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SAMENVATTING

Gebruik van water, dat besmet is met wortelpathogenen, houdt een groot risico in op
verspreiding van ziekten. Dit risico kan worden voorkemen door het water te ontsmet-
ten. In de jaren 1992 tot 1998 is onderzocht door middel van welke ontsmettingsme-
thodieken het wortelnecrose-aaltje Radopholus similis in water kan worden uitgescha-
keld. De onderzochte ontsmettingsmethodieken zijn verhitting, ultraviolette {(UV) stra-
ling, ozon, waterstofperoxide en langzame zandfiltratie. De meest effectieve methodie-
ken zijn verhitting en UV-straling. Verhitting bij 52,5°C gedurende 30 seconden is al
dodelijk. Een UV-behandeling met een geschatte dosis van ongeveer 10 mJ/cm? is
weliswaar niet dodelijk, maar R. similis wordt steriel, waardoor vermeerdering uitblijft.
Ock ozon en waterstofperoxide kunnen 100% effectief zijn, maar de ontsmettings-
voorwaarden waaraan dan moet worden voldaan, zijn moeilijk aan te geven omdat de
aard en de hoeveelheid oxideerbare stoffen in het water niet bekend zijn. Bovendien zijn
onder gunstige omstandigheden de minimale ontsmettingsvoorwaarden al dermate hoog
{> 20 g ozon/m® per uur en > 200 dpm waterstofperoxide gedurende 24 uur) dat ont-
smetting door middel van ozon en waterstofperoxide minder rendabel is dan door middel
van verhitting en UV-straling. Langzame zandfiltratie met een zandfractie van 0,15 tot
0,8 mm en een doorstroomsnelheid van 100 liter drainwater/m? zandoppervlakte per uur
laat A. similis door en komt dus niet als ontsmettingsmethodiek in aanmerking.



1. INLEIDING

1.1 PROBLEEMSTELLING

De Structuurnota Landbouw van het Ministerie van Landbouw, Natuurbeheer en Visserij
geeft aan dat de glastuinbouw in het jaar 2000 volledig los van de ondergrond moet
plaatsvinden {Anonymous, 1989}. Dit betekent dat water met meststoffen en gewasbe-
schermingsmiddelen niet meer mag worden uitgespoeld naar de ondergrond en het op-
pervlaktewater, maar moet worden gerecirculeerd.

Met het overschakelen van teelten in de grond naar teelten in substraten los van de on-
dergrond leken aanvankelijk de grondgebonden problemen tot het verleden te behoren.
Naarmate de tijd echter verstreek dienden zich niet alleen nieuwe problemen aan, maar
staken ook oude problemen weer de kop op. Problemen met wortelziekten veroorzaakt
door Pythium spp., Phytophthora spp., Cylindrocarpon destructans, Cylindrocladium
scoparium, Fusarium oxysporum en Verticillium spp. worden in bloemisterij- en groente-
gewassen, geteeld in systemen los van de ondergrond, regelmatig aangetroffen. Behal-
ve schimmels wordt de laatste jaren ook steeds vaker melding gemaakt van de aanwe-
zigheid van wortelaaltjes in kunstmatige substraten. Van de volgende gewassen zijn
meldingen van aaltjes bekend: roos (Pratylenchus penetrans, P, vulnus en Meloidogyne
hapla), Anthurium andreanum {Radopholus similis), Bouvardia (Meloidogyne incognita)
en Gerbera (M. incognita). Omdat de schimmels en wortelaaltjes in het algemeen ge-
makkelijk in het drainwater terechtkomen, is de kans op verspreiding groot als besmet
drainwater wordt gerecircuieerd. Om elk risico van ziekteverspreiding uit te sluiten,
moet het drainwater worden ontsmet. Onderzoekster Runia (PBG, locatie Naaldwijk)
heeft veel onderzoek gedaan naar het ontsmetten van drainwater tegen schimmels en
virussen. De voigende methodieken en middelen zijn de afgelopen jaren tegen deze
plantpathogenen getest: verhitting, ultraviolette (UV} straling, ozon, waterstofperoxide,
langzame zandfiltratie, jodium en ultrafiltratie. Het onderzoek aan ontsmetting door mid-
del van jodium en ultrafiltratie is vanwege technische problemen vroegtijdig beéindigd.
Het onderzoek heeft ertoe geleid dat thans verhitting, UV-straling en ozon veel gebruik-
te ontsmettingsmethodieken zijn. Vanwege de geringere kosten heeft ook langzame
zandfiltratie ingang gevonden in de praktijk, maar dit is in tegenstelling tot verhitting,
UV-straling en ozon selectief. Alleen verspreiding van de schimmelziekten Pythium en
Phytophthora wordt door langzame zandfiltratie voorkomen.

In aansluiting op het ontsmettingsonderzoek tegen schimmels en virussen zijn ook de
aaltjes in het onderzoek betrokken. Hierover was tot dan toe weinig bekend. In het bui-
tenland was alleen onderzoek gedaan naar toepassing van verhitting en UV tegen aal-
tjes. Op de resultaten van het buitenlandse onderzoek is in de betreffende hoofdstukken
ingegaan. Vanaf 1992 tot 1998 is door het proefstation, al dan niet in samenwerking
met andere instanties, de effectiviteit onderzocht van verhitting, UV, ozon, waterstof-
peroxide en langzame zandfiltratie tegen het wortelnecrose-aaltje Radopholus similis in
voedingsoplossing. In dit rapport is hiervan verslag gedaan.

1.2 DOELSTELLING

Nagaan of de vijf onderzochte ontsmettingsmethodieken verhitting, UV, czon, water-
stofperoxide en langzame zandfiltratie in staat zijn drainwater met het wortelnecrose-
aaltje R. similis zodanig te ontsmetten dat verspreiding van een aaltjesaantasting na



hergebruik wordt voorkomen. Tevens moet het onderzoek informatie opleveren over de
ontsmettingsvoorwaarden waaraan dan moet worden voldaan.

1.3 INDELING RAPPORT

Na de inleiding in hoofdstuk 1 worden in hoofdstuk 2 onderwerpen met betrekking tot
materialen en methoden behandeld die voor meer dan één ontsmettingsmethodiek gel-
dend zijn. Daarna volgt de bespreking van het onderzoek aan de ontsmettingsmethodie-
ken. Achtereenvolgens komen in de hoofdstukken 3 tot en met 7 verhitting, UV-stra-
ling, ozonisatie, waterstofperoxide en langzame zandfiltratie aan de orde. Hoofdstuk 8
bevat een overzicht van de resultaten van alle onderzochte ontsmettingsmethodieken.
Tevens is in dit hoofdstuk de effectiviteit van het ontsmetten tegen schimmels en bac-
terién vergeleken met de effectiviteit tegen wortelaaltjes. Aan het eind van dit rapport is
aangegeven welke literatuur is geraadpleegd en tot welke publicaties het onderzoek
naar ontsmetting tegen aaltjes heeft geleid.



2. ALGEMENE PROEFFACTOREN

In dit hoofdstuk wordt ingegaan op die delen van het onderzoek die algemeen geldend
zijn voor alle ontsmettingsmethodieken. Het betreft het kweken van aaltjes, het telen en
inoculeren van Anthurium en het beoordelen van de effectiviteit van de ontsmetting.

Kweken van R. similis

Het onderzoek is uitgevoerd met het wortelnecrose-aaltje Radopholus similis. Dit wor-
telaaltje is op veel Anthurium-bedrijven aanwezig. Voor het onderzoek zijn aaltjes ge-
kweekt op schijfijes wortel {Daucus carota) in steriele petrischalen met wateragar, zoals
is beschreven door Kaplan en Davis {1920). Het voordeel van deze kweekmethode bo-
ven het kweken in planten is, dat de aaitjespopulatie dan slechts uit één soort aaltje
bestaat. Worden planten gebruikt voor het kweken van aaltjes, dan bevat de aaltjespo-
pulatie niet alleen het te kweken aaltje, maar ook allerlei saprofage aaitjes. De aaltjes
waarmee de kweken zijn opgezet, waren afkomstig uit wortels van Anthurium andrea-
num. Nadat de aaltjes uitwendig gedurende vier minuten waren ontsmet in een oplos-
sing van 0,01% HgCL:z en 0,2% streptomycinesulfaat in gedemineraliseerd steriel water
{demi-water) zijn de aaltjes over een 25 um-zeefje gegoten en met 600 ml steriel demi-
water schoon gespoeld. Met behulp van 80 ml steriel demi-water zijn de aaltjes van het
omgekeerde zeefje gespoeld. De gewassen wortels hebben zowel voor als na het schil-
len gedurende één minuut in 85% alcohol gestaan, waarna ze zijn afgeviamd. De aldus
geprepareerde wortels zijn in 8-10 mm dikke schijfjes gesneden en zijn aan de bovenzij-
de van een klein holletje voorzien. Hierin is 50 ul aaltjessuspensie gepipetteerd. Op deze
wijze zijn per wortelschijfje 40 tot 60 uitwendig ontsmette R. similis aangebracht. De
schalen zijn met tape gedicht en in het donker geplaatst bij een temperatuur van 26°C.
Na een kweekperiode van twaalf weken zijn de schijfjes en de agarbodems met een mes
in stukjes van 1 mm gesneden en in water gelegd. Na veertig uur is alles over een zeef
gegoten en zijn de aaltjessuspensies met behulp van de wattenfiltermethode geéxtra-
heerd (Southey, 19886). Door gebruik van wattenfilters wordt zoveel mogelijk voorko-
men dat er dode aaltjes in de extractieschalen terechtkomen. Vierentwintig uur later zijn
de schalen afgegoten. Met behulp van een binoculair met onderbelichting is het aantal
R. similis {juvenielen en volwassen aaltjes) in de suspensie geteld en het bewegend
vermogen (zie ‘beoordelen effectiviteit’) vastgesteld.

Teelt van Anthurium

Om het effect van de ontsmetting vast te kunnen stellen, zijn planten besmet met de
behandelde aaltjes. Het gewas dat daarvoor is gebruikt, was Anthurium andreanum cv.
Acropolis. De in weefselkweek vermeerderde planten zijn op het proefstation opgepot in
& 14 cm-containers (1,3 liter). Het substraat was Jongkind potgrond nr. 6. De planten
werden geteeld in kas L1138 met een luchttemperatuur van 21°C (nacht} en 23°C (dag).

Inoculeren van Anthurium

Eén week na het oppotten zijn de anthuriums geinoculeerd met de al dan niet behan-
delde aaltjes. Per plant is 100 ml aaltjessuspensie aangebracht. Deze hoeveelheid is

verdeeld over vier plaatsen in het substraat aangebracht. De injectiediepte was 3 tot
4 cm en de afstand tot de plantvoet bedroeg ongeveer 5 cm. Hoeveel planten er per
behandeling zijn geinoculeerd en om welke hoeveelheden R. similis het ging, is bij de
verschillende ontsmettingsmethodieken aangegeven,



Beoordelen effectiviteit

De effectiviteit van het ontsmetten is op twee manieren beoordeeld. Op de eerste plaats
door de aaltjes op één of meer dagen na het ontsmetten te becordelen op het bewe-
gend vermogen. Daarvoor is een binoculair gebruikt met onderbelichting. Met betrekking
tot het bewegend vermogen zijn de aaltjes in drie categorieén ingedeeld.

1. Spontaan bewegende aaltjes. Dit zijn aaltjes, die liggend in het water uit zichzelf
bewegen, dus bewegen zonder aanraking.

2. Aaltjes, die alleen na aanraking bewegen.

3. Dode aaltjes, dat wil zeggen niet bewegend na aanraking.

De tweede manier waarop de effectiviteit van het ontsmetten is beoordeeld, is gebeurd
door de planten dertien tot veertien weken na het inoculeren te bemonsteren. Daarvoor
zijn ale wortels van de planten verwijderd, van substraat ontdaan en in stukjes van 1
cm geknipt. Na het bepalen van het vers wortelgewicht, is per plant een worteimonster
van 20 g genomen. De monsters zijn volgens de mixer/wattenfiltermethode verwerkt
(Stemerding, 1964). Na een extractieduur van één dag bij een temperatuur van 20°C
zijn de extractieschalen afgegoten en is het aantal R. similis in de suspensies geteid.

Bij een aantal ontsmettingsmethodieken zijn op basis van het bewegend vermogen de
dodingspercentages berekend. Daarvoor is de volgende formule gebruikt.

Doding (%) = [(Ds — Do)/Lo} x 100 {formute 1)

Dv = aantal dode aaitjes in de behandeling; Do = aantal dode aaltjes in ‘Onbehandeld’
en Lo = aantal levende aaltjes in ‘Onbehandeld’. Een aaltje is als levend aangemerkt
wanneer het spontaan bewoog of tot beweging kwam na aanraking. Het dodingsper-
centage geeft het bestrijdingseffect aan.

Iin een aantal gevallen is het bestrijdingseffect ten opzichte van ‘Onbehandeld’ bepaald
op basis van het spontaan bewegend vermagen en/of de wortelaantasting. De bestrij-
dingseffecten op basis van het spontaan bewegend vermogen zijn berekend volgens
formule 2,

Bestrijdingseffect (%) = [(So — Ss}/S.] x 100 (formule 2)
So = aantal spontaan bewegende aaltjes in ‘Onbehandeld’ en Sy = aantal spontaan
bewegende aaltjes in de behandeling. Zijn de bestrijdingseffecten berekend op basis van
de wortelaantasting, dan is daarvoor formule 3 gebruikt.

Bestrijdingseffect (%) = [{Ao — Au)/Acl x 100  (formule 3}

Ao, = aantal R. similis per 10 g wortels in ‘Onbehandeld’ en Ax = aantal R. similis per
10 g wortels in de behandeling.

10



3. VERHITTING

Voor een algehele ontsmetting van voedingsoplossing tegen schimmels, bacterién en
virussen door middel van verhitting wordt een temperatuur geadviseerd van 85°C en
een behandeltijd van 30 seconden (Runia, 1988)}. In aansluiting hierop is onderzoek
gestart naar het effect van verhitting van voedingsoplossing om aaltjes onschadelijk

te maken. In de eerste twee proeven is nagegaan wat het effect is van korte behandel-
tijden, namelijk 10 en 30 seconden. Daarna zijn drie proeven uitgevoerd waarin is na-
gegaan welke behandeltijden nodig zijn om aaltjes uit te schakelen bij temperaturen
tussen 42 en 55°C. Het onderzoek bij lage temperaturen dient ervoor om het systeem
ter verhitting van voedingsoplossing voor ontsmetting tegen aaltjes te optimaliseren.
Zijn lagere ontsmettingstemperaturen een optie, dan kan de eigen verwarmingsketel
worden gebruikt, waardoor de kosten van ontsmetting lager uitvallen. Het onderzoek
is in 1994 en 1995 uitgevoerd in een warmwaterbak op het PBG in Aalsmeer. In 1999
wordt het onderzoek bij lagere temperaturen voortgezet in een verhittingsapparaat wel-
ke in de praktijk wordt gebruikt. Runia {1998) heeft het effect van verhitting vastge-
steld tegen schimmels bij temperaturen van 80-95°C. Bij 80°C en de kortste behandel-
tijd van 45 seconden werd volledige afdoding van Fusarium verkregen. In 1999 wordt
de afdoding van schimmels bij nog lagere temperaturen voortgezet.

Het doel van dit onderzoek is nagaan hoe lang aaltjes in voedingsoplossing aan ver-
schillende temperaturen moeten worden blootgesteld om ze onschadelijk te maken.

3.1 MATERIALEN EN METHODEN

De verhittingsproeven zijn uitgevoerd in 35 ml-glazen buizen, gevuld met 20 ml voe-
dingsoplossing, die met HNOs is aangezuurd tot een pH van 4,2, Deze pH komt over-
een met de pH die in de praktijk in verhittingsapparatuur wordt gebruikt. De buizen
stonden in een warmwaterbak met thermostaatregeling met een nauwkeurigheid van

+ 0,1°C. Het niveau in de buizen bevond zich 2 cm onder het waterniveau in de bak.
Nadat de voedingsoplossing in de buizen de gewenste temperatuur had bereikt, is 0,5
ml aaltjessuspensie van 20°C toegevoegd. Afhankelijk van de proef zijn per buis 8000
tot 20.000 duizend larven en volwassen A. simifis gepipetteerd. Na het verstrijken van
de behandeltijd is de inhoud van de buizen over een 25 um-zeef uitgegoten en direct
nagespoeld met 100 ml water van 20°C. De aaltjes zijn met 50 ml voedingsoplossing
{pH 5,5) van de omgekeerde zeef gespoeld. In alle proeven zijn de opgevangen aaltjes-
suspensies onderzocht op het bewegend vermogen van R. similis. Daarvoor zijn op ver-
schillende tijdstippen 2x100 aaltjes gecontroleerd. In een aantal proeven zijn met de
behandelde aaltjes planten van Anthurium andreanum cv. Acropolis geinoculeerd. Veer-
tien weken later zijn de wortels bemonsterd en met behulp van de mixer-/wattenfilter-
methode onderzocht op aantallen R. similis.

Korte behandeltiiden: 710 en 30 seconden

Op basis van het advies van 95°C gedurende 30 seconden om schimmels en virussen
in voedingsoplossing onschadelijk te maken, is onderzocht welke temperaturen nodig
zijn om bij behandeltijden van 10 en 30 seconden aaltjes in voedingsoplossing uit te
schakelen. Temperaturen van 40 tot 20°C zijn onderzocht, Vanaf 40 tot 60°C zijn in-
tervallen van 5 °C gebruikt en vanaf 60 tot 90 °C intervallen van 10 °C. Elke combinatie
van temperatuur en tijd is één keer uitgevoerd. Direct na het behandelen zijn de aaltjes
gecontroleerd op het bewegend vermogen en zijn met de aaltjes planten geinoculeerd
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{drie planten per behandeling)}. In de eerste proef zijn per plant gemiddeld 2.228 A. si-
milis toegediend en in de tweede proef gemiddeld 5.130 R. simifis. Veertien weken na
het inoculeren zijn de wortels van de planten bemonsterd en onderzocht op aantallen R.
similis. De proef is één keer herhaald.

Lage temperaturen: 42 tot 65°C

Het onderzoek bij lage temperaturen is gestart met een oriénterende proef in vitro om
vast te stellen welke behandeltijden nodig zijn om aaltjes te doden. Daarna zijn de twee
hieronder beschreven proeven uitgevoerd. In beide proeven zijn temperaturen van 42
tot 55°C onderzocht. Alleen in de eerste proef zijn planten geinoculeerd (twee planten
per behandeling}. Veertien weken na het inoculeren zijn de wortels van de planten be-
monsterd en onderzocht op aantalien R. similis. Een klein gedeelte van de aaltjessus-
pensies is bewaard om het verloop in het bewegend vermogen van de aaltjes vast te
stellen. Om dezelfde reden zijn ook de suspensies van de tweede proef bewaard. De
suspensies zijn bewaard bij 15°C (proef 1) en 20°C (proef 2).

3.2 RESULTATEN EN DISCUSSIE

Korte behandeltijden: 10 en 30 seconden

In Tabel 1 zijn de resultaten opgenomen betreffende het bewegend vermogen binnen
één dag na het behandelen en de verse wortelgewichten en de aantallen A. similis in de
wortels van Anthurium andreanum cv. Acropolis veertien weken na het inoculeren. Op
basis van de besmettingen in de wortels zijn de bestrijdingseffecten van de behandelin-
gen berekend, De resultaten van de behandelingen bij temperaturen hoger dan 55°C zijn
niet in de tabel opgenomen, omdat deze dezelfde waren als bij 565°C.

Tabel 1 - Ontsmetting van voedingsoplossing door middel van verhitting tegen het
wortelnecrose-aaltje Radopholus similis (R.s.) (n=2)

EEN DAG NA HET BEHANDELEN 14 WEKEN NA INOCULEREN
Behandeling % Bewegend Vers wortel- Aantal R.s./ Bestrijdings-
{°C / sec.) Aantal R.s. totaal spontaan _gew./plant (g) 10 g wortels _effect (%) *
Onbesmet - - - 90 0 100
55/ 30 10.280 0] 0 89 o] 100
55/ 10 11.050 0] 0 88 0 100
50/ 30 10.735 3 0 90 740 77
50 /10 10.710 80 32 70 3.442 -5
45/ 30 11.550 94 34 54 3.520 -7
45 /10 10.215 o8 47 60 3.364 -3
40/ 30 11.450 98 74 65 3.269 0
40 /10 11.560 98 79 58 3.246 1
Controle 10.020 98 80 60 3.279 --

n Bestrijdingseffect (%) = 100(1-H.S.comroic/ﬂ.s.behande!inq}

Uit Tabel 1 blijkt dat wanneer R. simifis in de voedingsoplossing gedurende 10 en

30 seconden wordt blootgesteld aan een temperatuur van 55°C alle aaltjes direct zijn
gedood, waardoor geen aantasting is ontstaan. Tevens laten de resultaten zien dat

wel aantasting kan ontstaan wanneer er binnen één dag na het behandelen geen spon-
taan bewegende aaltjes worden aangetroffen. Dat was het geval bij de behandeling van
50°C en 30 seconden. Uit latere proeven zou blijken dat dit komt doordat een aantal
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van de niet gedode aaltjes zich na verloop van tijd weer weet te herstellen, dat wil zeg-
gen weer spontaan bewegend worden.

De kolom met de verse wortelgewichten laat zien dat AR. similis erg schadelijk kan zijn
voor Anthurium andreanum. De aantastingen in de behandeling van 50°C en 10 secon-
. den en bij lagere temperaturen waren even hoog als in de controle-behandeling en re-
sulteerden ten opzichte van ‘Onbesmet’ in 22 tot 36% lagere verse wortelgewichten,

Samenvattend kan worden gesteld dat bij behandeltijden van 10 en 30 seconden de
voedingsoplossing tenminste tot een temperatuur van 55°C moet worden verwarmd om
het wortelnecrose-aaltje R. similis onschadelijk te maken. Of een lagere temperatuur
ook nog afdoende is, zal blijken uit de resultaten hieronder.

Lage temperaturen: 42 tot 65°C

e Proef 1: in vitro en in vivo

De proef is uitgevoerd met een R. similis-suspensie die 2% dode aaltjes bevatte, 18%
aaltjes die alleen na aanraking bewogen en 80% spontaan bewegende aaltjes. De sus-
pensie bestond voor 79% uit volwassen aaltjes en voor 21% uit larven. De proef is uit-
gevoerd bij temperaturen van 42 tot 55°C. Hierbij zijn verschil-lende behandeltijden ge-
test, beginnend bij 30 seconden bij 55°C en eindigend bij 180 minuten bij 42°C. Figuur
1 laat zien welke tijd/temperatuurcombinaties zijn getest. Hierin zijn, evenals in Figuur
2, de temperaturen van 52,5 en 55°C weggelaten, omdat ook bij de kortste behandel-
tijd van 30 seconden alle aaltjes waren gedood en er geen aantasting ontstond. De ko-
lomdiagrammen geven voor dag 0, 2 en 8 na het behandelen aan welk percentage aal-
tjes ten opzichte van ‘Onbehandeld’ is gedood. Het dodingspercentage is berekend vol-
gens formule 1 (zie hoofdstuk 2). De kolomdiagrammen in Figuur 2 geven voor de drie
beoordelingstijdstippen aan welk gedeelte van de aaltjessuspensies bestond uit spon-
taan bewegende aaltjes. De lijngrafieken in beide figuren laten zien hoeveel R. similis er
veertien weken na het inoculeren in 10 g wortels aanwezig waren (rechter y-as).

Uit Figuur 1 blijkt dat het percentage gedode aaltjes toeneemt bij toenemende tempera-
turen en behandeltijden. De dodingspercentages nemen ook toe bij de drie opeenvol-
gende controles (dag O, 2 en 8}. Zijn op dag O niet alle aaltjes gedood, dan hoeft dit
niet te betekenen dat er dan aantasting ontstaat. Aantasting onistaat alleen wanneer er
spontaan bewegende aaltjes zijn (Figuur 2). Uit Figuur 2 blijkt echter ook dat aaltjes
zich kunnen herstellen van een warmwaterbehandeling. Dit houdt in dat wanneer er op
dag O geen spontaan bewegende aaltjes worden aangetroffen deze enkele dagen later
wel aanwezig kunnen, waardoor er toch aantasting kan ontstaan. Voor een juiste be-
oordeling van de warmwaterbehandeling kan dus niet worden volstaan met alleen een
controle op dag O. Herstel is uiteraard niet mogelijk voor de aaltjes die zijn gedood,
maar uitsluitend voor aaltjes die alleen na aanraking nog tot bewegen in staat zijn. In
het onderzoek dat is beschreven onder ‘Korte behandeltijden: 10 en 30 seconden’ heb-
ben de aaltjes die gedurende 30 seconden zijn blootgesteld aan 50°C geresulteerd in
een aantasting hoewel er één dag na het behandelen geen spontaan bewegende aaltjes
waren. Uit Figuur 2 wordt duidelijk waarom dit het geval is geweest. Bij de behandeling
waren op dag O weliswaar geen spontaan bewegende aaltjes aanwezig, maar wel bij de
controles op dag 2 en 8. Ook nu veroorzaakte deze behandeling weer aantasting. Aan-
tasting ontstond ook bij diverse andere behandelingen, waarbij er op dag 0 en/of dag 2
geen spontaan bewegende aaltjes aanwezig waren, maar wel op dag 8. Het herstel
treedt dus tenminste op over een periode van acht dagen. Voor een juiste beoordeling
van het behandelingseffect is dit een belangrijk gegeven. Dit is met name van belang
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Effect van verhitting van voedingsoplossing op de doding van R. simifis (kolom-
diagrammen), gecontroleerd op dag O, 2 en 8 na het behandelen en op de mate_van
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wanneer er geen inoculaties worden uitgevoerd. In dat geval moeten de aaltjessuspen-
sies minstens tot acht dagen na het behandelen worden gecontroleerd op de aan-
wezigheid van spontaan bewegende aaltjes.

e Proef 2: in vitro

De proef is uitgevoerd met een R. similis-suspensie, die 2% dode aaltjes bevatte, 5%
aaltjes die alleen na aanraking bewogen en 83% spontaan bewegende aaltjes. De sus-
pensie bestond voor 52% uit volwassen aaltjes en voor 48% uit larven. Ook nu zijn
weer temperaturen getest tussen 42 en 55°C. Figuur 3 laat zien welke behandeltijden
zijn gebruikt en geeft aan welke percentages aaltjes ten opzichte van ‘Onbehandeld’
zijn gedood. Met de behandelde aaltjes zijn geen inoculaties uitgevoerd. Daarentegen
zijn de controles langer voortgezet om na te gaan tot hoelang herstel optreedt. De aal-
tjes zijn op de dagen Q, 2, 8, 14 en 21 na het behandelen gecontroleerd op hun bewe-
gend vermogen. Figuur 4 toont het verloop van de percentages spontaan bewegende
aaltjes. Hoewel het herstel zich vooral in de eerste twee dagen voordeed, werd soms
het herstel pas na twee weken zichtbaar. Dit was het geval bij de behandeling van
50°C en 1 minuut. Het percentage spontaan bewegende aaltjes nam meestal na acht
dagen weer af. Evenals in de vorige proef zijn ook nu de resultaten van de behandelin-
gen bij 62,5 en 55°C niet in de figuren opgenomen, omdat ook bij de kortste behandel-
tijd van 30 seconden alle aaltjes direct waren gedood.

In vergelijking met de vorige proef waren bij vier temperaturen langere behandeltijden
nodig om geen spontaan bewegende aaltjes aan te treffen. De reden daarvoor kan
mogelijk zijn dat de aaltjessuspensie, die voor het ontsmetten is gebruikt nu relatief
meer spontaan bewegende aaltjes bevatte dan in de vorige proef, namelijk 93% tegen-
over 80%. Mogelijk was de aaltjespopulatie nu vitaler.

Voor beide proeven is in Tabel 2 aangegeven welke behandeltijden er minimaal nodig
waren om op dag O een doding van 100% te verkrijgen en om op geen van de dagen,
waarop is gecontroleerd, spontaan bewegende aaltjes te vinden. In beide gevailen ont-
staat dan geen aantasting. Uit deze tabel blijkt dat in beide proeven dezelfde behandel-
tijden nodig waren om op dag O tot een 100% doding te komen. In tegenstelling hier-
mee waren in beide proeven wel de behandeltijden verschillend om het spontaan bewe-
gend vermogen geheel verloren te laten gaan. Meestal was voor een 100% doding een
langere behandeltijd nodig dan voor het uitschakelen van het spontaan bewegend ver-
mogen. Afwezigheid van spontaan bewegende aaltjes is een minimale voorwaarde om
aantasting te voorkomen. Om na te gaan of aan dit criterium is voldaan, moeten de aal-
tjes tenminste tot veertien dagen na het behandelen worden gecontroleerd.

Voor een 100% doding van juvenielen en volwassen R. similis waren bij temperaturen
van 42, 43,5, 45, 46,5, 48, 50 en 52,5°C respectievelijk 180, 60, 30, 10,5, 2en 0,5
minuten nodig. Qiu et al (1993a) vonden dat voor 100% doding van het stengelaaltje
Ditylenchus dipsaci bij temperaturen van 44, 46, 48 en 50°C respectievelijk 150, 60,
15 en 15 minuten nodig waren. D. dipsaci is dus moeilijker te doden dan R. similis.
Daarentegen is het aardbeibladaaltje Aphelenchoides fragariae gemakkelijker te doden
{Qiu et al, 1983b). Voor een 100% doding van A. fragariae in water waren bij tempera-
turen van 44,4, 46,1, 47,7 en 49,4°C respectievelijk 15, 5, 4 en 2 minuten nodig
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Figuur 3 - Effect van verhitting van voedingsoplossing op de doding van R. similis tot
21 dagen na het behandelen
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Tabel 2 - Relatie tussen verhitting van voedingsoplossing en de behandeltijd resulterend in
A} 100% doding en B) 0% spentaan bewegende R. similis

Temperatuur (°C) 42 43,5 45 46,5 48 50 52,5
A, 100% doding Behandeltijd {minuten)
Proef 1 180 60 30 10 5 2 0.5
Proef 2 180 60 30 10 b 2 0.5
B. 0% spontaan bewegend
Proef 1 120 30 15 5 3 1 0,6
Proef 2 80 45 30 10 3 2 0,5
3.3 CONCLUSIES

Uit het onderzoek naar ontsmetting van voedingsoplossing tegen het wortelnecrose-
aaltje R. similis met behulp van verhitting in een warmwaterbak kunnen de volgende
conclusies worden getrokken.

R. similis in voedingsoplossing is erg gevoelig voor verhitting, maar de aaltjes kunnen

zich herstellen.

¢ Een behandeling is 100% effectief wanneer er geen spontaan bewegende aalijes
meer zijn.

* Wanneer direct na het behandelen geen 100% doding is bereikt, kan het spontaan
bewegend vermogen zich gedurende de eerste twee weken herstellen.

¢ Bij een behandeltijd van 30 seconden is een temperatuur van 52,5°C voldoende
om alle aaltjes te doden.

* Bij een behandeltijd van 5 minuten moet voor een 100% doding een temperatuur
worden gerealiseerd die ligt tussen 47 en 48°C.



4. UV-STRALING

Waterontsmetting door middel van UV-bestraling is al tenminste 20 jaar een beproefde
methodiek om pathogenen onschadelijk te maken. Ultra-violet {UJV) licht heeft een goif-
lengte van 100 tot 400 nm. Binnen dit gebied hebben UV-stralen van 200 tot 280 nm
een kiemdodende werking met een optimum bij 254 nm (Gelzhauser et al., 1285} . De-
ze stralen, de zogenaamde UV-C stralen, beschadigen het celmateriaal door middel van
een fotochemische reactie zodanig dat de ziektekiemen niet meer kunnen functioneren.
De stralingsdosis, die nodig is om het te behandelen water voldoende te ontsmetten, is
het product van de stralingsintensiteit van de lampen en de contacttijd met de ziekte-
kiemen. De dosis wordt uitgedrukt in mJ per cm? (J = Joule). De contacttijd van de
straling met de kiemen is afhankelijk van de doorstroomsnelheid en de transmissiewaar-
de van het water. De transmissiewaarde wordt uitgedrukt in procenten en geeft aan
welk deel van de UV-stralen van 2564 nm door een waterlaag van 10 mm wordt door-
gelaten. UV wordt opgewekt in kwikdamplampen. Er zijn twee typen lampen: de hoge-
en de lagedruk kwikdamplamp. Het rendement van een hogedruk lamp ten opzichte van
het aansluitvermogen is vrij laag {circa 10%]) in vergelijking met een lagedruk lamp (cir-
ca 40%). Een lagedruk lamp werkt specifiek in het gebied van 250-260 nm, terwijl een
hogedruk lamp in het hele UV-C gebied van 200-280 nm werkt {Runia, 1992).

Op het proefstation is door Runia veel onderzoek gedaan naar de ontsmettende werking
van beide typen UV-lampen. Voor een algehele ontsmetting van voedingsoplossing te-
gen schimmels, bacterién en virussen is een UV-dosis van 250 mJ/ecm? nodig. En voor
een selectieve ontsmetting tegen schimmels en bacterién wordt een dosis van 100
mJ/cm? geadviseerd (Runia, 1992). Deze adviezen gelden voor beide typen lampen.
Diverse buitenlandse onderzoekers hebben het effect van UV onderzocht tegen aaltjes,
zoals de vrijlevende aaltjes Caenorhabditis elegans (Klass, 1977 en Hartman, 1984) en
Rhabditidae tokai (Ishii and Suzuki, 1979). Moens en Hendrickx {1989) hebben de ge-
voeligheid van het wortelknobbelaaltje Meloidogyne incognita voor UV-stralen onder-
zocht. Vanaf 1992 tot 1995 is op het PBG onderzoek gedaan naar de ontsmettende
werking van UV tegen het wortelnecrose-aaltje Radopholus similis.

Het doel van dit onderzoek is nagaan in hoeverre lagedruk UV-straling geschikt is om
wortelaaltjes in voedingsoplossing onschadelijk te maken.

4.1 MATERIALEN EN METHODEN

UV-installatie

Het onderzoek naar de ontsmettende werking van UV-straling tegen R. similis is uitge-
voerd met een commerciéle testinstallatie van Wedeco B.V. op PBG-locatie Naaldwijk.
De installatie bevatte een zandfilter met een zandfractie van 0,4 tot 0,8 mm om alle
vaste stoffen uit het water te filteren alvorens het water aan UV-licht bloot te stellen.
Ten behoeve van het onderzoek werd het zandfilter verwijderd omdat uit een oriénte-
rende proef bleek dat bijna 90% van de aaltjes in het zandfilter achterbleef. De UV-
installatie bestond uit een kwartsbuis met een diameter van 70 mm waardoor het water
stroomde. De buis was omgeven door vier lagedruk 100 Watt-kwikdamplampen, die elk
40 Watt UV-C stralen produceerden. De stralen hadden voornamelijk een goiflengte van
253,7 nm. De UV-dosis wordt berekend door de stralingintensiteit in mW/cm? te ver-
menigvuldigen met de tijd in seconden (s} gedurende welke de aailtjes aan de UV-stralen
worden blootgesteld. Dit resultaat wordt vitgedrukt in mJ/em? {=mW.s/cm?). De stra-
lingsintensiteit in het water is afhankelijk van de energie, die de lampen uitstralen en

20



van de transmissiewaarde (T}. De transmissiewaarde geeft aan welk percentage van de
UV-stralen met een golflengte van 264 nm een waterlaag van 10 mm passeert. In de
proeven zijn deze waarden bepaald nadat de aaltjes aan het te ontsmetten water waren
toegevoegd. Alleen bij T = 560% worden de gemiddelde UV-doses door de fabrikant van
de UV-installatie gegarandeerd. Bij lagere transmissiewaarden zijn gemiddelde UV-doses
niet goed te berekenen omdat de gerealiseerde doses op de verschillende plaatsen in de
70-mm waterlaag te ver uit elkaar liggen. Dit is dan ook de reden waarom in de proeven
met T < b0% geen UV-doses zijn vermeld.

Proeven : .

Het onderzoek is uitgevoerd bij stroomsnelheden van 500, 1000, 2500 en 5000 liter
per uur. Bij T > 50% correspondeerden deze stroomsnelheden met UV-doses van res-
pectievelijk 500, 260, 100 en 50 mJ/ecm?. De aaltjes werden na menging vanuit een
voorraadtank met 500 liter drainwater, afkomstig van tomaat, rechtstreeks door de
UV-installatie gepompt. Het drainwater werd kunstmatig besmet met 1000 tot 1300
R. similis per liter. Nadat het besmette drainwater was behandeld, zijn in de proeven

1 t/m 4 monsters van 8 tot 10 liter opgevangen en in proef 5 monsters van 50 liter
water. De aaltjes zijn uit de drainwatermonsters gehaald door de monsters over een

25 um-zeef uit te gieten, waarna de aaltjes met behulp van ongeveer 400 ml water van
de zeef zijn gespoeld. De volgende dag zijn de aantallen R. similis in de monsters geteld
en is het bewegend vermogen bepaald. Het dodingspercentage als gevolg van de UV-
bestraling is berekend met formule 1 (zie hoofdstuk 2}.

Met de behandelde en onbehandelde aaltjes zijn planten Anthurium andreanum cv.
Acropolis geinoculeerd om vast te stellen in hoeverre de aaltjes nog tot aantasting en
vermeerdering in staat waren. Per plant zijn ongeveer 3000 A. similis geinoculeerd. In
de proeven 1 t/m 4 zijn drie planten per behandeling geinoculeerd. In proef 5 is een be-
handeling uitgevoerd waarbij achttien planten zijn geinoculeerd. Met uitzondering van
proef 5 zijn de planten veertien tot zestien weken na het inoculeren bemonsterd om de
hoogte van de aantasting in de wortels vast te stellen. In proef 5 zijn de bemonsterin-
gen op verschillende tijdstippen na het inoculeren uitgevoerd.

e Proef 1

In de eerste proef is drainwater vermengd met omgekeerde osmose-water, waardoor de
transmissiewaarde T op 54 % uitkwam. Bij deze transmissiewaarde leverden de stroom-
snelheden van 500, 1000, 2500 en 5000 liter/uur effectieve UV-doses op van respec-
tievelijk 500, 250, 100 en 50 mJ/cm?. Onbehandeld is verkregen door het besmette
drainwater met een snelheid van 1000 liter/uur langs de uitgeschakelde lampen te laten
stromen. Er is ook een onbehandelde controle direct uit de tank genomen.

» Proet 2

In proef 2 is onvermengd drainwater gebruikt met een transmissiewaarde van 37%. De
gebruikte stroomsnelheden waren 500, 1000, 2600 en 5000 liter/uur. Er zijn twee on-
behandelde controles in de proef cpgenomen. De eerste onbehandelde controle is recht-
streeks uit de tank genomen, terwijl de tweede onbehandelde controle is verkregen door
het besmette drainwater met een snelheid van 5000 liter/uur langs de uitgeschakelde
lampen te laten stromen.
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¢ Proef 3

In proef 3 is drainwater getest met een transmissiewaarde van 16%. Daarvoor is Fonga-
rid 25 WP aan het drainwater toegevoegd in een hoeveelheid van 0,04 g/liter (concen-
tratie: 0,004 %). Ock nu zijn weer twee onbehandelde controles in de proef opgenomen
en wel op dezelfde wijze als in proef 2.

s Proef 4

In proef 4 zijn verschillende hoeveelheden Fongarid 25 WP aan het drainwater toege-
voegd om vast te kunnen stelien bij welke transmissiewaarden er geen vermeerdering
van aaltjes meer plaatsvindt. De volgende concentraties Fongarid 25 WP zijn gebruikt:
0%, 0,002%, 0,004% en 0,008%. Dit leverde transmissiewaarden op van respectieve-
lijk 33%, 18%, 10% en 3%. Er is gewerkt met een stroomsnelheid van 2500 liter/uur.
In de proef waren weer twee controle-behandelingen opgenomen: één uit de tank zon-
der Fongarid 25 WP en één uit de UV-installatie waarbij het drainwater, waaraan
0,008% Fongarid 25 WP was toegevoegd, met een snelheid van 2500 liter/uur langs de
uitgeschakelde lampen is geleid.

e Proef §

Hoewel er bij de lage transmissiewaarden in de proeven 1 t/m 4 wel spontaan bewe-
gende aaltjes aanwezig waren, werden er veertien tot zestien weken na het inoculeren
geen R. similis in de wortels aangetroffen. Om na te gaan of de nog spontaan bewe-
gende aaltjes wel tot aantasting komen, maar niet meer tot vermeerdering in staat zijn,
is proef 5 uitgevoerd. In deze proef is 0,002% Fongarid 25 WP aan het drainwater toe-
gevoegd. Dit resulteerde in een T van 15,0%. De stroomsnelheid bedroeg 2500 liter per
uur. Bij de onbehandelde controle is dezelfde stroomsnelheid toegepast, maar waren de
lampen uit. Zowel bij de behandeling met de UV-bestraalde aaltjes als bij de onbehan-
delde controle zijn na telling en vaststelling van het bewegend vermogen achttien plan-
ten geinaculeerd. Op elk van de tijdstippen 1, 2, 4, 8, 12 en 16 weken na het inocule-
ren zijn drie planten bemonsterd om het infectie- en vermeerderingsvermegen van R,
similis vast te kunnen stellen.

4.2 RESULTATEN EN DISCUSSIE

e Proef 1 t/m 3

De resultaten van de proeven 1 t/m 3 zijn opgenomen in Tabel 3 en Figuur 5. Deze tabel
geeft informatie over de doding en het spontaan bewegend vermogen van R. similis een
dag na het behandelen. Tussen haakjes is aangegeven hoeveel weken het duurde voor-
dat alle aaltjes dood waren en er geen spontaan bewegende aaltjes meer in de monsters
aanwezig waren. Ook is in Tabel 3 opgenomen hoeveel aaltjes er veertien tot zestien
weken na het inoculeren van planten van Anthurium andreanum cv. Acropolis, in de
wortels zijn aangetroffen. De resultaten van de twee onbehandelde controles verschil-
den niet. Daarom is in de tabel slechts één ‘Onbehandeld’ opgenomen, namelijk de on-
behandelde controle genomen uit het UV-apparaat met uitgeschakelde lampen. Figuur 5
is een grafische weergave van de doding van R. similis in relatie tot de transmissie-
waarde en de stroomsnelheid.

Uit Tabel 3 en Figuur 5 blijkt dat de doding toeneemt naarmate de stroomsnelheid af-
neemt en de transmissiewaarde hoger is. In beide gevallen neemt de UV-dosis toe. Ho-
gere UV-doses hebben dus hogere dodingspercentages tot gevolg. Het hoogste do-
dingseffect was 96% en werd verkregen bij een stroomsnelheid van 500 liter/uur en
een transmissiewaarde van 54%. In dat geval bedroeg de UV-dosis 500 mJ/em?. Bij de
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transmissiewaarde van 37% was het dodingseffect aanzienlijk geringer. Het duurde mi-
nimaal twee weken voordat alle aaltjes dood waren. Bij ‘Onbehandeld’ was de levens-
duur acht weken. De behandelingen bij de transmissiewaarde van 16% hadden nauwe-
lijks of geen doding tot gevolg en hadden bovendien geen invioed op de levensduur.

In tegenstelling tot dit onderzoek verkregen Moens en Hendrickx {1989) al een 100%
doding bij UV-doses =200 mJ/cm?. Daarbij moet echter worden vermeld dat deze on-
derzoekers juvenielen in het tweede larvale stadium van het wortelknobbelaaltje Meloi-
dogyne incognita aan UV-stralen hebben blootgesteld, terwijl in de hier beschreven
proeven ook volwassen aaltjes zijn gebruikt. Waarschijnlijk zijn volwassen aaltjes minder
gevoelig voor UV-stralen dan juvenielen. Dat het effect van UV-stralen beinvioed wordt
door de leeftijd van de aaltjes wordt bevestigd door andere onderzoekers. Klass {1977)
en Hartman (1984) stelden vast dat de UV-gevoeligheid van het aaltje Caenorhabditis
elegans afneemt naarmate de leeftijd toeneemt. Gelijksoortige resultaten werden waar-
genomen bij Rhabditidae tokai {Ishii and Suzuki, 1979). 2ij zagen dat eitjes gevoeliger
zijn dan larven.

Tabel 3 - Effect van UV-bestraling op het wortelnecrose-aaltje Radopholus simifis in drain-
water en op de aantasting van Anthurium andreanum in relatie tot de transmis
siewaarde {T) en de stroomsnetheid {proef 1-3).

Doding {%)* / Spontaan bewegend (%) Aantal R. simifis/10 g wortels
{1 dag na behandeling) {14-16 weken na inoculatie)
Stroomsnel- Proef: 1 2 3 Proef: 1 2 3
heid (l/uur) T: 54% 37% 16% T: 54% 37% 16%
500 96 /- 31 (2)*/ 5 (1)° 2 {(11)°/ 33 (5)° 0 0 0
1000 88 /- 16 (3) /14 (1) 2{11) /45 (5) 0 0 0
2500 65 /- 4 (8} /25 (1) 1(13) /47 (8) 0 0 0
5000 377- 1{7) /36 {3) 0(12) /46 (7) 0 o 0
Onbehandeld 0/- 0{8)/70 (N 0011 /70(7) 1160 623 600

? Percentage gedode R. similis ten opzichte van ‘Onbehandeld’.

® Tussen haakjes: aantal weken waarna alle aaltjes dood waren.

¢ Tussen haakjes: aantal weken waarna er geen spontaan bewegende aaltjes meer aanwezig waren.
9 Percentage spontaan bewegend is niet apart bepaald.

Percentage doding t.o.v. 'Onbehandeld’

96

88 BT54%

BT=37%

OT=16%

TauErn 1 0
500 1000 2500 5000
Stroomsnelheid (liter/uur)
Figuur 5 - Doding van Radopholus similis als gevolg van UV-

bestraling in relatie tot de transmissiewaarde (T) en
de stroomsnelheid
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Bij afnemende dodingspercentages nam het spontaan bewegend vermogen toe (Tabel
3). Bij de transmissiewaarde van 37% in proef 2 daalde het aantal spontaan bewegende
aaltjes van 70% bij ‘Onbehandeld’ naar 5% bij de laagste stroomsnetheid. In proef 2
waren bij de drie laagste stroomsnelheden één week na het behandelen geen spontaan
bewegende aaltjes meer aanwezig. Bij ‘Onbehandeld’ duurde dat zeven weken. Bij de
transmissiewaarde van 16% was het effect op de spontaan bewegende aaltjes aanzien-
lijk geringer. De levensduur van deze aaltjes werd er nauwelijks door beinvioed. Niette-
min waren ook de UV-bestraalde aaltjes in proef 3 niet in staat aantasting te veroorza-
ken. Dit betekent dat de UV-bestraalde aaltjes toch een verandering hebben ondergaan.
Bij ‘Onbehandeld’ variecerde de aantasting van 600 tot 1160 R. simifis per 10 g wortels.

Wat betreft het spontaan bewegend vermogen van R. similis, in een tijdsbestek van
zeven tot acht weken nam dit af van 70% tot 0%. Dit komt overeen met de bevindin-
gen van Birchfield {1957). Zowel in water-agar als in steriel water vond hij na 52 dagen
nog slechts een enkele spontaan bewegende R. similis, maar na 66 dagen waren alle
aaltjes ogenschijnlijk dood.

e Proef 4

Deze proef is uitgevoerd om na te gaan bij welke transmissiewaarde de UV-bestraalde
aaltjes nog wel tot aantasting zouden komen. Er is een constante stroomsnelheid van
2500 liter drainwater/uur gebruikt met een transmissiewaarde van tenminste 50%. Dit
leverde een UV-dosis op van 100 mJ/cm?. Deze dosis wordt geadviseerd voor het do-
den van schimmels en bacterién. In deze proef zijn de volgende transmissiewaarden
getest: 3, 10, 18 en 30%, zodat de UV-doses lager waren dan 100 mJ/cm? {Tabel 4).
Uit Tabel 4 blijkt dat het effect op de doding en het spontaan bewegend vermogen
overeenkwamen met de resultaten van de proeven 1 t/m 3 in Tabel 3. Alleen bij
T=30% was er sprake van enige doding (5%} één dag na het behandelen. Het spon-
taan bewegend vermogen was bij alle UV-behandelingen lager ten opzichte van ‘Onbe-
handeld’ en varieerde van 13 tot 26% tegenover 34% bij Onbehandeld. Alleen bij een
transmissiewaarde van 3% ontstond aantasting. Maar met 903 R. similis per 10 g wor-
tels was de aantasting betrouwbaar lager dan de aantasting van 4867 R. similis per 10
g wortels bij ‘Onbehandeld’. Bij de transmissiewaarde van 10%, die in combinatie met
een stroomsnelheid van 2500 liter/uur een geschatte UV-dosis oplevert van ongeveer
10 mJ/ecm?, bleef vermeerdering uit. Hiermee is aangetoond dat het vermeerderingsver-
mogen van A. similis uitermate gevoelig is voor UV-straling, terwijl het odingseffect veel
geringer is. Wat betreft de vermeerdering van het wortelknobbelaaltje Meloidogyne in-
cognita hebben Moens en Hendrickx {1989} vastgesteld dat een UV-dosis van 14 mJ/
cm? voldoende is om vermeerdering te voorkomen. Deze dosis komt nagenoeg overeen
met de geschatte UV-dosis van 10 mJ/cm? waarbij R. simifis zich in onze proeven niet
meer vermeerderde.

Tabel 4 - Effect van UV-bestraling op het wortelnecrose-aaltje Radopholus similis in drain-
water en op de aantasting van Anthurium andreanum in relatie tot de tranmissie-
waarde {T) bij een constante stroomsnelheid van 2500 liter/uur

T:30% 18% 10% 3%  Onbehandeld

Doding (%) / Spontaan bewegend (%)

{1 dag na behandeling) /13 1/22 0/24 0/26 0/34
Aantal R. similis/10 g wortels
(16 weken na inoculatie) ¢] 0 0 903 4867

® zie onder Tabel 3,
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e Proef &

Afwezigheid van vermeerdering hoeft niet te betekenen dat de met UV-stralen behan-
delde aalties niet tot aantasting in staat zijn. Uit onderzoek met andere ontsmettingsme-
thodieken is steeds gebleken dat spontaan bewegende aaltjes nodig zijn om aantasting
te veroorzaken. Uit de tabellen 3 en 4 blijkt dat er na een UV-behandeling nog voldoen-
de spontaan bewegende aaltjes resteren. Bovendien kan het lang duren voordat er geen
spontaan bewegende aaltjes meer zijn {(Tabel 3). De kans is dus aanwezig dat de be-
handelde aaltjes nog wel tot aantasting komen. Maar omdat er geen aaltjes in de wor-
tels van de anthuriums worden gevonden, betekent dit dat ze zich niet vermeerderen. In
dat geval zijn de aaltjes steriel geworden. In proef 5 is dit aspect onderzocht door de
geinoculeerde anthuriums op verschillende tijdstippen te onderzoeken op aaltjes. De aal-
tjes zijn aan UV-stralen blootgesteld bij een transmissiewaarde van 15% en een stroom-
snelheid van 2500 liter/uur,

Uit Tabel 5 blijkt dat de doding nihil is geweest. Ten opzichte van ‘Onbehandeld’ is
slechts 2% direct gedood. Het percentage spontaan bewegende R. similis was terug-
gelopen van 33% in ‘'Onbehandeld’ tot 14% in de UV-behandeling. Uit de tabel blijkt
dat de aaltjes wel planten hebben aangetast, maar niet tot vermeerdering zijn gekomen.
De aaltjes die tot aantasting kwamen, stierven zonder nakomelingen te hebben nagela-
ten. Zestien weken na het inoculeren werden geen R. similis meer in de wortels van de
UV-behandeling gevonden. Dat er geen vermeerdering heeft plaatsgevonden, is goed te
zien aan het feit dat het aandeel larven geleidelijk aan kleiner werd. Na een week be-
hoorde 17% van de gevonden aaltjes tot het larvale stadium, terwijl na acht weken
geen larven meer aanwezig waren. In tegenstelling hiermee werd het aandeel larven bij
‘Onbehandeld’ wel groter. Na zestien weken resulteerde dit in een gemiddelde besmet-
ting van bijna 30.000 R. similis per plant.

Uit de resultaten van ‘Onbehandeld’ blijkt dat de eerste larven tussen twee en vier we-
ken na het inoculeren worden gevormd. De controle op steriliteit van de door UV-
bestraalde aaltjes kan dus na vier weken plaatsvinden.

Tabel 5 - Effect van UV-bestraling op het wortelnecrose-aaltje Radopholus similis in
drainwater en op de populatie-ontwikkeling in Anthurium andreanum bij een
transmissiewaarde {T) van 15% en een stroomsnelheid van 2500 liter/uur

Aantal R. similis/plant (% volwassen, % larven)

Weken na inoculatie UV-stralen Cnbehandeld

1 7 83,17) 53 (77, 23)

2 23{ 88,12) 81 (88, 12)

4 19 ( 90, 10) 935 (16, 84)

8 7{(100, Q) 2.930 (32, 68)

12 5 ({100, 0O) 16.611 (35, 65)

16 0( 0, O 29.977 (30, 70)
Doding (%)° 2 {14y 0 (14)°
Spontaan bewegend (%) 14 { 8)° 33( 8)¢

abenc gig onder Tabal 3

Uit het totale onderzoek blijkt dat UV-straling een ideale methodiek is om aaltjes in voe-
dingsoplossing onschadelijk te maken. Om schimmeis en bacterién uit te schakelen
wordt voor de praktijk een UV-dosis geadviseerd van 100 mJ/em”. Met het UV-apparaat
dat in dit onderzoek is gebruikt wordt deze dosis bereikt bij een transmissiewaarde van
tenminste 50% en een stroomsnelheid van 2500 liter/uur. Onder deze omstandigheden
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zullen er nauwelijks spontaan bewegende aaltjes overblijven (Tabel 3). Mochten deze er
nog wel zijn, dan is de levensduur zo kort dat geen aantasting wordt verwacht. Vindt er
wel aantasting plaats, dan kan dit absoluut geen kwaad omdat de UV-bestraalde aaltjes
steriel zijn geworden {Tabel 5). Vermeerdering vindt niet meer plaats, waardoor de po-
pulatie binnen zestien weken uitsterft. De situatie met betrekking tot het ontsmetten
van water tegen aaltjes wordt nog gunstiger wanneer ook virussen moeten worden be-
streden. In dat geval moet de dosis worden verhoogd naar 250 mJ/cm?.

4.3 CONCLUSIES

Uit het onderzoek naar ontsmetting van voedingsoplossing tegen het wortelnecrose-
aaltje A. similis door middel van lagedruk UV-straling kan de volgende conclusie worden
getrokken.

R. similis in voedingsoplossing is zeer gevoelig voor UV-straling.

» Na blootstelling aan een geschatte dosis van 10 mJ/cm? kwamen de aaltjes nog wel
tot aantasting, maar omdat ze steriel waren geworden, bleef vermeerdering uit.

¢ De geadviseerde dosis van 100 mJ/cm? tegen pathogene schimmels is voldoende om
het wortelnecrose-aaltje R. similis uit te schakelen.
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5. OZONISATIE

Waterontsmetting door ozon is een erkende toepassing in zwembaden en in de water-
zuiveringsindustrie. Vanaf 1989 wordt deze methodiek ook toegepast in de glastuin-
bouw om schimmels, bacterién en virussen onschadelijk te maken (Runia, 1991). Ozon
is een zeer krachtig oxidatiemiddel en ontstaat door droge lucht of zuivere zuurstof
bloot te stellen aan een hoog frequent spanningveld, dat wordt geleverd door een gene-
rator (Runia, 1988). Ook kan ozon worden geproduceerd door zuurstof langs een UV-
lamp te leiden. In het ontsmettingsproces wordt ozon in een gesloten systeem in

het te behandelen water geblazen. Het instabiele ozon {0z) splitst zich in een zuurstof-
molecuul (QO2) en een zuurstofatoom (O). Dit vrije zuurstofatoom reageert met allerlei
oxideerbare stoffen, waaronder pathogenen. Door het oxideren worden de pathogenen
kapot gemaakt. Tegelijkertijd wordt ozon gereduceerd tot zuurstof. Hoe minder oxideer-
bare stoffen het water bevat hoe lager de dosis kan zijn. Tegen schimmels, bacterién en
virussen wordt een dosis geadviseerd van 10 g ozon per m® drainwater per uur {Runia,
1990). Informatie over doding van aaltjes door ozon ontbrak. Vanaf 1992-1995 is in
samenwerking met Lever Otarés - thans DiverseylLever geheten - het effect van ozon
tegen aaltjes onderzocht. De eerste proeven zijn uitgevoerd in een proefopstelling op
een locatie van Lever Otarés. Na de oriénterende fase is het onderzoek op twee Anthu-
riumbedrijven voortgezet met een Ozomatic 20, een apparaat dat door Lever Otaras is
ontwikkeld. Op deze bedrijven was het vermoeden aanwezig dat 10 g ozon per m®
drainwater per uur, wat tegen schimmels, bacterién en virussen wordt geadviseerd, niet
voldoende zou zijn om verspreiding van het wortelnecrose-aaltje Radopholus similis te
voorkomen. In dit rapport wordt verslag gedaan van het onderzoek met de Ozomatic
20. Het doel van dit onderzoek is nagaan hoelang met aaltjes besmet door een Ozoma-
tic 20 moet worden behandeld om aantasting door aaltjes te voorkomen.

5.1 MATERIALEN EN METHODEN

Het onderzoek met de Ozomatic 20 is uitgevoerd op twee bedrijven in de praktijk. Op
bedrijf | groeiden de planten in oasis en op bedrijf Il in kleikorrels. Op beide bedrijven
was een zelfde Ozomatic 20-configuratie aanwezig. In de Ozomatic wordt ozon gepro-
duceerd door droge lucht bloot te stellen aan een hoog frequent spanningveld. Beide
instailaties produceerden 20 g ozon per uur dat via een injector in het te behandelen
drainwater werd geblazen. Daarvoor werd het drainwater vanuit de vuilwatertank tjj-
dens het vullen van de behandeltank langs de injector gepompt. In het onderzoek op
bedrijf | werd gedurende het vullen van de behandeltank wel ozon geinjecteerd, maar op
bedrijf Il niet. Op het tweede bedrijf is het ozonisatie-proces gestart nadat de behandel-
tank was gevuld. Tijdens het vullen van de behandeltank, dat ongeveer vijf minuten per
m® in beslag nam, zijn de aaltjes vo6r de ozoninjector in de aanvoerstroom aangebracht.
Na het vullen waren er op beide bedrijven in de behandeltank ongeveer 500 R. simifis
per liter drainwater aanwezig. Voordat het vulproces werd gestart, was het water in de
vuilwatertank aangezuurd tot een pH van 4. Een ozonbehandeling is bij een pH van 4
namelijk effectiever tegen micro-crganismen dan bij de normale pH van ongeveer 6. Dit
komt doordat ozon in een zure omgeving stabieler is (Farooq et al, 1977).

Op bedrijf | zijn na enkele oriénterende proeven twee proeven uitgevoerd. In beide proe-
ven is gestart met drainwater met een CZV-waarde van 25 mg O:z/liter. {CZV: Chemisch
Zuurstof Verbruik geeft aan hoeveel zuurstof er per liter water nodig is om de oxideer-
bare bestanddelen te oxideren). Het enige verschil tussen beide proeven was de hoe-
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veelheid te behandelen drainwater, namelijk 1 en 2 m®. Op bedrijf Il zijn op twee dagen
proeven uitgevoerd. Op de eerste dag betrof het een oriénterende proef waarbij 1 m?
drainwater met een CZV-waarde van 32 mg 02/ is ontsmet. Op de tweede dag ging het
om vier proeven, waarbij in alle proeven 1 m® drainwater is ontsmet, maar met ver-
schillende CZV-waarden. Er is gekozen voor verschillende CZV-waaarden omdat uit het
bemonsteren van drainwater in de vuilwatertanks op zes Anthurium-bedrijven is geble-
ken dat de CZV-waarde sterk kan variéren. Op deze bedrijven werden de velgende CZV-
waarden gevonden: 16 (lava), 36 (steenwol), 46 {oasis), 53 {steenwol), 132 (lava) en
146 mg 02/l {oasis). Tussen haakjes is het substraat aangegeven waarin werd geteeld.
In de proeven op bedrijf Il zijn vier verschillende CZV-waarden gecreéerd door aan het
drainwater magere melk toe te voegen in hoeveeltheden van O, 40, 200 en 1000 ml per
m’. Dit leverde CZV-waarden op van respectievelijk 11, 18, 34 en 116 mg Oz/liter. Per
100 ml bevatte de magere melk 4,0 g eiwit, 5,0 g koolhydraten {melksuikers} en 0,05 g
natrium, maar geen vetten of andere stoffen.

Voor, tijdens en na afloop van het ozonisatie-proces zijn monsters uit de behandeltank
genomen om de voortgang van het proces te volgen. Op bedrijf | ging het om monsters
van 20 liter en op bedrijf Il om monsters van 5 liter. Met behulp van een 25 um-zeef zijn
de aaltjes verzameld. Op welke tijdstippen er is bemonsterd, is aangegeven in onder-
staande tabellen. Ook is regelmatig de redoxpotentiaal, kortweg redox, op de Ozomatic
20 afgelezen en genoteerd om na te gaan welk verband er is tussen de redox en de
ontsmetting. De redox wordt uitgedrukt in mV en is een maat voor de interactie van de
reductie van ozon en de oxidatie van oxideerbare stoffen in het water.

Het effect van de ozonbehandelingen is bepaald aan de hand van het bewegend vermo-
gen van de aaltjes (bedrijf | en Il} en op basis van het feit of er na inoculatie wel of geen
aantasting ontstaat (bedrijf I). In alle proeven is één dag na het behandelen het bewe-
gend vermogen van de aaltjes bepaald en zijn in de proeven op het eerste bedrijf anthu-
riums geinoculeerd met ongeveer 3800 R. simifis per plant {twee planten/behandeling).
Veertien weken later zijn de wortels van de planten bemonsterd en cnderzocht op aan-
wezigheid van R. similis.

52 RESULTATEN EN DISCUSSIE

e Bedrijf |
In Tabel 6 zijn de resultaten opgenomen van het ontsmetten van drainwater met behulp

van een Ozomatic 20 op bedrijf |. In beide proeven is gestart met drainwater met

een CZV-waarde van 25 mg O2/I. Op acht tijdstippen tijdens het ozonisatie-proces zijn
20 liter-monsters genomen voor het bepalen van het effect op 1) de CZV-waarde, 2)
het spontaan bewegend vermogen en 3) de aantasting. Na verwerking van de monsters
over een 25 um-zeef waren er in de monsters gemiddeld 7700 R. similis aanwezig.
Daarvan zijn honderd aaltjes gecontroleerd op het spontaan bewegend vermogen. Met
de resterende aaltjes zijn twee anthuriums geinoculeerd om na te gaan welke behandel-
tijd nodig is om aantasting te voorkomen. Uit Tabel 6 blijkt dat de suspensie waarmee
het drainwater in de behandeltank is besmet 81% spontaan bewegende R. similis bevat-
te. Nadat de tank was gevuld, met de inwerking zijnde ozoninjector, bevatte het drain-
water in proef 1 (6 min.) 74% spontaan bewegende R. simifis en 82% in proef 2 (10
min.}. Naarmate de behandeltijden toenamen, verminderden de percentages spontaan
bewegende aaltjes. Een 100% afname van het spontaan bewegend vermogen werd in
proef 1 (1 m?% na één uur behandelen bereikt en in proef 2 (2 m®) na twee uur. Alleen
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Tabel 6 - Effect van een Ozomatic 20 op bedrijf | ter ontsmetting van 1 en 2 m® drainwater
met een CZV-waarde van 25 mg Oz/l en besmet met het wortelnecrose-aaltje
Radopholus similis

Behandel- Redox czv Spentaan bewegend " Aantasting ?
Proef  tijd {min.) {mV) {mg Q2/) a b a b
proef 1 0 - 25 81 o 8600 o}
5 552 26 74 9 8025 7
Tmd 15 572 - 46 43 6100 29
22 760 25 - - - -
30 920 - 17 79 953 89 .
45 1050 - 4 95 110 99
60 1113 - 0 100 o] 100
75 1130 19 0 100 0 100
proef 2 0 - 25 81 0 . 8600 0]
10 897 21 82 -1 7900 8
2md 30 679 - 55 32 6370 26
35 760 20 - - - -
60 1010 - 9 89 2H8 a7
90 1108 - 1 99 23 89,7
120 1132 - 0 100 0 100
150 1138 13 0 100 ] 100

" a: % spontaan bewegende R. simifis één dag na het behandelen.

b: bestrijdingseffect = % afname spontaan bewegend vermogen ten opzichte van ‘Onbehandeld’ {= O min.}.
Y a: aantal R. similis/10 g wortels van Anthurium andreanum veertien weken na het inoculeren.

b: bastrijdingseffect = % afnamse in aantasting ten opzichte van 'Onbehandeld’ {= O min.}.

bij deze en langere behandeltijden werden geen R. similis in de wortels aangetroffen.
Dit betekent dat aantasting alleen dan wordt voorkomen wanneer er geen spontaan be-
wegende aaltjes meer aanwezig zijn. In beide proeven was dat het geval na een behan-
deling met 20 g ozon/m® drainwater per uur. Ten opzichte van de dosering van 10 g
ozon/m?® drainwater per uur tegen schimmels, bacterién en virussen is de dosering tegen
aaltjes dus een verdubbeling, wat een halvering van de ontsmettingscapaciteit betekent,
Wat betreft de redoxpotentiaal, in proef 1 is de waarde van 760 mV na 22 minuten
bereikt en in proef 2 na 35 minuten. In het verleden werd er vanuit gegaan dat met het
bereiken van een redox van 7560 mV de ontsmetting was voltooid. Later is men daarop
teruggekomen, omdat in de praktijk een redox van 750 mV niet altijd word bereikt.
Ozon reageert namelijk niet alleen met micro-organismen, maar ook met gewasbe-
schermingsmiddelen en meststoffen (Runia, 1990 en 1992). Omdat een dosering van
10 g ozon/m?® drainwater per uur voldoende bleek te zijn om pathogene schimmels, bac-
terién en virussen uit te schakelen, werd de redox-waarde als maat voor de ontsmetting
verlaten en werd dit het nieuwe advies tegen genoemde pathogenen. Uit de aaltjesproe-
ven op bedrijf | is gebleken dat voor het uitschakelen van aaltjes zelfs een redox van
750 mV onvoldoende is. Uitgaande van drainwater met een CZV van 25 mg 02/l werd
aantasting voor 100% pas voorkomen bij redoxwaarden van meer dan 1100 mV.

e Bedrijf il
De resultaten van de oriénterende proef met een CZV-waarde van 32 mg 02/ zijn opge-

nomen in Tabel 7. Ook de resultaten van de volgende vier proeven met verschillende
CZV-waarden staan in deze tabel. In de proeven op bedrijf Il is het resultaat alleen be-
oordeeld op basis van het spontaan bewegend vermogen. Met het behandelde drainwa-
ter zijn geen planten besmet. Uit eerder onderzoek is namelijk gebleken dat afwezigheid
van spontaan bewegende aaltjes voorwaarde is om aantasting te voorkomen. Uit de
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resultaten in Tabel 7 en Figuur 6 (proef 1 t/m 4} blijkt dat de CZV-waarde een zeer gro-
te invioed heeft op het ontsmettingsproces. Naarmate de CZV-waarde toenam, waren
er langere behandeltijden nodig om het spontaan bewegend vermogen tot nul te reduce-
ren. In het onbehandelde drainwater was 80 tot 84% van de aaltjes spontaan bewe-
gend. Om het spontaan bewegend vermogen uit te schakelen, moest het drainwater
met CZV-waarden van 11, 18 en 34 mg 02/ respectievelijk 80, 75 en 105 minuten
worden behandeld met 20 g ozon/m®. Bij de CZV-waarde van 116 mg Oz/| was daar-
voor zelfs een behandeltijd nodig van meer dan 120 minuten. Omdat onder praktijkom-
standigheden CZV-waarden van 18 mg O2/l en hoger heel gebruikelijk zijn, moet er dus
rekening mee worden gehouden dat zelfs 20 g ozon/m? drainwater per uur onvoldoende
is om alle aaltjes uit te schakelen. Daarmee wordt ozonisatie als ontsmettingsmethodiek
een zeer kostbare aangelegenheid.

Uit vergelijking van de resultaten van de proeven met nagenoeg dezelfde CZV-waarden,
namelijk 32 mg 02/ (oriénterende proef) en 34 mg 02/l (proef 3} blijkt de CZV-waarde
geen goede maat te zijn voor de duur van de behandeling. In de oriénterende proef was
het spontaan bewegend vermogen na 60 minuten tot nul gereduceerd, terwijl voor het
bereiken van hetzelfde resultaat in de proef met toevoeging van magere melk daarvoor
105 minuten nodig waren. De CZV-waarde zegt niets over de aard van de te oxideren
bestanddelen. Bij gelijke CZV-waarden kan het zijn dat in het ene geval de aaltjes mis-
schien gemakkelijker en dus eerst worden geoxideerd, terwijl in het andere geval eerst
de andere bestanddelen worden geoxideerd.

Evenals op bedrijf | bleek ook nu weer dat een redoxwaarde van 750 mV niet altijd een
garantie is voor een 100% effectieve werking. Naarmate de CZV-waarde hoger was,
werd dit effect bij een lagere redoxwaarde bereikt. Omdat noch op basis van de CZV-
waarde, noch op basis van de redoxwaarde kan worden aangegeven hoelang er moet
worden ontsmet, kunnen er voor het ontsmetten door middel van ozon geen algemeen

Spontaan bewegende R. similis (%)

100
80 !
60
40 !
20 !
o e il
0O 15 30 45 60 75 S0 105 120
Behandeltiid {min.}
—~11 —A—18 —O—34 —— 116 | mg Oyl
Figuur 6 -  Ontsmettende werking van een Ozomatic 20 in relatie

tot de CZV-waarde {mg 02z/l) en de behandeltijd
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Tabel 7 -  Effect van een Ozomatic 20 op bedrijf If ter ontsmetting van 1 m?* drainwater
met één CZV-waarde (oriénterende proef} en vier CZV-waarden. Drainwater is
kunstmatig besmet met het wortelnecrose-aaltje Radopholus similis

Behandeltijd Redox czv Spontaan bewegend "
Proef (min.) (mV} (mg O2/1) a b
Oriénterende proef

() 400 32 69 0
Drainwater 15 538 - 31 b
zonder toe- 30 874 - 6 91
voeging 45 9293 - 2 97
60 1014 24 0 100
75 1021 - 0 100
a0 1021 17 0 100

Proef met vier CZV-waarden
proef 1 0 431 11 84 0
15 267 - 29 65
0 mi 30 1045 - 5 94
rmagere melk 45 1075 - 2 98
60 1080 11 0 100
proef 2 0 €660 18 80 o)
15 765 - 31 61
40 mi 30 902 - 6 92
magere melk 45 928 - 3 96
60 932 - 1 99
75 936 - 0 100
90 933 13 0 100
proef3 0 585 34 81 0
15 552 - 33 59
200 mi 30 590 - 14 83
magere melk 45 693 - 4 85
60 762 - 3 86
75 783 - 2 o8
920 762 - 1 99
105 764 - 0 100
120 760 21 4] 100
proaf 4 0 469 116 80 0
15 390 - 76 5
1000 mi 30 375 - b6 30
magere melk 45 398 - 35 56
60 424 - 20 75
75 453 - 8 20
90 483 - 5 94
105 512 - 4 95
120 535 96 2 98

" a: % spontaan bewegende 8. similis é&n dag na het behandelen.

b: bestrijdingseffect = % afname spontaan bewegend vermogen ten opzichte van ‘Onbehandeld’ {= 0 min.).

geldende regels worden gegeven. Daarbij komt dat gedurende de teelt de CZV-waarde
en de aard van de oxideerbare bestanddelen kunnen fluctueren. Dit betekent dat het
resultaat van de ontsmetting altijd onzeker blijft.

Het vermoeden dat 10 g ozon/m?® per uur onvoldoende is om verspreiding van aaltjes te
voorkomen, is door dit onderzoek bevestigd. Dit heeft er toe geleid dat op bedrijven, die
ontsmetten tegen aaltjes, de bestaande Ozomatic is uitgebreid met een UV-gedeeite.
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5.3 CONCLUSIES

Uit het onderzoek naar de ontsmetting van drainwater tegen het wortelnecrose-aaltje
R. similis door middel van ozon {Ozomatic 20) kunnen de volgende conclusies worden
getrokken.

R. similis in voedingsoplossing laat zich niet gemakkelijk door ozon uitschakelen. Hier-

voor is tenminste 20 g ozon/m?® per uur voor nodig. _

¢ Het ontsmetten is alleen dan 100% effectief wanneer er direct na het ontsmetten
geen spontaan bewegende aaltjes meer aanwezig zijn.

+ Naarmate de CZV-waarde van het te behandeien water hoger was, werden de aaltjes
minder snel onschadelijk gemaakt. Bij CZV-waarden van = 34 mg 02/l was daarvoor
meer dan 20 g ozon/m? per uur voor nodig.

¢ Afhankelijk van de samenstelling van het drainwater kan de ontsmettingstijd bij
gelilke CZV-waarden variéren.

* De redoxwaarde is evenals de CZV-waarde geen goede maat voor het bepalen van
de ontsmettingstijd.
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6. WATERSTOFPEROXIDE

Waterstofperoxide {Hz02) is een zwak oxidatiemiddel. Door toevoeging van activators in
de vorm van organische zuren kan de effectiviteit worden verbeterd, waardoor plantpa-
thogenen in drainwater kunnen worden uitgeschakeld. Runia en Paternotte (1393} heb-
ben in een proef met verschillende concentraties en behandeltijden aangetoond dat spo-
ren van Pythium bij een concentratie van 50 dpm {delen per miljoen) al na vijf minuten
zijn gedood. Een concentratie van 100 dpm en dezelfde behandeltijd was nodig voor het
doden van sporen van Fusarium. Virussen laten zich moeilijker doden. Daarvoor is ten-
minste 400 dpm nodig. In aansluiting op dit onderzoek is nagegaan bij welke concentra-
ties en behandeltijden het wortelnecrose-aaltie Radopholus similis zich laat doden. Dit
onderzoek is evenals voornoemd onderzoek uitgevoerd in samenwerking met Kemira
Peroxides B.V., thans Kemira Agro Rozenburg B.V. geheten.

Het doel van dit onderzoek is nagaan bij welke concentraties van H20:2 + activators en
behandeltijden aaltjes in drain-water niet meer tot aantasting in staat zijn.

6.1 MATERIALEN EN METHODEN

in de proeven is gebruik gemaakt van H20: met mierenzuur ais activator. Wanneer over
een dosering wordt gesproken, dan wordt alleen de hoeveelheid H202 bedoeid.

Uit een oriénterende proef, waarin gedurende tien minuten behandelingen zijn uitge-
voerd met O, 50, 100 en 200 dpm H202, bleek dat zelfs de hoogste concentratie tot
geen enkele bestrijding van R. similis in staat was. Dit was aanleiding tot het uitvoeren
van de tweede proef met concentraties van O tot 1600 dpm Hz20: en behandeltiiden van
10 en 60 minuten. Deze proef is niet in dit rapport beschreven, omdat achteraf bleek
dat de vitaliteit van de aaltjes slecht is geweest. De vitaliteit kan worden afgemeten aan
het bewegend vermogen van de aaltjes. Hoe hoger het percentage bewegende aaltjes
is, hoe vitaler de aaltjespopulatie. In deze proef was slechts 37% van de aaltjes tot be-
wegen in staat. Vanwege de geringe vitaliteit zijn de resultaten van de proef in het
voordeel van het ontsmettingsmiddel uitgevallen.

In de derde proef, die in onderstaand gedeelte is beschreven, was wel sprake van een
vitale aaltjespopulatie. De populatie bevatte 99% bewegende A. similis, waarvan 75%
spontaan bewegend. Deze aaltjespopulatie is gebruikt voor het testen van twee formu-
leringen met geactiveerde waterstofperoxide. Het betrof de gangbare formulering {oud)
en een experimentefe formulering {nieuw). Het verschil tussen beide formuleringen is
niet aan ons bekend gemaakt. De gangbare formulering is ook in de eerste twee proe-
ven gebruikt en in het onderzoek naar de ontsmetting tegen schimmels en virussen
{Runia en Paternotte, 1993 en Runia, 1995). De gangbare formulering is in vier concen-
traties getest, namelijk 50, 200, 200 en 400 dpm Hz02 en de experimentele formule-
ring alleen in een concentratie van 200 dpm Hz0:. De proef bevatte ook een behande-
ling zonder waterstofperoxide: ‘Onbehandeld’. De behandelingen zijn uitgevoerd in pias-
tic emmers met 20 liter drainwater {pH 6,3; EC; 1,1 mS/cm} afkomstig van anthuriums,
geteeld in oasis. Nadat elke emmer geinoculeerd was met 5000 R. similis per liter
drainwater is geactiveerde waterstofperoxide toegevoegd. Er zijn vier behandeltijden
gerealiseerd: 1, 2, 6 en 24 uur. Na het verstrijken van de behandeltijden is na menging
uit elke emmer een monster van 4 liter drainwater genomen. De monsters zijn tot iets
minder dan een halve liter teruggebracht door ze over een 25 um-zeef te laten lopen en
de aaltjes vervolgens van de zeef te spoelen met ongeveer 400 ml water. De volgende
dag zijn de aaltjes geteld en gecontroleerd op het bewegend vermogen. Een dag later
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zijn hiermee drie Anthurium-planten per behandeling geinoculeerd. De in potgrond opge-
potte planten zijn geinoculeerd met gemiddeld 5060 R. similis per plant. Zestien weken
later zijn de wortels bemonsterd en onderzocht op aanwezigheid van R. similis.

6.2 RESULTATEN EN DISCUSSIE

Spontaan bewegend vermogen

De resultaten van de beoordelingen op het bewegend vermogen van R. simifis zijn op-
genomen in Tabel 8. Voor elke behandeling is aangegeven a) het percentage spontaan
bewegende aaltjes en b) het bestrijdingseffect, berekend op basis van het aantal spon-
taan bewegende aaltjes volgens formule 2. In Figuur 7 zijn de percentages spontaan
bewegende aaltjes grafisch weergegeven.

Uit Tabel 8 blijkt dat de onbehandelde aaltjespopulaties rond de 75% spontaan bewe-
gende aaltjes bevatten. Onder invloed van de behandelingen nam het spontaan bewe-
gend vermogen sterk af (Figuur 7). Maar bij geen van de behandelingen met de oude
formulering werd het spontaan bewegend vermogen tot nul gereduceerd. Minimaal ble-
ven er bij de oude formulering nog 0,3% spontaan bewegende aaltjes over, wat een
bestrijdingseffect opleverde van 99,7%. Dit was het geval bij de behandeling met 400
dpm en een behandeltijd van 24 uur. Bij een concentratie van 100 dpm van de oude
formulering — dit is de adviesdosering tegen schimmels - en behandeltijiden van 1, 2, 6
en 24 uur werden bestrijdingseffecten verkregen van respectievelijk 13%, 59%, 73%
en 97%. De nieuwe formulering leverde wel een bestrijdingseffect van 100% op. Bij
de concentratie van 200 dpm was hiervoor een behandeltijd nodig van 24 uur (Tabel 8).
De nieuwe formulering is ongeveer even effectief als de dubbele concentratie van de
oude formulering (Figuur 7).

Wortelaantasting

Tabel 9 laat zien a) hoeveel R. similis er zestien weken na het inoculeren per 10 g wor-
tels aanwezig waren en b) tot welke bestrijdingseffecten de behandelingen hebben ge-
leid. Voor de berekening van de bestrijdingseffecten op basis van de wortelaantastingen
is formule 3 gebruikt. in Figuur 8 is de wortelaantasting grafisch weergegeven.

Uit de resultaten blijkt dat de oude formulering alleen een aantasting heeft weten te
voorkomen bij een concentratie van 400 dpm en een behandeltijd van 24 uur. Bij deze
behandeling was het spontaan bewegend vermogen met 99,7% afgenomen (Tabel 8).
Een afname van het spontaan bewegend vermogen van 99,3% bij de behandeling met
200 dpm oud en een behandeltijd van 24 uur, was echter niet voldoende om aantasting
te voorkomen. Deze behandeling leverde een bestrijdingseffect op van 22%. Dat bete-
kent dat een enkel spontaan bewegend aaltje aantasting kan opleveren. Om er dan ook
zeker van te zijn dat de behandelde aaltjes geen aantasting veroorzaken, moet het ont-
smetten leiden tot 100% afname van het spontaan bewegend vermogen. Dit was alleen
het geval bij de behandeling met 200 dpm van de nieuwe formulering en een behandel-
tiid van 24 uur. De behandeling met de nieuwe formulering was ook wat betreft de wor-
telaantasting even effectief als de dubbele concentratie van de oude formulering (Tabel
9 en Figuur 8).

Wordt de effectiviteit van het ontsmetten met waterstofperoxide tegen schimmels en
aaltijes met elkaar vergeleken, dan worden schimmels veel sneller en bij lagere concen-
traties uitgeschakeld dan aaltjes. Voor de bestrijding van schimmels werd 100 dpm
aanbevolen bij een behandeltijd van vijf minuten (Runia en Paternotte, 1993). Tegen
aaltjes heeft deze behandeling geen enkel effect. Om aantasting wel te voorkomen is
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Tabel 8 -  Effect van behandeitijd en concentratie H202 (oude en nieuwe formulering) op het
spontaan bewegend vermogen van Radopholus simifis in drainwater

Spontaan bewegend vermogen van R. similis {1 dag na de behandeling)

Hz202 T uur 2 uur 6 uur 24 yur
{dpm) a" b? a b a b a b
Onbehandeld 76 0 75 0 75 )] 75 0
oud
50 76 0 66 12 66 12 42 44
100 66 13 31 59 20 73 2 97
200 41 46 14 81 4 a5 05 99,3
400 33 657 6 92 0,8 99 0,3 99,7
nisuw
200 29 62 7 91 0,7 99 0 100

1 a: percentage spontaan bewegende R. similfs.
2 b: hestrijdingseffect (= procentuele afname spontaan bewegende R. similis ten opzichte van ‘Onbehandeld’).

Tabe! 9 -  Effect van behandeitijd en concentratie H202 {oude en nieuwe formulering} op de
wortelaantasting van Anthurium andreanum cv. Acropolis zestien weken na het
inoculeren met 5000 Radopholus similis per plant

Wortelaantasting door R. similis

H20: 1 uur 2 uur 6 uur 24 uur
(dpm) a" b? a b a b a b
Onbehandeld 4184 0 4200 0 4550 0 3783 0
oud
50 4017 4 3950 4 4334 5 3382 11
100 3920 6 3759 8 3809 16 2642 30
200 3888 7 3800 10 3320 27 302 92
400 3925 6 3326 21 385 o1 0 100
nisuw
200 3838 8 3488 17 480 89 0 100

"a: aantal R. similis per 10 g wortels.
2 b: bestrijdingseffect {= procentuele afname wortelaantasting ten opzichte van ‘Onbehandeld’).

van de oude formulering tenminste een concentratie van 400 dpm nodig bij een behan-
deltijd van 24 uur. Deze concentratie is echter fytotoxisch, terwijl neutraliseren te duur
is. De nieuwe formulering is effectiever dan de oude. Met de nieuwe formulering wor-
den alle aaltjes uitgeschakeld bij 200 dpm nodig en een behandeltijd van 24 uur. Of ook
deze concentratie fytotoxisch is, is onbekend. Maar een behandeltijd van 24 uur is voor
het ontsmetten van recirculerende voedingsoplossingen geen praktische toepassing. De
geteste formuleringen van waterstofperoxide van Kemira Agro Rozenburg B.V. zijn voor
de praktijk dus niet of nauwelijks geschikt om voedingsoplossingen te ontdoen van wor-
telaaltjes. Bovendien zal het resultaat, evenals dat bij het ontsmetten met ozon het ge-
val is maar nu niet is onderzocht, afhankelijk zijn van de aard en de hoeveelheid te oxi-
deren stoffen in het water. Dit betekent dat de concentratie en de behandeltijd hierop
moeten worden afgestemd. Maar omdat de aard en de hoeveelheid oxideerbare stoffen
niet bekend zijn en in de tijd zullen variéren, kan niet worden aangegeven welke concen-
tratie en behandeltijd nodig zijn om alle aaltjes uit te schakelen. Vandaar dat waterstof-
peroxide, evenals ozon, geen betrouwbare ontsmettingsmethodiek is.
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Relatief spontaan beweg. vermogen
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Figuur 7 -  Effect van de concentratie {dpm) H20z2 (oude en nieuwe formulering) en

de behandeltijd op het spontaan bewegend vermogen van Radopholus similis

Relatieve wortelaantasting
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Figuur 8 - Relatieve wortelaantasting van Anthurium door Radopholus similis ten opzichte
van ‘Onbehandeld’ in relatie tot de concentratie (dpm} Hz0:z (oude en nieuwe
tormulering} en de behandeltijd

6.3 CONCLUSIES

Uit het onderzoek naar de ontsmetting van drainwater tegen het wortelnecrose-aaltje
R. similis door middel van H202 + activators (Kemira Agro Rozenburg B.V.) kunnen de
volgende conclusies worden getrokken.

R. similis in voedingsoplossing laat zich niet gemakkelijk door waterstofperoxide uit-

schakelen.

* Voor een bestrijdingseffect van 100% was een behandeltijd nodig van 24 uur en
een concentratie van 400 dpm H:02 {oude formulering) en 200 dpm H20: (nieuwe
formulering)

* Het ontsmetten is alleen 100% effectief wanneer het spontaan bewegend vermogen
geheel is verdwenen.

¢ Ontsmetten tegen aaltjes is minder effectief dan tegen schimmels.
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7. LANGZAME ZANDFILTRATIE

Langzame zandfiltratie is een zuiveringsmethodiek die in gesloten teeltsystemen in kas-
sen wordt gebruikt om plantpathogenen uit recirculatiewater te verwijderen. Deze me-
thodiek vormt hiermee een alternatief voor ontsmettingsmethodieken als verhitting,
ozonisatie en UV-bestraling en heeft als voordeel dat zij goedkoper is in gebruik. Over
de effectiviteit en het verwijderingsmechanisme van deze toepassing is echter weinig
bekend. In 1994 is een oriénterende proef uitgevoerd met een zandfilter op het Proef-
station voor de Boomkwekerij in Boskoop (Amsing, 1995}. Uit dit onderzoek bleek dat
bij een zandfractie van 0,2 tot 2,0 mm en een doorstroomsnelheid van 300 liter water
per m? filteroppervlak per uur er aaltjes door het filter gaan. In 1996 is dit onderzoek
met fijnere zandfracties en een lagere doorstroomsnelheid voortgezet in samenwerking
met het Instituut voor Milieu- en Agritechniek (IMAG-DLO) in Wageningen. Het onder-
zoek op het IMAG-DLO is hieronder weergegeven.

Het doel van het onderzoek is nagaan in hoeverre langzame zandfiltratie in staat is aal-
tjes uit drainwater te verwijderen, zodat hergebruik van drainwater niet tot problemen
leidt. Ook moet het onderzoek informatie opleveren over het verwijderingsmechanisme
van de ziekteverwekkers.

7.1 MATERIALEN EN METHODEN

In een kas met tomatenplanten waren twaalf zandfilters opgesteld. leder zandfilter was
aangesloten op een rij tomatenpianten. in Figuur 9 is in een schema een experimenteel
zandfilter weergegeven en de wijze waarop dit filter in de tomatenkas was aangesloten
op de recirculerende stroom voedingsoplossing.

Legenda

Drainwater van substraat {1) naar voor-
raadbak {2) en via pomp (3) naar water-
bak (4) vanwaar het in de zandfilter
stroomde in de 1-m hoge watsrkolom ({5}
boven het 80-cm hoge zandkolom (6}.
(7) en (8} zijn resp. de 10 en 15 cm

10 2 dikke grindlagen. Kraan {9) wordt ge-
bruikt voor het eerste vullen van het
filter. Stroomsnelheidsmeter (10). Open
piip {11} geeft het drukverlies aan. in
container {12) wordt het effluent verza-
meld en aangevuld met verse voedings-

. oplossing {14). Van hieraf wordt de voe-
>4 dingsoplossing naar de plantrijen ge-
pompt {13). Tijdens onderhoud en testen
Figuur @ - Schematische opzet van het zandfilter met van de filters was pomp {13} uitgescha-
een recirculerende voedingsoplossing keld en klep (15) geopend en stroomde
(Bron: IMAG, Wageningen) verse voedingsoplossing rechtstreeks

naar de planten.
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Tabel 70 - Karakterisering van de gebruikte zandfracties

Zand Fractie Korrelgrootteverdeling (mm) " uc=
{mm) D1o Dso Dso Dao Deo/D1o ?

Fijn 0,18-0,35 0,23 0.28 0,30 0,32 1,33

Middelgrof 0,2-0.8 0,51 0,62 0,64 0,75 1,27

1 Dig, 5o, 60,90 : resp. 10%, 50%, 80% en 90% van het gewicht aan zand
heeft een diameter die kleiner is dan opgegeven
3 UC ; uniformiteitscoéfficiént

Uit vooronderzoek in 1995 bleek dat fijn en middelgrof zand in combinatie met een
doorstroomsnelheid van 100 liter water/m? filteroppervlak per uur de beste verwijdering
van pathogenen opleverden (Willers et al., 1997}, Een in de praktijk tot dan toe veel
gebruikte doorstroomsnelheid van 300 liter/m? filteroppervlak per uur voldeed niet. Ook
de grove zandfractie van 0,5-1,6 mm liet teveel pathogenen door. Op basis van deze
resultaten is in 1996 het onderzoek voortgezet met fijn en middelgrof zand en een
doorstroomsnelheid van 100 liter water/m? filteropperviak per uur. Bij een filterdiameter
van 15 cm resulteert deze doorstroomsnelheid in een dagelijkse doorlaat van 43,2 liter
water per filter. De hoogte van het zandkolom was 80 cm. De karakteristieken van het
zand staan in Tabel 10.

Zes filters waren gevuld met fijn zand en zes met middelgrof zand. Om het verwijde-
ringsmechanisme voor aaltjes te onderzoeken zijn vijf dagen voor het begin van de proef
vier van de twaalf filters gevuld met nieuw, vers zand zonder biologisch leven. In de
andere acht filters met oud zand, was het zand sinds maart 1995 aanwezig. Deze filters
draaiden continu in het recirculatiesysteem, waardoor veel micro-organismen in de fil-
ters aanwezig waren. Het effect van het micro-biologische leven op het uitfiltreren van
aaltjes is vastgesteld door de micro-organismen in vier van de acht filters met oud zand
te doden, Daarvoor zijn de filters zes dagen voordat de aaltjes aan de filters zijn toege-
voegd gedurende één dag gechloreerd. Op grond van het bovenstaande bestond de
proef uit zes soorten filters (Tabel 11). Van elk type filter waren er twee.

Tabel 17 - Zes soorten filters {n=2)

Zandtype Zandfractie Code

nieuw fijn nf
nieuw middelgrof nm
oud fijn of
oud middelgrof om
oud (chloor) fijn ocf
oud (chloor) middelgrof ocm

Aan elk filter zijn 250.000 R. similis in het water net boven de zandkolom aangebracht.
Het inoculum bestond voor 58% uit larven en 42% uit volwassen aaltjes. Van de gein-
oculeerde aalties was 88% spontaan bewegend. Verdeeld over de larven en volwassen
aaltjes was respectievelijk 4% en 0% dood, 48% en 46% bewegend na aanraking en
52% en 54 % spontaan bewegend. De effectiviteit van de filters is op twee manieren
bscordeeld.

e Controle op R. similis in het effluent
Uit het water dat uit de filters komt {effluent} zijn na roeren monsters van 1 liter geno-
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men en gecontroleerd op aaltjes. Op de eerste, tweede en derde dag na inoculatie van
de filters gebeurde dit dagelijks met het filtraat dat op die dagen is opgevangen. Vervol-
gens is tot en met dag 21 het effluent niet meer dagelijks bemonsterd, maar telkens
over een periode van drie dagen. Het opgevangen effluent bestond uit 20-30% van de
totale doorstroom. Op basis van deze gegevens is berekend welk deel van het inoculum
gedurende de eerste 21 dagen door de filters ging. Ook op de dagen 34 en 48 na ino
culatie van de filters is het effluent gecontroleerd op aaltjes. Op beide dagen zijn geen
monsters uit het effluent genomen, maar zijn alle aaltjes in het effluent verzameld door
het effluent over een 25 um-zeef te laten lopen.

Voordat de zandfilters met R. sirilis werden geinoculeerd, is onderzocht of dit aaltje al
in het systeem aanwezig was. Dit bleek niet het geval te zijn.

+ Controle op infectie en vermeerderin

Planten van Anthurium andreanum cv. Acropolis werden geinoculeerd met R. similis
die in het effluent aanwezig waren. Hierdoor kon worden vastgesteld of de doorgelaten
aaltjes nog tot infectie en vermeerdering in staat waren. Er zijn planten geinoculeerd
met aaltjes uit het effluent van dag 4-6, 10-12 en 19-21 na het inoculeren van de fil-
ters. Qok zijn planten geinoculeerd met aaltjes uit het effluent, dat op dag 34 na de
start van het filtratieproces is opgevangen. De aaltjes in het effiuent zijn verzameld met
behulp van een 25 pm-zeef. Veertien weken na het inoculeren van de planten zijn de
wortels bemonsterd en onderzocht op aanwezigheid van R. similis. De wortelmonsters
zijn gedurende één dag geéxtraheerd volgens de mixer-/wattenfiltermethode bij een
temperatuur van 20°C.

De aantallen R. similis in het effluent en in de suspensies, verkregen na extractie van
de wortels, zijn geteld met behulp van een stereomicroscoop met onderbelichting.

7.2 RESULTATEN EN DISCUSSIE

» Controle op R. similis in het effluent

Tabel 12 laat voor de eerste 21 dagen na het inoculeren zien hoeveel R. similis er per
liter filtraat aanwezig waren. Uitgaande van een doorlaat van 43,2 liter filtraat per dag
zijn deze aantallen gebruikt voor het berekenen van de totale dagelijkse hoeveelheid
doorgelaten aaltjes. Hieruit is berekend welk deel van het inocutum {250.000 aaltjes)
dagelijks en cumulatief is doorgelaten (Figuur 10).

Uit Tabel 12 blijkt dat de zandfilters vrij waren van R. similis voordat de filters zijn ge-
inoculeerd. Ook toont de tabel aan dat alle filtertypes binnen één dag aaltjes doorlieten.
De filters met het middelgrof zand lieten op de eerste dag de meeste aaltjes door, terwijl

Tabel 12 - Doorgelaten aantallen Radopholus similis door diverse typen langzame zandfilters
bij een doorstroomsnelheid van 100 liter water/m? filteropperviak per uur {(n=2)

Doorgelaten aantal R. similis per liter filtraat ... dagen na inoculatie van de zandfiiters

Filter”  dag 0% 1 2 3 4-6 7-9 1012 13-15 16-18 19-21
nf 0] 18 180 48 29 23 20 8 7 3
nm 0 144 122 48 2 6 7 3 0 o
of 0 4 138 91 23 14 11 13 5 3
om 0 95 69 9 7 1 2 0 1 1
ocf 0 106 167 60 29 25 19 13 12 L
ocm 0 411 2186 110 28 10 8 2 2 3

" n= nieuw; o = oud; oc = oud, gechlorserd; f = fijn zand; m = middelgrof zand
2 Controle op dag 0 voor inoculatie van de zandfilters,
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dit bij de filters met het fijne zand de tweede dag het geval was (Figuur 10). Daarna
verminderde het aantal aaltjes in het effluent snel, maar ook na 48 dagen was nog een
enkel aaltje in de zeefmonsters aanwezig. Hoewel het fijne zand op de eerste dag min-
der aaltjes doorliet dan het middelgrof zand, hebben de oude en nieuwe filters met fijn
zand over een periode van 21 dagen meer aaltjes doorgelaten dan de vergelijkbare filters
met het middelgrof zand (Figuur 10). Bij de zandfilters met het oude gechloreerde zand
was het omgekeerde het geval.
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De cumulatieve doorlaten zijn gebruikt voor het berekenen van de doorlaatpercentages.
Deze percentages geven aan welk deel van het aantal aaltjes dat bovenin de filters is
aangebracht (inoculum) over een periode van 21 dagen is doorgelaten (Tabel 13). Hier-
uit blijkt dat de oude filters gemiddeld 2,6% minder aaltjes hebben doorgelaten dan de
nieuwe filters. Uit vergelijking van de resultaten van de oude filters met de gechloreerde
oude filters lijkt het erop dat de verwijdering van aaltjes vooral een biologisch proces is.
De oude filters lieten gemiddeld 5,6 % aaltjes door, terwijl de oude, gechloreerde filters
op een gemiddeld doorlaatpercentage uitkwamen van 13,4%, dus meer dan een ver-
dubbeling. Worden de doorlaatpercentages van de ocude, gechloreerde filters vergeleken
met die van de filters met nieuw zand, dan wordt vermoed dat het chloreren meer ge-
volgen heeft gehad dan alleen het inactiveren van het biologische leven. Dit wordt af-
geleid uit het feit dat de oude, gechloreerde filters aanzienlijk meer aaltjes doorlieten dan
de nieuwe filters, terwijl als gevolg van het inklinken en dichtslibben juist het omge-
keerde werd verwacht.

Tabel 13 - Doorlaatpercentages van R. similis na 21 dagen
in relatie tot het type zandfilter (n=2)

Biologische leven

Zandfractie Cud
Nieuw Oud _ gechloreerd
Fijn 8,9 7,7 11,4
Middelgrof 75 . 3.6 ... 156 .
Gemiddeld 8,2 5,6 13,4

Over het geheel genomen kunnen op basis van deze resultaten geen harde uitspraken
worden gedaan over het verwijderingsmechanisme. Wel toonde deze proef aan dat zelfs
de fijne zandfractie van 0,15-0,35 mm niet fijn genoeg is om alle aaltjes uit het water te
verwijderen. Gemiddeld lieten de nieuwe en oude filters met fijn en middelgrof zand -
de oude, gechloreerde filters niet meegerekend — over een periode van 21 dagen 7%
van de in de filters aangebrachte aaltjes door.

Een interessant gegeven is het aandeel van de verschillende ontwikkelingsstadia van R.
similis ({larven en volwassen aaltjes), dat op verschillende tijdstippen na het starten van
het filtratieproces werd doorgelaten. Uit Figuur 11 blijkt dat het fijne zand op de eerste
dag alleen larven doorliet, terwijl in het effluent van het middelgrof zand het aandeel
volwassen aaltjes toen al 26% was. Blijkbaar vertraagde de kieinere poriéngrootte van
het fijne zand de doorlaat van de volwassen aaltjes. Na de eerste dag kwamen ook vol-
wassen aaltjes door het fijne zandfilter. Berekend over het totaal aantal doorgelaten aal-
tjes na 21 dagen was het aandeel van de volwassen aaitjes in het effluent van de filters
met fijn zand 43% en bij de filters met middelgrof zand 44%. Deze percentages blijven
enigszins achter ten opzichte van het percentage van 58% larven in de suspensie
waarmee de filters zijn geinoculeerd. Vermoedelijk zijn de larven, voor wat betreft het
bewegend vermogen, kwetsbaarder dan de volwassen aaltjes. Dit vermogen is nodig
om door de filters te kunnen komen, wat blijkt uit het feit dat alle doorgelaten aaltjes
spontaan bewogen of dit deden na aanraking. Figuur 11 lijkt het vermoeden van de gro-
tere kwetsbaarheid van de larven te bevestigen, aangezien het aandeel larven in het
effluent na negen dagen minimaal of zelfs nul was. Bij de start van de proef waren de
percentages bewegende larven en volwassen aaltjes in het inoculum nagenoeg gelijk,

41



namelijk respectievelijk 96% (52% spontaan bewegend} en 100% {54% spontaan be-
wegend). Ook op dag 34 en 48 na het starten van het fiitratieproces waren er nog aal-
tjes in het effluent aanwezig. Op beide dagen bevatte het effluent van alle twaalf filters
samen respectievelijk 120 en 5 R. similis.
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Figuur 17 - Aandeel larven en volwassen R. similis in het effluent van de filters met
fijn en middelgrof zand {n =6}

* Controle op infectie en vermeerdering

De resultaten van de plantinoculaties, die zijn uitgevoerd met de aaltjes in het effluent
van de vierde tot en met de zesde dag, zijn opgenomen in Tabel 14. Ter vergelijking
bevat deze tabel ook de resultaten van de plantinoculaties, die zijn uitgevoerd met aal-
tjes uit de suspensie waarmee de filters zijn geinoculeerd (Controle). Uit Tabel 14 blijkt
dat de doorgelaten R. similis van alle filtertypen planten hebben aangetast en zich in een
tijdshestek van veertien weken uitstekend hebben vermeerderd. De passage door de
zandfilters heeft nauwelijks invloed gehad op de populatie-ontwikkling.

Ook met de aaltjes uit het effluent van de dagen 10-12, 19-21 en 34 zijn planten gei-
noculeerd. Ook deze aaltijes kwamen tot aantasting en vermeerderden zich. In het efflu-
ent van de twaalf zandfilters waren op dag 34 in totaal 120 R. similis aanwezig. Hier-
mee is één plant geinoculeerd. Veertien weken later bevatten de wortels van deze plant
3313 R. similis. Dit resulteerde in een reproductiefactor {Rf} van 28x. Dus zelfs na een
verblijfsduur van 34 dagen in de filters waren de aaltjes in het effluent nog tot infectie
en vermeerdering in staat.

Tabel 74 - Resultaten van de plantinoculaties met 8. similis
aanwezig in het effluent van dag 4-6 (n=2)

Fitter! Pi P; Rf ¢

nf 290 8.869 3N " n= nieuw; o = oud; oc = oud, gechloreerd;

nm 5356 10.380 19 f = fijn zand; m = middelgrof zand.

of 253 9.622 38 2 P = gemiddeld aantal geinaculeerde R. simifis
65 4.010 62 par plant.

om . 3 pif = gemiddeld aantal R. similis per plant

ocf 510 12.890 25 veertien weken na inoculatie.

ocm 622 12.333 20 4 Rf = reproductiefactor {Py/Pi).

Controle 51 18.968 34
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7.3 CONCLUSIES

Uit het onderzoek naar drainwaterontsmetting van het wortelnecrose-aaltje Radophoius
similis met behulp van langzame zandfiltratie bij een doorstroomsnelheid van 100 liter
per m? filteropperviak per uur kunnen de volgende conclusies worden getrokken.

R. similis kon niet door de zandfilters uit het drainwater worden verwijderd of onschade-

lijk worden gemaakt.

+ De fijnste zandfractie van 0,15-0,35 mm verwijderde over een periode van 21 dagen
90,7% van de aaltjes uit het drainwater. Zelfs 48 dagen na het aanbrengen van de
aaltjes in de filters, kwamen er nog aaltjes uit de filters.

¢ De doorgelaten aaltjes waren in staat tot infectie en vermeerdering.
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8. OVERZICHT ONTSMETTINGSMETHODIEKEN

In Tabel 15 zijn alle waterontsmettingsmethodieken tegen het wortelnecrose-aaltje
Radopholus similis op een rijtje gezet. Hiermee is een overzicht gegeven van de voor-
waarden waaraan moet worden voldoen om de larven en de volwassen exemplaren van
R. similis uit te schakelen. Om een vergelijking te kunnen maken met het ontsmetten
tegen schimmels zijn ook daarvoor de voorwaarden opgenomen. Deze voorwaarden zijn
gebaseerd op de resultaten van het onderzoek, dat is uitgevoerd door W.Th. Runia,
werkzaam op PBG-locatie Naaldwijk. :

Tabel 15 - Overzicht van de antsmettingsmethodieken en -voorwaarden waaraan moet worden
voldaan om het wortellesie-aaltje Radopholus similis in water uit te schakelen

Onderzoek- A SCHIMMELS
methodiek .iﬁs?;é voorwaarden advies
Verhitting + %, 95°C - 30 sec. of +
{warmwaterbak) “+ 7 856°C — 3 minuten +
UV-straling E

{lage- en hogedruk UV)
Ozonisatie

{Ozomatic 20)

H20:2 + activators

100 mJ/fecm? +

0 g ozon/m?® per uur +
onduidelijk door variatie
. in organische stofgehalte

Langzame zandfiltratie

{zandfractie: 0,15-0,35
mm; 100 liter water/m?
zandopperviak per uur)

alleen tegen Pythium +
en Phytophthora

' + = aanbevolen methodiek; + = selectieve methodiek; — = methodiek niet aanbevolan.
2 Qude en nieuwe formulering.

In Tabel 15 is aangegeven dat voor het ontsmetten van water tegen R. similis alleen
verhitting en UV-straling worden aanbevolen. Beide methodieken ziin bovendien effec-
tiever tegen aaltjes dan tegen schimmels. Worden de ontsmettingsvoorwaarden voor
schimmels aangehouden, dan is het wortelnecrose-aaltje R. similis allang uitgeschakeld.
Dit geldt dan ook voor andere soorten wortelaaltjes. Verhitting wordt ook nog op com-
merciéle schaal getest tegen A. similis en schimmels. Het gaat hier dus nog om voorlo-
pige adviezen.

De overige drie methodieken, die niet voor ontsmetting tegen aaltjes worden aanbevo-
len, zijn daarentegen juist effectiever tegen schimmels. Ozonisatie en waterstofperoxide
kunnen wel tegen aaltjes worden gebruikt, maar de in Tabel 15 vermelde ontsmettings-
voorwaarden gelden voor gunstige omstandigheden. Het betreft hier dus minimale
voorwaarden waaraan moet worden voldaan om 100% effectief te zijn. Deze voor-
waarden zijn echter al dermate hoog (> 20 g ozon/m?® per uur; > 200 dpm waterstofper-
oxide gedurende 24 uur) dat cntsmetting door middel van ozon en waterstofperoxide
minder rendabel is dan verhitting en UV-straling. Zijn bovendien de omstandigheden
minder gunstig, doordat er meer oxideerbare stoffen in het water zitten, dan moet er
langer worden ontsmet. Omdat de samenstelling van het water, wat betreft de hoeveel-
heid en de aard van de oxideerbare stoffen, in de tijd sterk kan variéren, kan nooit met
zekerheid worden aangegeven hoelang er met ozon en waterstofperoxide moet worden
ontsmet om 100% effectief te zijn. Dit maakt dat deze ontsmettingsmethodieken altijd
een bepaalde onzekerheid met zich meebrengen. Vandaar dat czon en waterstofperoxi-
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de niet tegen aaltjes worden aanbevolen. Om dezelfde reden wordt waterstofperoxide
ook niet meer tegen schimmels geadviseerd. Tegen aaltjes maken bovendien de te ho-
ge, fytotoxische doseringen van waterstofperoxide het onmogelijk om dit middel te ad-
viseren.

Langzame zandfiltratie met een zandfractie van 0,15 tot 0,8 mm en een doorstroom-
snelheid van 100 liter drainwater/m? zandoppervlakte per uur wordt voor ontsmetting
tegen aaltjes ten sterkste afgeraden, omdat deze filtratiemethode aaltjes doorlaat. Te-
gen schimmels is langzame zandfiltratie alleen effectief voor Pythium en Phytophthora.
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