Baby, 2010

Schimmel componenten

Myceliumextracten Penicillium Katoen Fusarium oxysporum f.sp. Dong and Cohen, 2002

chrysogenum vasinfectum

Elicitors uit gist Sla Botrytis cinerea en Lyon et al., 1995
Rhizoctonia solani

Conidia Botrytis cinerea Wortel Botrytis cinerea Harding and Heale, 1981

Elicitors Verticillium dahliae Katoen Dubery and Slater, 1997

Celwand component van Phytophthora | Aardappel P. infestans Doke et al., 1987;

Infestans hyphae Cohen et al., 1991

Eicosapentaenoic acid P. infestans Aardappel P. infestans Lyon et al., 1995

Arachidonic acid P. infestans Aardappel P. infestans Doke et al., 1987

Chitosan (ook uit celwand van Komkommer Pythium aphanidermatum El Ghaouth et al. 1994

schaaldieren en insecten)

Chitosan olygomeren Tomaat Fusarium oxysporum f.sp. Theriault, 1992
radicis-lycopersici

Undecagalacturonide P. megasperma Komkommer Svalheim and Robertsen, 1993

Bacteriecomponenten

Wateroplosbare fractie van Komkommer Colletotrichum orbiculare Park et al.

Burkholderia cepacia

Lipopolysacchariden Pseudomonas Anjer F. oxysporumf.sp. dianthi Van Peer en Schippers, 1992

Lipopolysacchariden Pseudomonas Radijs Fusarium verwelking Leeman et al. 1995

Sideroforen Pseudomonas (via binding | Radijs Fusarium verwelking Leeman et al., 1996

ijzer)

Sideroforen Pseudomonas (via binding | Tabak TNV Maurhofer et al., 1994

ijzer)

Lipopolysacchariden Xanthomonas Radijs X campestris pv. campestris | Newman et al., 1995

Harpin, een hittestabiel eiwit uit £rwinia | vele gewassen | virussen, bacterién, Wei et al, 1992

amylovora schimmels
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Inducer Plant Pathogeen Referentie

Plantencomponenten

Extract van Reynoutria sachalinensis Peper Botrytis cinerea Schmidt et al., 1996

(Sachalinse duizendknoop)

commercieel preparaat Milsana

Extract van Reynoutria sachalinensis Begonia Meeldauw Herger and Klingauf, 1990

Extract van Reynoutria sachalinensis Tomaat Meeldauw Herger and Klingauf, 1990

Extract van Reynoutria sachalinensis Komkommer Meeldauw (Sphaerotheca Herger et al., 1988

fuliginea)

Ammoniumlignosulfanaat Tomaat en Xanthomonas campestris pv. Abbasi et al., 2002
peper vesicatoria

Pulp papierverwerkende industrie in Tomaat Fusarium oxysporum f.sp. Pharand et al., 2002

veenmos compost lycopersici

Oxaalzuur Komkommer C. lagenarium Doubrava et al, 1988

Salicylzuur Komkommer Cladosporium cucumerinum Narusaka et al, 1999;

Salicylzuur Kiwi S. sclerotiorum Reglinski et al, 2001

Linoleic acid Aardappel P. infestans Cohen et al, 1991

Salicylzuur Thee Exobasidium Ajay and Baby, 2010

Jasmonaat (Jasmonzuur en methyl Aardappel P. infestans Cohen et al, 1993

jasmonaat)

Methyl jasmonaat Meloen Fusarium oxysporum Buzi et al., 2004

Riboflavine Tabak Alternaria alternata en TMV Gozzo, 2003

Riboflavine Aardbei Meeldauw Wang and Tzeng, 1988

oligogalacturonide Aardappel Erwinia carotovora Davis et al., 1986

DL-B- aminobutyric acid (BABA) diverse diverse pathogenen Jakab et al., 2001
gewassen

2-furoic acid (kan ook door bacterién Tomaat Fusarium oxysporum f.sp. Miyazawa et al., 1998

worden gemaakt) lycopersici

Anorganische natuurljjke

componenten

Fosfaat Sla Bremia lactucae Pajot et al., 2001

(commercieel beschikbaar als

Phytogard)

Fosfaat Kool Peronospora parasitica Silué et al., 2001

Fosfaat Peper Leveillula taurica Reuveni et al., 1998

Micronutrienten (boraat, koper, Komkommer Colletotrichum lagenarium Reuveni et al., 1997

mangaan)

Silicaat Komkommer Podosphaera xanthii Liang et al., 2005
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6  Conclusies en aanbevelingen.

Net als in dicotylen komen in monocotylen verschillende verdedigingsmechanismen voor. Zowel de
salicylzuurroute als de jasmonzuurroute spelen een rol in de verdediging tegen pathogenen. Activeren van
de salicylzuurroute gebeurt door lokale infectie met necrotiserende ziekteverwekkers. De resistentie is
tegen een breed scala van aantasters: virussen, bacterién en schimmels. Activatie van de jasmonzuurroute
is een gevolg van interactie tussen niet-pathogene rhizobacterién en zijn gastheer. Er zijn ook aanwijzingen
dat interacties tussen beide routes een rol spelen in nauw afgestemde verdedigingsmechanismen. Het is
niet uitgesloten dat beide routes in dicotylen en monocotylen anders gereguleerd zijn en dat er ook andere
interacties plaatsvinden.

In Zantedeschia lijken zowel de salicylzuurroute als de jasmonzuurroute een rol te spelen in het
verdedigingsmechanisme tegen de bacterie Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, de
veroorzaker van natrot. Hiervan kan gebruik worden gemaakt van elicitors, die verdedigingsroutes kunnen
activeren en hierdoor bescherming bieden tegen de ziekteverwekker. In eerdere studies aan Zantedeschia
bleken zowel elicitors die de salicylzuurroute activeren ziektesymptomen te kunnen verminderen als elicitors
die de jasmonzuurroute activeren. Wel bleek dat het effect van verbindingen die de jasmonzuurroute
activeren duurzamer was dan het effect van verbindingen die de salicylzuurroute activeren. Een verbinding
die daardoor perspectiefvol is voor Zantedeschia is methyljasmonaat. Ook riboflavine, dat eveneens de
jasmonzuurroute activeert, zou interessant kunnen zijn. Het is niet uit te sluiten dat combinatie met
verbindingen die de salicylzuurroute activeren, bijvoorbeeld salicylzuur, DC(INA) en de commerciéle elicitors
BTH- Bion, Oryzemate (probenazole) en ArgicinPlus (met daarin salicine) mogelijk ook perspectief biedt. Ook
thiamine zou interessant kunnen zijn, omdat in diverse studies aangetoond is dat thiamine de
salicylzuurroute activeert en breed werkzaam is tegen schimmels, bacterién en virussen. Vooralsnog zou in
Zantedeschia gestart kunnen worden met het testen van enkele afzonderlijke elicitors: methyljasmonaat,
BTH-Bion en ArgicinPlus. Omdat er vaak sprake lijkt te zijn van interactie tussen verschillende
verdedigingsroutes, is het raadzaam ook combinaties van een verbinding die de jasmonzuurroute activeert
met een verbinding die de salicylzuurroute activeert, te testen, bijvoorbeeld methyljasmonaat met BTH-Bion
of methyljasmonaat met ArgicinPlus.
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