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SAMENVATTING 

Vanaf 1992 tot medio 1997 is in vitro- en in v/Vo-onderzoek gedaan aan een nog niet op 
naam gestelde Phytophthora sp. van roos. Problemen zijn alleen nog maar geconstateerd 
bij rozen, geteeld in kunstmatige substraten, hoewel ook in grond aantasting mogelijk is. 
In vitro groeit het mycelium van Phytophthora sp. het best op een 2 0 % tomatengroenten-
sapbodem (V8). Een radiale groei van 20,9 mm na zeven dagen in het donker bij 26 °C. Ten 
opzichte van V8 werd op een bodem met havermoutagar, maismeelagar, aardappeldextro-
seagar en agar een myceliumgroei verkregen van respectievelijk 5 9 % , 1 %, 0 ,9% en 0,1 %. 
De opimale temperatuur voor myceliumgroei ligt tussen 25 en 27°C. Bij 9 en 35°C vindt 
geen groei plaats. De optimale temperatuur voor de vorming van sporangiën ligt bij 22 °C. 
In het pH-traject van 4,5 tot 7,5 vindt een prima sporangiënproductie plaats met een opti­
mum bij een pH van 4 ,5 . Voedingsoplossing met 1000 zoösporen/ml, bewaard bij 20 °C, 
blijft tenminste vier dagen infectieus. Het infectievermogen neemt af naarmate de besmette 
voedingsoplossing langer wordt bewaard. Na vier dagen is het infectievermogen met 8 9 % 
teruggelopen. 

Warmwaterbehandelingen zijn schadelijk voor wortelenten indien onderstammen in rust 
worden blootgesteld aan temperaturen van 45°C en hoger. Bij deze temperatuur vindt zon­
der schade geen afdoding van Phytophthora sp. plaats. Ook koudebehandelingen (-19 °C; 
6 dagen) doden de schimmel in de wortels niet. De werkzame stoffen furalaxyl, dimetho-
morf, etridiazool, propamocarb en fosethyl-aluminium hebben voor de myceliumgroei in vi­
tro een EC50 van respectievelijk < 0 , 0 1 dpm, 0,43 dpm, 0,56 dpm, > 1 0 0 dpm en »100 
dpm. De EC50 voor de in vitro- product ie van sporangiën is bij dimethomorf, furalaxyl, etri­
diazool, fosethyl-aluminium en propamocarb respectievelijk 0 ,06 dpm, 0,06 dpm, 0,08 
dpm, 1,95 dpm en > 100 dpm. 

Voor het planten (plantfase) zijn kunstmatig aangetaste rozenstekken, cultivar Lambada, 
éénmalig behandeld met fungiciden: 250 tot 350 ml oplossing per stek, uitgegoten over 
het steenwolblok. Afhankelijk van de concentratie is de curatieve effectiviteit van dime­
thomorf (Paraat 50 WP) goed tot zeer goed, van fosethyl-aluminium (Aliette 80 WP) redelijk 
tot goed en van etridiazool (AAterra 70 EC), furalaxyl (Fongarid 50 WP) en propamocarb 
(Previcur N 72 vlb.) slecht. Etridiazool (0,05%) en furalaxyl (0,1%) lijken enigszins fyto-
toxisch. Geen van de éénmalig toegediende fungiciden heeft uitbreiding van de aantasting 
tot onderin de steenwolmatten voorkomen. Aangieten van steenwolblokken in de plantfase 
werkt aanzienlijk beter dan het dompelen van de steenwolblokken. 

Worden aangetaste stekken na het planten (teeltfase) vijf keer wekelijks behandeld door 
de steenwolblokken aan te gieten met 100 tot 200 ml fungicide-oplossing, dan werken di­
methomorf en fosethyl-aluminium goed, furalaxyl en metalaxyl matig en etridiazool slecht. 
Twee kg Paraat 50 WP/ha (dimethomorf) en 4 kg Aliette 80 WP/ha (fosethyl-aluminium) 
zijn voldoende en leverden een even goede bestrijding op. In de volgende bestrijdingsproe-
ven zijn de fungiciden dimethomorf en fosethyl-aluminium via het drupelgat toegediend. 
Wordt uitgegaan van een bepaalde dosering, dan is de hoeveelheid oplossing/plant (25, 50 
en 100 ml) niet van invloed op het bestrijdingseffect. Hoe vaker de fungiciden wekelijks 
worden toegediend, hoe meer bloemen er worden geproduceerd. Ten opzichte van 'Onbe­
smet' leverden de toedieningsfrequenties van 2x, 4x en 8x bij dimethomorf respectievelijk 
6 7 % , 7 0 % en 8 1 % bloemen op en bij fosethyl-aluminium respectievelijk 5 2 % , 5 9 % en 
7 2 % . Langere intervallen ( 1 , 2 en 4 weken) tussen de toedieningen leidden wel tot lagere 



bloemproducties, maar deze waren niet significant verschillend. Ten opzichte van 'Onbe­
smet' leverden deze intervallen bij dimethomorf respectievelijk 80%, 79% en 76% bloemen 
op en bij fosethyl-aluminium respectievelijk 75%, 74% en 67%. Dimethomorf is effectiever 
dan fosethyl-aluminium. 

Is het plantmateriaal aangetast door Phytophthora sp., dan wordt aangeraden al voor het 
planten een behandeling uit te voeren met 0,05% Paraat 50 WP (dimethomorf). Giet de 
planten in de trays aan met 200 ml oplossing/steenwolblok. In de teeltfase moet de bestrij­
ding worden voortgezet met 50 ml oplossing per plant, toegediend via het druppelgat. Ge­
bruik daarvoor dimethomorf in een dosering van 2 tot 4 kg Paraat 50 WP/ha of fosethyl-
aluminium in een dosering van 4 tot 6 kg Aliette 80 WP of WG/ha. Voer drie tot vier keer 
een bestrijding uit met een interval van één tot twee weken. Gebruik de eerste keer de 
hoogste dosering en pas een middel niet meer dan twee keer achter elkaar toe om resisten­
tie te voorkomen. 

Ondergronds uitte de aantasting van de wortels zich na drie tot vijf dagen in verbruining 
van de wortels. Bovengronds leidde dit na een paar weken tot chlorose van de onderste 
bladeren, wat werd gevolgd door necrose en bladval. Verder groeide het griffelhout minder 
goed uit, werden er minder grondscheuten en bloemtakken gevormd die tevens dunner en 
korter waren en kleinere bladeren hadden. Soms ging een plant slap en slechts in een en­
kele geval leidde de aantasting tot afsterving. Naarmate de planten in een jonger stadium 
werden aangetast, waren de bovengrondse symptomen ernstiger. Gedurende de eerste 
twee tot drie maanden waren de symptomen het ergst. Na de vierde maand werden de 
bovengrondse symptomen minder en waren na een half jaar geheel verdwenen. Hoewel 
herstel mogelijk is doordat uitsluitend de wortels worden aangetast, wordt een achterstand 
in productie niet meer ingehaald. Wordt geen bestrijding uitgevoerd, dan moet ten opzichte 
van de bloemproductie van niet-aangetaste rozen op een groeiachterstand worden gerekend 
van drie tot vier maanden. Bij een tijdig ingezette effectieve bestrijding blijft de achterstand 
beperkt tot ongeveer één maand. 

Rectificatie 
Fongarid 50 WP moet zijn 
Fongarid 25 WP 



INLEIDING 

1.1 PROBLEEMSTELLING 

Sinds het plantseizoen 1989-1990 komen bij rozen, geteeld in kunstmatige substraten, aan­
tastingen voor die worden veroorzaakt door een nieuwe, nog te benoemen Phytophthora-soort 
(Van Kesteren en De Gruyter, 1990). Aanvankelijk werd gedacht dat het ging om een reeds 
bekende soort, namelijk Phytophthora citricola (Egberink, 1990 en Keizer en Smolenaars, 
1990). Deze gedachte kwam op, omdat de afmetingen van de sporangiën en de zoösporen 
van de nieuwe Phytophthora sp. wezen in de richting van P. citricola (Van Kesteren, pers. 
meded., 1990). Dit idee werd echter weer verlaten nadat bleek dat de groeisnelheid van de 
nieuwe Phytophthora sp. op een kunstmatige voedingsbodem een stuk lager is dan die van 
P. citricola. Bovendien is door middel van serologische toetsingen in de Verenigde Staten van 
Amerika aangetoond dat het een onbekende soort Phytophthora betreft (Noordeloos et al., 
1990). In het vervolg van dit rapport wordt deze schimmel dan ook aangeduid met Phytopht­
hora sp. Hoewel dit pathogeen nog nooit bij rozen in de vollegrond is aangetroffen, is na het 
aanbrengen van een kunstmatige besmetting gebleken dat rozen in de vollegrond wel kunnen 
worden aangetast. Uit een enquête, gehouden in het najaar van 1990, bleek dat zetlingen en 
wortelenten als de belangrijkste infectiebronnen van Phytophthora sp. hebben gefungeerd 
(Amsing en Kerssies, 1991). Het betrof vooral plantmateriaal waarvan de wortels ooit buiten 
in de vollegrond hadden gestaan. Niet alleen in steenwol komen aantastingen voor, ook bij de 
teelt in kleikorrels en cocos en in wortelberegeningssystemen is wortelrot door Phytophthora 
sp. waargenomen. In het algemeen geldt dat hoe natter het substraat is, hoe groter de pro­
blemen zijn. In aangetaste wortels kunnen behalve schimmeldraden (mycelium) ook Oosporen 
van de ziekteverwekker microscopisch worden waargenomen (Van Kesteren en De Gruyter, 
1990). Deze sporen worden gevormd bij het geslachtelijk voortplantingsproces en zijn dik-
wandig, waardoor ze goed bestand zijn tegen ongunstige omstandigheden, zoals uitdroging. 
Naast de geslachtelijke voortplanting via Oosporen, is er een ongeslachtelijke voortplanting via 
zoösporen. Zoösporen zijn de belangrijkste infectie-eenheden. Ze worden gevormd in sporan­
giën, kunnen zich in water voortbewegen, ontkiemen en wortels infecteren. 

Omdat alleen de wortels worden aangetast, lijkt herstel mogelijk te zijn. De problemen open­
baren zich vaak al in de beginfase van de teelt en uiten zich in een sterke vermindering van 
de groei (Amsing en Kerssies, 1991 en Amsing, 1995). Door tijdig te bestrijden kan de schade 
mogelijk worden beperkt. Over de effectiviteit van de fungiciden, die voor de bestrijding van 
Phytophthora sp. bij roos in aanmerking komen, was geen of onvoldoende informatie beschik­
baar. Een veelbelovend experimentele werkzame stof is dimethomorf. Hiermee zijn goede 
resultaten bereikt bij de bestrijding van Phytophthora spp. bij potplanten in grond (Kerssies et 
al, 1993) en bij de trek van witlof op water (Jansen en Van Kruistum, 1994). Maar over de 
effectiviteit van dimethomorf bij roos ontbraken gegevens. Naast onderzoek naar de chemi­
sche bestrijding zijn ook de effecten onderzocht van de fysische bestrijding door onderstam­
men bloot te stellen aan temperatuurbehandelingen om ziektevrij plantmateriaal te verkrijgen. 
Omdat het een geheel nieuwe Phytophthora-soort betrof, was er over deze schimmel slechts 
weinig bekend. Om meer te weten te komen over Phytophthora sp., is onderzoek gedaan naar 
de optimale temperatuur voor myceliumgroei en de vorming van sporangiën. Ook is onder­
zocht op welke kunstmatige voedingsbodem de myceliumgroei het beste verloopt, in welke 
mate de vorming van sporangiën wordt beïnvloed door de pH en hoelang besmette voedings­
oplossing infectieus blijft. Het onderzoek is uitgevoerd vanaf 1992 tot medio 1997. 



1.2 DOELSTELLING 

Met betrekking tot Phytophthora sp. moest het onderzoek informatie opleveren over de 
volgende aspecten. 
1. Optimale voedingsbodem voor myceliumgroei 
2. Relatie tussen temperatuur en myceliumgroei en sporangiënvorming 
3. Relatie tussen pH en sporangiënvorming 
4. Overlevingsduur van zoösporen 
5. Fysische bestrijding 
6. Chemische bestrijding in vitro en in vivo 
7. Herplanten op oude besmette matten 
8. Symptomen en ziekteverloop 

8 



IN 1777?0-KENMERKEN VAN PHYTOPHTHORA SP. 

In dit hoofdstuk wordt het onderzoek besproken dat is uitgevoerd om inzicht te krijgen in 
enkele in w'fro-kenmerken van Phytophthora sp., dat wi l zeggen op kunstmatige voedings­
bodems. Achtereenvolgens zullen de volgende aspecten de revue passeren. 

- Voedingsbodem en myceliumgroei 
- Temperatuur en myceliumgroei 
- Temperatuur en sporangiënproductie 
- pH en sporangiënproductie 

Het in vitro-onderzoek is uitgevoerd met het Phytophthora sp.-isolaat PD90/444. Dit is het 
enige isolaat, dat de Plantenziektenkundige Dienst heeft kunnen isoleren. Meer dan honderd 
andere isolaties, waarvan een gedeelte op het PBG is uitgevoerd, zijn niet succesvol ge­
weest. In 1998 is het evenwel gelukt een tweede isolaat te isoleren (Van Kesteren, pers. 
meded., 1998). 

2.1 VOEDINGSBODEM EN MYCELIUMGROEI 

Voor het isoleren van schimmels uit plantenweefsel is het van belang dat daarbij gebruik 
wordt gemaakt van een kunstmatige voedingsbodem waarop de schimmel zo snel mogelijk 
groeit. Een snelle groei van het mycelium verhoogt namelijk de kans op een succesvolle 
isolatie, doordat de schimmel dan minder snel door andere micro-organismen wordt over­
groeid. Ook voor het uitvoeren van allerlei in vitro-proeven is een voedingsbodem nodig 
waarop de schimmel zich optimaal kan ontwikkelen. Omdat informatie hierover ontbrak is 
onderzocht op welk soort bodem het Phytophthora sp.-isolaat PD90/444 het beste groeit. 
Vervolgens is aan de beste bodem enigszins gesleuteld om een nog betere groei van het 
mycelium te verkrijgen. Ook is oriënterend onderzoek gedaan naar het effect op de myce­
liumgroei na toevoeging van bactericiden en fungiciden aan de voedingsbodem. Dergelijke 
toevoegingen maken de bodem selectief, waardoor het isoleren een grotere kans van slagen 
heeft (Jeffers and Martin, 1986). Vanwege het oriënterende karakter is het onderzoek be­
treffende de toevoegingen opgenomen in Bijlage 1. 

2.1.1 Materiaal en methoden 

Soort voedingsbodem 
De volgende vijf kunstmatige voedingsbodems zijn getest op de snelheid waarmee het my­
celium van Phytophthora sp. groeit: agar (A: 16 g/l), aardappel dextrose agar (PDA: 40 g/l), 
havermout agar (OA: 72,5 g/l), maismeel agar (CMA: 17 g/l) en tomatengroentensap agar 
(V8). De eerste vier genoemde soorten agar zijn kant en klaar te koop. Volgens de stan­
daardrecepten zijn hiermee de bodems bereid waarbij gedemineraliseerd water (demi-water) 
is gebruikt. V8 is niet te koop en is een internationale benaming voor kunstmatige voe­
dingsbodems op basis van tomatengroentensap. Deze agar is als volgt bereid. Tomaten­
groentensap van het merk 'Tomatientje' of 'Krings', bestaande uit tomatensap en sap van 
tien soorten groenten en kruiden, is na toevoeging van 10 g CaC03 per liter gedurende 30 
minuten geroerd. Vervolgens is dit mengsel gedurende vijf minuten gecentrifugeerd bij een 
toerental van 13.000 t /min. Het centrifugaat is verdund met demi-water in een verhouding 
van 1 : 4 (20% V8). Na toevoeging van 16 g agar/l is dit medium net als de vier andere 



mediums gedurende 15 minuten geautoclaveerd bij 121°C. Na afkoeling tot ongeveer 70°C 
zijn hiermee 9 cm-diameter Petrischalen begoten. De volgende dag is het centrum van elke 
schaal beent met een 5 mm-diameter myceliumponsje afkomstig uit de rand van een tien 
dagen oude reincultuur van Phytophthora sp. Na zeven dagen bij 26°C in het donker is de 
radiale myceliumgroei opgemeten. De proef is één keer uitgevoerd met zes schalen per 
medium. 

Concentratie V8 
Van de geteste voedingsbodems bleek Phytophthora sp. het beste te groeien op de V8-
bodem. Maar omdat na één week de radiale uitgroei op de 20% V8-voedingsbodem nog 
maar ruim 20 mm was, is nagegaan in hoeverre de concentratie van V8 van invloed is op 
de myceliumgroei. In de voedingsbodems, die gemaakt zijn van gecentrifugeerd tomaten-
groentensap, demi-water en 16 g agar/l zijn de volgende concentraties V8 gebruikt: 4, 10, 
20 en 50 en 100%. Na de gebruikelijke procedure voor het bereiden van voedingsbodems, 
zijn de bodems in het midden beent met een myceliumponsje van Phytophthora sp. en in 
het donker weggezet bij 26 °C. Zeven dagen later is de radiale myceliumgroei opgemeten. 
De proef is twee keer uitgevoerd met zes schalen per behandeling. 

V8 + agar en PDA 
Om een nog beter groeiende voedingsbodem te verkrijgen, is nagegaan wat de invloed is 
van de hoeveelheden agar en PDA in de bodems. Aan 20% gecentrifugeerd tomatengroen-
tensap, opgelost in demi-water, zijn agar en PDA in de volgende verhoudingen toegevoegd: 
100% agar (16g/l) : 0% PDA (0 g/l), 75% agar (12 g/l) : 25% PDA (10 g/l), 50% agar (8 
g/l) : 50% PDA (20 g/l), 25% agar (4 g/l) : 75% PDA (30 g/l) en 0% agar (0 g/l) : 100% 
PDA (40 g/l). Verder is dezelfde procedure gevolgd als hierboven is beschreven. De proef is 
twee keer uitgevoerd met zes schalen per behandeling. 

2.1.2 Resultaten en discussie 

Soort voedingsbodem 
In Tabel 1 staan de radiale afmetingen van het mycelium op de diverse voedingsbodems na 
zeven dagen in het donker bij 26°C. Hieruit blijkt dat de V8-bodem veruit de beste bodem 
is. Niettemin is een radiale groei van 20,9 mm na zeven dagen maar matig. Veel andere 
Phytophthora-soorten leveren na dezelfde tijd een volgroeide 9 cm-diameter schaal op. Ten 
opzichte van de groei op de V8-bodem werd op de OA-bodem een groei bereikt van 59%, 
terwijl op de overige bodems de groei minimaal was. In tegenstelling tot op V8 groeide het 
mycelium op OA erg iel uit. Van de geteste bodems is V8 de beste, hiermee is dan ook het 
onderzoek vervolgd. 

Concentratie V8 
Om een beter groeiende V8-bodem te krijgen is nagegaan bij welke concentratie aan gecen­
trifugeerd tomatengroentensap in de bodem het mycelium van Phytophthora sp. het beste 
groeit. De resultaten van dit onderzoek staan in Tabel 2. Hieruit blijkt dat een concentratie 
van 20 en 50% V8 de beste groei oplevert. 

V8 + agar en PDA 
Hoewel de snelste groei wordt verkregen op een 20% V8-bodem is een radiale groei van 
21,4 mm na zeven dagen niet erg snel. Ten behoeve van het kweken en isoleren is een 
betere bodem gewenst. Vandaar dat nog is onderzocht of de 20% V8-bodem verder is te 
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optimaliseren door verschillende hoeveelheden agar (A) en PDA toe te voegen. Hoewel de 
myceliumgroei op OA veel beter was dan op A en PDA (Tabel 1), is geen OA gebruikt om­
dat deze agar een ondoorzichtige bodem oplevert. In Tabel 3 staan de resultaten van de 
radiale myceliumgroei na zeven dagen in het donker bij 26°C. Hieruit blijkt dat de combina­
tie van 7 5 % A + 2 5 % PDA de beste groei opleverde. Het verschil met de andere bodems is 
weliswaar niet erg groot, maar de dichtheid van het mycelium en de hoeveelheid luchtmy-
celium is op de bodem met 7 5 % A + 2 5 % PDA het best. 
Samenvattend kan worden gesteld dat een V8-voedingsbodem bestaande uit 2 0 % gecen­
trifugeerd tomatengroentensap plus 7 5 % agar (12 g/ l )+ 2 5 % PDA (10 g/l) de beste myce­
liumgroei van Phytophthora sp. oplevert. In het vervolg van dit rapport wordt deze bodem 
bedoeld als er gesproken wordt over een V8-bodem, tenzij anders vermeld. 

Tabel 1 - Relatie tussen de soort voedingsbodem en de myceliumgroei van Phytophthora sp. 
na zeven dagen in het donker bij 26°C (n = 1) 

ABSOLUTE EN RELATIEVE RADIALE MYCELIUMGROEI (mm) 

V811 OA CMA PDA A 

20,9 (100%) 12,3 (59%) 1,0 (5%) 0,9 (4%) 0,1 (0,5%) 

" V 8 : 20% tomatengroentensap + 16 g agar/l; OA: 72,5 g havermout agar/l; CMA: 17 g maismeel agar/l 
PDA: 40 g aardappel dextrose agar/l; A: 16 g agar/l 

Tabel 2 - Relatie tussen de concentratie V8 in de voedingsbodem en de myceliumgroei van 
Phytophthora sp. na zeven dagen in het donker bij 26°C (n = 2) 

ABSOLUTE EN RELATIEVE RADIALE MYCELIUMGROEI (mm) 

4% 10% 20% 50% 100% 

5,5 (26%) 17,5 (82%) 21,4 (100%) 21,2 (99%) 13,2 (62%) 
std: 0,6'' std: 1,1 std: 0,4 s td:1,0 std: 2,5 

11 std: standaardafwijking 

Tabel 3 - Relatie tussen de hoeveelheden agar (A) en/of PDA in de 20% V8-voedingsbodem en 
de myceliumgroei van Phytophthora sp. na zeven dagen in het donker bij 26°C (n = 2) 

ABSOLUTE EN RELATIEVE RADIALE MYCELIUMGROEI (mm) 

100% A 75% A + 50% A + 25% A + 
25% PDA 50% PDA 75% PDA 100% PDA 

20,9 (92%) 22,7 (100%) 21,4 (94%) 19,8 (87%) 18,6 (82%) 
std: 0,06 std: 0,27 std: 0,36 std: 0,27 std: 0,12 
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2.1.3 Conclusies 

Van de geteste voedingsbodems (agar, CMA, OA, PDA en V8) groeit het mycelium van 
het Phytophthora sp.-isolaat PD90/444 het beste op een bodem bestaande uit 2 0 % V8 
met 12 g agar/l en 10 g PDA/I. 

2.2 TEMPERATUUR EN MYCELIUMGROEI 

Elke schimmel heeft een optimale temperatuur voor de groei van het mycelium. Inzicht in 
deze temperatuur is gewenst om de schimmel onder zo gunstig mogelijke omstandigheden 
op te kunnen kweken. Ook ten behoeve van kasproeven is het wenselijk het temperatuur-
traject te kennen waarbinnen de schimmel zich goed ontwikkelt . 

2.2.1 Materiaal en methoden 

Het onderzoek naar het effect van de temperatuur op de myceliumgroei van het Phytoph­
thora sp.-isolaat PD90/444 is uitgevoerd op een 2 0 % V8-bodem met 16 g agar/l. De voe­
dingsbodems zijn op dezelfde wijze bereid als beschreven is in paragraaf 2 . 1 . 1 . Ook voor 
de wijze waarop de Petrischalen zijn beent, wordt verwezen naar deze paragraaf. De Petri­
schalen zijn zeven dagen in het donker weggezet bij een groot aantal verschillende tempe­
raturen, waarna de radiale myceliumgroei is opgemeten. De proef is twee keer uitgevoerd. 

2.2.2 Resultaten en discussie 

In Figuur 1 is de relatieve radiale myceliumgroei grafisch weergegeven. Uit deze grafiek 
blijkt dat de optimale temperatuur voor de groei van het mycelium ligt tussen 24 en 28°C. 
Bij 26°C werd het maximum bereikt van 19,7 mm (= 100%). Vanaf 9°C, waarbij het my­
celium geen groei vertoonde, nam de groeisnelheid tot aan 26°C geleidelijk toe. Daarna 

o 
o 
o> 
E 
3 

120 

100 

80 

2 60 
© 
o 
>» 

E 

© 

40 -

20 -

-B- Mycelium 

C3 Sporangiën 

_ i • a 

120 ^ 

100 .2 
O 

80 | 
Q. 
C 
:a> 
"5> 
c 
n 

60 

40 g 

20 

o 
o. 
u> 

"35 

9 12 16 18 20 22 24 26 28 30 35 
Temperatuur (Celcius) 

Figuur 1 - Relatieve effecten van de temperatuur op de myceliumgroei en de sporangiënvorming 
van het Phytophthora sp.-isolaat PD90/444. Myceliumgroei op V8 na zeven dagen in 
het donker (n = 2) en sporangiënvorming in niet-steriele voedingsoplossing na twee 
dagen in het donker (n = 4) 
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nam de groei zeer snel af. Bedroeg de radiale groei bij 28°C nog 8 6 % ten opzichte van het 
maximum, bij 30°C was de groei teruggelopen tot 1 %. Bij 35°C werd geen groei waarge­
nomen. Nadat de schalen gedurende zeven dagen aan een bepaalde temperatuur waren 
blootgesteld, zijn de schalen zonder uitgroei weggezet bij 26°C om na te gaan of het myce­
lium alsnog tot groei in staat was. Het resultaat daarvan was dat alleen de ponsjes in de 
schalen, die bij 35°C hebben gestaan, geen groei vertoonden. 

2.2.3 Conclusies 

De optimale temperatuur voor de in vitro-groë\ van het mycelium van het Phytophthora sp. 
isolaat PD90/444 ligt tussen 24 en 28°C met een optimum bij 26°C. 

2.3 TEMPERATUUR EN SPORANGIENPRODUCTIE 

Ontkiemende zoösporen kunnen wortels aantasten. Zoösporen worden gevormd in sporan-
giën, waarvan de productie temperatuur-afhankelijk is. Inzicht in deze temperatuur is ge­
wenst. Ten eerste om voor de inoculatieproeven een optimale productie van sporangiën en 
daarmee van zoösporen te krijgen. En ten tweede om voor de kasproeven vast te kunnen 
stellen bij welke temperaturen de vorming van sporangiën het grootst is en daarmee dus 
ook de kans op verspreiding en infectie van de ziekte door middel van zoösporen. 

2.3.1 Materiaal en methoden 

Het onderzoek naar het effect van de temperatuur op de vorming van sporangiën is uitge­
voerd met 5 mm-myceliumponsjes van het Phytophthora sp.-isolaat PD90/444. De ponsjes 
waren afkomstig uit de rand van zeven tot t ien dagen oude reinculturen op 2 0 % V8 + 16 g 
agar/l en zijn in 9 cm-petrischalen gelegd met een niet-steriele voedingsoplossing van roos 
(Bijlage 2). Voor dit soort water is gekozen, omdat uit eigen onderzoek met diverse soorten 
wel en niet gesteriliseerd water (voedingsoplossing, drinkwater, regenwater, gedistilleerd 
water en demi-water) is gebleken dat de sporangiënproductie het beste plaatsvindt in een 
niet-steriele voedingsoplossing. Bij elke temperatuur 
is in het donker één petrischaal geplaatst met vijf 
ponsjes. Twee dagen later is onder de microscoop bij 
een vergroting van 50x het aantal sporangiën geteld 
in een beeldvlak met een doorsnede van 4 mm (Fi­
guur 2). Daarbij lag het ponsje zodanig in het beeld­
vlak dat de rand van het ponsje zich in het hart van 
het beeldvlak bevond. Van elk ponsje zijn twee te­
genover elkaar liggende beeldvlakken beoordeeld op 
het aantal sporangiën. Voor elke temperatuur zijn dus 
in totaal t ien beeldvlakken geteld, verdeeld over vijf 
ponsjes. De proef is vier keer uitgevoerd. Figuur 2- Telling van sporangiën in 

een beeldvlak van 4 mm 

beeldvlak 
(4 mm) 

ponsje 
(5 mm) 
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2.3.2 Resultaten en discussie 

Figuur 1 laat zien in welke mate de productie van sporangiën in niet-steriele voedingsop­
lossing wordt beïnvloed door de temperatuur. Hieruit blijkt dat de optimale temperatuur 
voor de productie van sporangiën ligt bij 22°C (141 sporangiën per 4 mm-beeldvlak). Dit 
optimum ligt vier graden lager dan het optimum voor myceliumgroei. In het temperatuur-
traject van 18 tot 20°C, dat in de winterperiode gemakkelijk is te handhaven, is de sporan-
giënproductie gering. Maar vanaf het voorjaar worden in het wortelmilieu dagelijks al snel 
temperaturen bereikt van 22 tot 26°C. Bij deze temperaturen is de productie van sporan­
giën het grootst. Omdat in de sporangiën zoösporen ontstaan, waardoor wortels worden 
aangetast, is de kans op verspreiding van de ziekte vermoedelijk het grootst in het tempe-
ratuurtraject van 22 tot 26°C. 

2.3.3 Conclusies 

De optimale temperatuur voor de in w'fro-productie van sporangiën op het mycelium van het 
Phytophthora sp.-isolaat PD90/444 ligt bij 22°C. 

2.4 pH EN SPORANGIËNPRODUCTIE 

In vitro is onderzoek gedaan naar de invloed van de pH op de sporangiënproductie. Mogelijk 
kan door aanpassing van de pH de productie van sporangiën worden beperkt, waardoor de 
kans op aantasting door zoösporen, die uit de sporangiën ontstaan, geringer wordt. Infor­
matie over de pH-gevoeligheid is ook van belang om het kweken van sporangiën, en daar­
mee dus ook van zoösporen, te optimaliseren. 

2.4.1 Materiaal en methoden 

Het onderzoek naar het effect van de pH op de productie van sporangiën van het Phytoph­
thora sp.-isolaat PD90/444 is op dezelfde wijze uitgevoerd als beschreven onder 2.3.1. De 
niet-steriele voedingsoplossing van roos is met HN03 en K2C03 op de gewenste pH-waar-
den gebracht. Per pH-waarde zijn hiermee twee Petrischalen gevuld. In elke petrischaal zijn 
vijf myceliumponsjes gelegd. Na twee dagen in het donker te hebben gestaan bij 22°C, is 
het aantal sporangiën geteld. De proef is twee keer uitgevoerd. 

2.4.2 Resultaten en discussie 

Uit Figuur 3, waarin de relatie tussen de pH en de productie van sporangiën grafisch is 
weergegeven, blijkt dat de productie van sporangiën het beste verloopt bij een pH van 4,5. 
Bij deze pH waren 170 sporangiën per 4 mm-beeldvlak aanwezig. Ook in het voor de sub-
straatteelt gangbare pH-traject van 5,0 tot 6,0 vindt een uitstekende sporangiënproductie 
plaats. Het traject waarbinnen er volop sporangiën worden geproduceerd loopt evenwel 
van 4,5 tot 7,5. Voor de rozenteelt betekent dit dat een kleine afwijking van het gangbare 
pH-traject geen vermindering van de sporangiënproductie oplevert. 
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Figuur 3 - Relatieve invloed van de pH op de sporangiënproductie (n = 2) 

2.4.3 Conclusies 

In het pH-traject van 4,5 tot 7,5 vindt een goede tot uitstekende sporangiënproductie 
plaats met een optimum bij een pH van 4 ,5. 
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OVERLEVINGSDUUR VAN ZOOSPOREN 

In voedingsoplossing die afkomstig is van rozen die door Phytophthora sp. zijn aangetast, 
bevinden zich zoösporen. Deze sporen ontkiemen en kunnen wortels aantasten. Om te on­
derzoeken hoelang zoösporen infectieus blijven of overleven, is onderstaande oriënterende 
proef uitgevoerd. De resultaten van dit onderzoek kunnen mogelijk ook worden gebruikt 
voor het ontwikkelen van een biotoets om Phytophthora sp. in water aan te tonen. 

3.1 MATERIAAL EN METHODEN 

De proef is uitgevoerd in bakken met een inhoud van 22 liter. In de deksels bevonden zich 
elf gaten (0 7,8 cm) waarin steenwolblokjes (7,5x7,5cm) met bewortelde rozenstekken 
cultivar Kiss zijn gestoken. De bakken waren gevuld met voedingsoplossing voor roos met 
een EC van 1,7 mS/cm2 en een pH van 5,8. Voor de samenstelling van de voedingsoplos­
sing wordt verwezen naar Bijlage 2. Om de beworteling te bespoedigen, is de voedings­
oplossing dagelijks 14 uur belucht. Daarvoor werd kaslucht met behulp van een luchtpomp 
door een beluchtingssteentje gepompt. De gemiddelde etmaaltemperatuur was 20°C. Vanaf 
7-7-1992, twee weken na het planten, is er op verschillende t i jdstippen geïnoculeerd. Per 
bak is 1 liter voedingsoplossing toegediend, afkomstig uit twee bakken met rozen waarvan 
de wortels waren aangetast door Phytophthora sp. Voordat de besmette voedingsoplossing 
is gebruikt, is deze ontdaan van wortelresten door de inhoud van beide bakken over een 
53 |nm-zeef in een verzamelbak te laten lopen. Direct daarna zijn vier bakken met rozen 
geïnoculeerd. De rest van de verzamelde voedingsoplossing is in het donker bewaard bij 
20°C. Op het moment dat de eerste inoculatie is uitgevoerd, waren er in de besmette voe­
dingsoplossing 1000 bewegende zoösporen per ml aanwezig. De volgende vijf inoculaties 
zijn uitgevoerd na bewaarperioden van 4 , 8, 24, 48 en 96 uur. Na het inoculeren van tel­
kens vier bakken met rozen, zijn de rozen dagelijks gecontroleerd op wortelsymptomen. Op 
7, 10 en 14 dagen na het inoculeren is bepaald hoeveel procent van het totaal aantal wor­
tels in een bak is aangetast door Phytophthora sp. Hieruit kan worden afgeleid in welke 
mate het infectievermogen is teruggelopen. 

3.2 RESULTATEN EN DISCUSSIE 

In Tabel 4 is aangegeven in welke mate het bewaren van de met zoöpsoren besmette voe­
dingsoplossing (inoculum) van invloed is geweest op het infectievermogen van de zoöspo­
ren. Het blijkt dat zelfs de langste bewaarduur van 96 uur to t aantasting heeft geleid. Bij 
deze bewaarduur waren vijf dagen na het inoculeren de eerste aangetaste wortels met het 
blote oog waarneembaar in de vorm van een bruinverkleuring. Bij de andere bewaarduren 
was dat na vier dagen het geval. De eerste aantastingen deden zich altijd ergens halver­
wege de ongeveer 8 cm lange wortels voor of meer in de richting van de wortelbasis, maar 
nooit in de nabijheid van de worteltop. Aanvankelijk betrof het aantastingen over een lengte 
van 1-2 cm, wat zichtbaar was in de vorm van een lichtbruine verkleuring van de wortel . 
Eén week na het inoculeren waren deze plekken uitgegroeid tot een lengte van 6-8 cm, 
terwij l de wortels na 14 dagen nagenoeg volledig waren aangetast (Foto 6). Ook de wortel-
toppen waren toen bruin. Gaandeweg veranderde de lichtbruine kleur in donkerbruin. Op 
het moment waarop de eerste aantasting zichtbaar was, waren onder de microscoop de 
eerste sporangiën al zichtbaar (Foto 1). Sporangiën hebben een gemiddelde grootte van 
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Tabel 4 - Invloed van de bewaarduur van het inoculum 
op het infectievermogen van zoösporen (n = 4) 

% AANGETASTE WORTELS 
.... DAGEN NA INOCULATIE 

Bewaarduur (uren) 7 10 14 dagen 

onbesmet 
besmet 0 

4 
8 

24 
48 
96 

0 
35 
24 
15 
12 
14 

4 

0 
84 
80 
76 
59 
60 
18 

0 
98 
98 
98 
98 
98 
98 

33x50 u,m (Van Kesteren en De Gruyter, 1990). Enkele dagen na het ontstaan van sporan-
giën worden er zoösporen gevormd die weer voor nieuwe aantastingen kunnen zorgen. De 
eerste Oosporen in de wortels verschenen ongeveer zeven dagen na het inoculeren en wa­
ren volgroeid zeven dagen nadat de eerste bruinverkleuring werd geconstateerd (Foto 2). 
Oosporen hebben een gemiddelde grootte van 29x32 u.m (Van Kesteren en De Gruyter, 
1990). Uit Tabel 4 blijkt dat naarmate de bewaarduur toeneemt, de aantasting gedurende 
de eerste tien dagen geringer is. Na zeven dagen leidde een bewaarduur van 0 uur tot 3 5 % 
aangetaste wortels en een bewaarduur van 96 uur tot 4 % . Relatief gezien is het infectie­
vermogen dus met 8 9 % afgenomen. Veel van de oorspronkelijk aanwezige zoösporen 
komen na het-bewaren dus niet meer tot aantasting. Dat er na veertien dagen geen ver­
schillen in aantasting meer werden waargenomen, komt doordat ook de nieuw gevormde 
zoösporen tot aantasting zijn overgegaan. In grond kunnen zoösporen dagen tot maanden 
infectieus blijven (Erwin and Ribeiro, 1996). Over de overlevingsduur van zoösporen in 
water of voedingsoplossing ontbreken goede gegevens, maar verwacht wordt dat deze 
korter is dan die in grond. Het feit dat het infectievermogen afnam naarmate het inoculum 
langer werd bewaard, betekent voor de praktijk dat een watermonster zo snel mogelijk na 
monstername aan een biotoets moet worden onderworpen. Dit is van groter belang naar­
mate het monster minder zoösporen bevat en het aantal zoösporen de grens van de gevoe­
ligheid van de biotoets nadert. 
Na deze oriënterende proef betreffende de overlevingsduur van zoösporen, is onderzoek 
nodig naar de relatie tussen de temperatuur, hoeveelheid zoösporen/ml en de bewaarduur. 
Daarbij is het van belang te weten hoeveel zoösporen er minimaal nodig zijn om aantasting 
te verkrijgen. Dit onderzoek is niet uitgevoerd. 

3.3 CONCLUSIES 

In een oriënterende proef is de invloed onderzocht van de bewaarduur van voedingsoplos­
sing, die besmet is met 1000 zoösporen/ml, op de overlevingsduur van de sporen. Dit on­
derzoek leverde de volgende conclusies op. 

1 . De met zoösporen besmette voedingsoplossing is tenminste vier dagen infectieus. 

2. Het infectievermogen van zoösporen neemt af naarmate de bewaarduur toeneemt. 
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FYSISCHE BESTRIJDING: TEMPERATUURBEHANDELINGEN 

Het komt voor dat plantmateriaal wordt afgeleverd waarvan de wortels zijn aangetast 
door Phytophthora sp. Uit een enquête bleek dat plantmateriaal waarvan de wortels ooit in 
de vollegrond hebben gestaan, als een belangrijke besmettingsbron kan fungeren (Amsing 
en Kerssies, 1991). Introductie van Phytophthora sp. kan mogelijk worden voorkomen door 
onderstammen, die in de vollegrond zijn opgekweekt, een temperatuurbehandeling te laten 
ondergaan. Het effect van warmwater- en koudebehandelingen is onderzocht met betrek­
king tot het elimineren van Phytophthora sp. uit wortels. Tevens is nagegaan in hoeverre 
warmwaterbehandelingen schadelijk zijn voor het te vervaardigen plantmateriaal. Het 
onderzoek had tot doel na te gaan of warmwater- en koudebehandelingen praktisch toe­
pasbaar zijn ter bestrijding van Phytophthora sp. in rozenwortels van onderstammen in rust. 

4.1 FYTOTOXICITEIT 

In de winter van 1992 is onderzoek gedaan naar de mate waarin onderstammen, die zich 
in rust bevinden, schade ondervinden van warmwaterbehandelingen. Dit onderzoek is uit­
gevoerd in samenwerking met de firma Stokman, Hornweg 80 te Aalsmeer. 

4.1.1 Materiaal en methoden 

Het onderzoek naar de schadelijkheid van warmwaterbehandelingen (WWB) is uitgevoerd 
met in rust verkerende éénjarige onderstammen Rosa canina 'Inermis' met een wortelhals-
diameter van 6-8 mm. Het betrof onbesmette onderstammen. Twee dagen voordat de 
WWB zijn uitgevoerd, zijn de onderstammen ter hoogte van de wortelhals ontdaan van het 
bovengrondse gedeelte en bewaard bij een temperatuur van 2°C. De helft van het aantal 
onderstammen verbleef tot één minuut voor de WWB in een klimaatcel van 2°C. De andere 
helft is één uur voor het behandelen blootgesteld aan een temperatuur van 25°C door on­
derdompeling in water van 25°C om de overgang naar de WWB-temperaturen minder groot 
te laten zijn. De kans op schade is daardoor mogelijk kleiner. De temperaturen van 2 en 25 
°C worden de voorbehandelingstemperaturen genoemd. In Tabel 5 is aangegeven welke 
WWB zijn uitgevoerd. De controle-planten hebben geen WWB ondergaan. Elke behandeling 
bestond uit 24 onderstammen in een grofmazig nylonzakje. De WWB zijn uitgevoerd in 30 
liter bakken waarvan het water (28 liter) werd verwarmd door middel van een dompelaar 
met thermostaatregeling. Tijdens de behandelingen vertoonden de watertemperaturen 
schommelingen van ±0,2°C. Na het verstrijken van de behandeltijden zijn de onderstam­
men gedurende één uur teruggekoeld in water van 20°C en vervolgens in een doos bewaard 
bij 9°C. De volgende dag zijn de behandelde onderstammen op het rozenvermeerderingsbe-
drijf van de firma Stokman gebruikt voor vervaardiging van wortelenten, cultivar Kiss. De 
enten zijn gestoken in steenwolblokjes (7,5x7,5 cm) en opgekweekt onder omstandigheden 
die op het vermeerderingsbedrijf gebruikelijk zijn. De proef is in tweevoud opgezet met 24 
wortelenten per herhaling. De ontwikkeling van de wortelenten is wekelijks gecontroleerd. 
Vier weken na het steken vond de eindbeoordeling plaats. Daarbij is de lengte van het grif­
felhout opgemeten en is nagegaan in welke mate de wortelenten waren beworteld. De re­
sultaten zijn statistisch verwerkt door middel van de variantie-analyse (ANOVA) en op sig­
nificantie beoordeeld met behulp van de t-toets (P<0,10). 
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4.1.2 Resultaten en discussie 

In de periode dat de wortelenten bij een relatieve luchtvochtigheid van 100% verbleven, 
waren er geen effecten van de WWB te zien. De effecten werden pas duidelijk toen de 
wortelenten bij een lagere luchtvochtigheid werden geplaatst. Dan gaat de vochtvoorzie-
ning vanuit de onderstam een rol spelen. De vochtvoorziening kan alleen optimaal verlopen 
als de onderstam en de ent goed met elkaar zijn vergroeid. De voorbehandelingstemperatu-
ren van 2 en 25°C, waaraan de onderstammen waren blootgesteld voordat met de WWB 
werd begonnen, waren niet significant verschillend van invloed op de ontwikkeling van de 
wortelenten. Vanwege dit feit zijn de resultaten van de WWB bij beide voorbehandelings-
temperaturen bij elkaar gevoegd. Dit betekent in feite dat de proef niet in tweevoud, maar 
in viervoud is uitgevoerd. 
In Tabel 5 staan de resultaten betreffende de lengte van het griffelhout en de beworteling 
in relatie to t de WWB. De beworteling geeft aan hoeveel wortelenten er waren beworteld. 
Figuur 4 toont de relatieve ontwikkeling van de wortelenten ten opzichte van de controle­
behandeling. Uit Tabel 5 en Figuur 4 blijkt dat een WWB-temperatuur van 40°C, ongeacht 
de behandeltijd, geen negeatieve invloed heeft gehad op de lengte van het griffelhout en de 
beworteling van de wortelenten. In de proef lag de kritische grens bij 45°C en 15 minuten. 
Deze behandeling had weliswaar geen negatief effect op de lengte, maar wel op de bewor­
teling. Langere behandeltijden bij 45°C werden steeds schadelijker. Bij een WWB-tempera­
tuur van 50°C kwamen de wortelenten niet meer tot ontwikkeling. 

Tabel 5 - Invloed van warmwaterbehande­
lingen (WWB) op de ontwikkeling 
van wortelenten cv. Kiss; onder­
stam Rosa canina Inermis (n = 4) 

WWB 
(°C / minuten) 

Lengte 
griffelhout 

(cm) 

Aantal 
bewortelde 
wortelenten 

Controle 9,4 ab n| 18,8 a 

4 0 / 30 
4 0 / 60 
4 0 / 90 
40 /120 

4 5 / 1 5 
45 / 30 
45 / 60 
45 / 90 

7,8 abc 
8,1 abc 
7,2 bed 

10,0 a 

7,4 bc 
5,2 de 
2,9 ef 
2,2 f 

18,6 a 
18,8a 
17,1 ab 
16,9 ab 

14,8 b 
14,3 b 

6,3 c 
3,6 cd 

5 0 / 1 5 
50 / 30 
5 0 / 60 

1,6 f 
1,6 f 
1,9 f 

0,3 de 
0,0 e 
0,0 e 
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Figuur 4 - Relatieve ontwikkeling van de lengte van het 
griffelhout ( ) en de beworteling ( ) 
van wortelenten ten opzichte van de controle 
na WWB van onderstammen (n=4) 

Worden de gemiddelden in een kolom gevolgd door gelijke 
letters, dan zijn ze significant verschillend (P<0,10). 
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4.1.3 Conclusies 

Op basis van de WWB-proef uitgevoerd bij verschillende temperaturen (40, 45 en 50°C) en 
behandeltijden (15, 30, 60, 90 en 120 minuten) met in rusttoestand verkerende onder­
stammen van R. canina 'Inermis', die daarna zijn gebruikt voor de vervaardiging van wortel-
enten, kunnen de volgende conclusies worden getrokken. 

40°C - 120 minuten: niet schadelijk 
45°C - 15 minuten: lichte schade 

30 minuten: matige schade 
60 en 90 minuten: ernstige schade 

50°C - >1 5 minuten: zeer schadelijk 

4.2 EFFECTIVITEIT 

In aansluiting op het onderzoek naar de schadelijkheid van warmwaterbehandelingen 
(WWB) is nagegaan in hoeverre WWB en koudebehandelingen (KB) in staat zijn Phytoph-
thora sp. te elimineren uit rozenwortels van onderstammen in rust. 

4.2.1 Materiaal en methoden 

Ten behoeve van het effectiviteitsonderzoek met in rust verkerende onderstammen zijn in 
april 1992 600 één jaar oude onderstammen R. canina Inermis opgepot in een lichte zavel-
grond in 10 liter-containers: vijf onderstammen per container. Vervolgens zijn de containers 
buiten in de vollegrond ingegraven en voorzien van een sproeipen. De onderstammen zijn 
drie keer geïnoculeerd, op 7 mei en 30 juli 1992 met wortelsuspensies van aangetaste ro­
zen en op 16 juni 1992 met een myceliumsuspensie. De suspensies zijn in ongeveer 12 cm 
diepe gaten in de potkluiten gegoten, waarna de gaten zijn gedicht en elke potkluit met on­
geveer 2 liter water is aangegoten. Vervolgens zijn de potkluiten gedurende twee weken 
goed vochtig gehouden omdat dergelijke omstandigheden bevorderlijk zijn voor de schim­
mel om tot aantasting te komen. Om te kunnen onderzoeken of de onderstammen door 
Phytophthora sp. zijn aangetast, zouden er van de verhoute wortels preparaten moeten 
worden gemaakt en onderzocht op de aanwezigheid van de voor deze Phytophthora sp. 
kenmerkende Oosporen. Het maken van goede preparaten van verhoute wortels is echter 
niet goed mogelijk, waardoor het vinden van Oosporen niet eenvoudig is en een aantasting 
dus gemakkelijk over het hoofd wordt gezien. Om dit euvel te voorkomen, zijn twee andere 
toetsmethoden gebruikt. 

A) Wortels in Petrischalen, gevuld met gedemineraliseerd water (demi-water) en geplaatst 
in het donker bij 22°C. Toetsing op sporangiën vond plaats na vijf tot zes dagen. 

B) Biotoets. Toediening van wortels aan 700 ml vazen met voedingsoplossing van roos 
met daarin een bewortelde rozenstek cultivar Kiss, weggezet in een kas bij 22°C. 
Toetsing op aanwezigheid van Oosporen bij de rozenstek gebeurde na 15 tot 18 dagen. 

Hoewel methode A sneller is, geeft alleen methode B zekerheid dat het om de geïnoculeer-
de Phytophthora sp. gaat. Methode A geeft door de vorming van sporangiën slechts aan 
dat de wortels zijn aangetast door een oömyceet, wat Phytophthora sp. is. Voor identifi-
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catie van deze schimmel zijn echter Oosporen vereist, waarvoor de biotoets nodig is. Op 
23 juli en 8 december 1992 zijn onderstammen uit vijf verschillende containers onderzocht 
op Phytophthora sp. Beide toetsmethoden gaven steeds aan dat de onderstammen waren 
aangetast. Hierna zijn de aangetaste, in rust verkerende onderstammen gebruikt in drie ef-
fectiviteitsproeven: twee warmwaterbehandelingsproeven (WWB-proeven) en een koudebe-
handelingsproef (KB-proef). 

WWB-proef 1 
Op 28-12-1992 is de eerste WWB-proef uitgevoerd. In Tabel 6 is aangegeven aan welke 
temperaturen en behandeltijden de onderstammen zijn blootgesteld. Na het verstrijken van 
de behandeltijden zijn de onderstammen uit de warmwaterbak gehaald en in leidingwater 
afgekoeld to t 20°C. Van alle onderstammen zijn enkele dunne worteltjes met een maximale 
diameter van 2 mm geknipt en volgens toetsmethode A gecontroleerd op het uitgroeien van 
sporangiën. De rest van de wortels is voor toetsmethode B gebruikt. Per behandeling zijn 
drie onderstammen getoetst. 

WWB-proef 2 
In deze proef, die is uitgevoerd op 26-1-1993, zijn bij een WWB-temperatuur van 42,5°C 
behandeltijden van 1 , 2, 4 en 8 uur onderzocht. Per behandeling zijn drie onderstammen 
gebruikt. Na het behandelen, wat op dezelfde wijze is gebeurd als in de eerste proef, zijn 
beide toetsmethoden gebruikt om na te gaan of Phytophthora sp. wel of niet is gedood. 

KB-proef 
De koudebehandeling is ingezet op 19-2-1993 door de aangetaste onderstammen geduren­
de 1, 3 en 6 dagen te bewaren in een diepvries bij een temperatuur van -19°C. Per behan­
deling zijn vier onderstammen onderzocht. Na het verstrijken van de behandeltijd zijn de 
wortels in water van 5 °C gedaan en weggezet bij 22°C om de wortels langzaam op tempe­
ratuur te laten komen. Ook de onbehandelde wortels hebben dezelfde opwarmprocedure 
ondergaan. Daarna zijn de wortels middels beide toetsmethoden onderzocht op Phytoph­
thora sp. 

4.2.2 Resultaten en discussie 

WWP-proef 1 
Uit Tabel 6 blijkt dat alleen de behandelingen bij 50°C tot doding van Phytophthora sp. 
hebben geleid bij de onderstammen in rust. Zelfs de kortste behandeltijd van 15 minuten 
was effectief. Bij 45°C was 60 minuten nog niet voldoende om de schimmel in de wortels 
te doden, terwij l deze behandeling al matig schadelijk is (par. 4 .1.2). Bij 40 en 42,5°C was 
een behandeltijd van twee uur niet effectief. 

Tabel 6 - Effecten van warmwaterbehandelingen ter bestrijding van Phytophthora sp. 
in onderstammen in rust van Rosa canina Inermis (n = 3) 

Temperatuur (°C) Behandeltijd (minuten) / Doding Phytophthora (ja/nee) 

40 0 / nee 1 5 / nee 30 / nee 60 / nee 120 / nee 
42,5 0 / nee 1 5 / nee 30 / nee 60 / nee 120 / nee 
45 0 / nee 1 5 / nee 30 / nee 60 / nee 
50 0 / nee 15 / j a 30 / ja 60 / ja 
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WWB-proef 2 
Omdat een behandeltijd van twee uur bij 40°C niet effectief is en deze behandeling boven­
dien niet schadelijk is (par. 4 .1.2), wat misschien ook geldt bij 42,5°C, is in deze proef on­
derzoek gedaan naar langere behandeltijden bij 42,5°C: 1 , 2, 4 en 8 uur. Het resultaat hier­
van was dat zelfs de behandeltijd van acht uur niet voldoende was om Phytophtora sp. in 
de verhoute wortels met een diameter van 2 mm te doden. In dikkere verhoute wortels 
hoeft dan ook helemaal niet op doding van Phytophthora sp. te worden gerekend zonder 
schadelijke neveneffecten voor het daaruit te vervaardigen plantmateriaal. WWB biedt dus 
voor rozen geen oplossing. Hetzelfde vond Benson (1978) voor de bestrijding van P. cinna-
momi bij in rust verkerende zaailingen van de spar Abies frasen'. Hierbij was een behandel­
ti jd van twee uur bij 45°C onvoldoende effectief en veroorzaakte bij 81 % van de behandel­
de zaailingen schade. In tegenstelling tot WWB bij roos en spar kunnen dergelijke behande­
lingen bij druivenstekken in rust wel een oplossing bieden ter bestrijding van P. cinnamomi 
(Von Broembsen and Marais, 1978). Een temperatuur van 50°C gedurende 15 minuten is 
afdoende en bovendien niet schadelijk. 

KB-proef 
Uit het onderzoek bij -19°C ter bestrijding van Phytophthora sp. in verhoute rozenwortels 
in rust met een diameter van maximaal 2 mm bleek dat ook de langste behandeltijd van zes 
dagen niet in staat was de schimmel te doden. Daarmee lijkt ook KB niet praktisch toepas­
baar te zijn. 

4.2.3 Conclusies 

Uit het onderzoek naar de effectiviteit van warmwater- en koudebehandelingen, die zijn uit­
gevoerd met rozenonderstammen in rust ter bestrijding van Phytophthora sp., kunnen de 
volgende conclusies worden getrokken. 

1 . Bij 42,5°C was de langst onderzochte behandeltijd van 8 uur niet effectief. Dat geldt 
ook voor de langste behandeltijd van 60 minuten bij 45 °C. Bij 50°C is 15 minuten wel 
lang genoeg om de schimmel in de wortels te doden. 

2. Een behandeling gedurende zes dagen bij -19°C was niet effectief. 

4.3 CONCLUSIE 

Op basis van het onderzoek naar de fytotoxiciteit en effectiviteit van warmwater- en kou­
debehandelingen kan worden geconcludeerd dat deze behandelingen bij onderstammen in 
rust geen praktische oplossing bieden voor het elimineren van Phytophthora sp. in de wor­
tels. 
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5. CHEMISCHE BESTRIJDING: IN VITRO 

Voordat het onderzoek naar de chemische bestrijding van Phytophthora sp. in vivo bij rozen 
is uitgevoerd, is onderzocht in welke mate deze schimmel in vitro op een kunstmatige voe­
dingsbodem, door fungiciden wordt beïnvloed. Tabel 7 laat een overzicht zien van alle fun-
giciden, die in het bestrijdingsonderzoek zijn gebruikt. Niet alle fungiciden zijn steeds in alle 
proeven opgenomen. Welke fungiciden zijn gebruikt, is bij de betreffende proef onder 'Ma­
teriaal en methoden' aangegeven. Het onderzoek naar de chemische bestrijding in vitro 
moest informatie opleveren over het effect van de fungiciden op de myceliumgroei en de 
sporangiënproductie. 

Tabel 7 - Overzicht fungiciden ter bestrijding van Phytophthora sp. 

Productnaam Werkzame stof (w.s.) % w.s. Formulering 

Aaterra 
Aliette 
Fongarid 
Paraat 
Previcur N 
Ridomil 

etridiazool 
fosethyl-aluminium 
furalaxyl 
dimethomorf 
propamocarb 
metalaxyl 

70 
80 
50 
50 
72 
24 

EC 
WP en WG 
WP 
WP 
vloeibaar 
EC 

5.1 MYCELIUMGROEI 

5.1.1 Materiaal en methoden 

Het in wfro-onderzoek naar het effect van de fungiciden op de myceliumgroei van het 
Phytophthora sp.-isolaat PD90/444 is uitgevoerd in 9 cm-diameter Petrischalen op een 
V8-voedingsbodem. Na het autoclaveren en afkoeling van het medium tot een temperatuur 
van 48 - 50°C zijn de fungiciden toegevoegd in concentraties van 0, 0 ,01; 0 ,1 ; 1, 10, 50 
en 100 dpm werkzame stof (w.s.). De gebruikte werkzame stoffen zijn dimethomorf, etridi­
azool, fosethyl-aluminium, furalaxyl en propamocarb. In Tabel 7 is aangegeven hoe deze 
stoffen zijn geformuleerd. Van Aliette is de 80 WP-formulering gebruikt. Onmiddellijk na 
toevoeging van de fungiciden zijn de bodems gegoten: zes Petrischalen per concentratie. 
Eén dag later zijn de Petrischalen in het centrum beent met een 5 mm-ponsje afkomstig uit 
de rand van tien dagen oude reincultures van Phytophthora sp. De schalen zijn in het don­
ker geplaatst bij 26°C, de optimale groeitemperatuur voor het mycelium. Zeven dagen later 
is de radiale myceliumgroei opgemeten. Op basis van de groei bij 'Onbehandeld' is de rela­
tieve groeiremming berekend. Na bepaling van de radiale myceliumgroei zijn de ponsjes van 
de behandelingen met 100% groeireductie overgezet op V8-voedingsbodems zonder fungi­
ciden en weer in het donker weggezet bij 26°C. Het doel hiervan was te onderzoeken of het 
mycelium door de fungiciden wordt gedood. De proef is één keer uitgevoerd. 

5.1.2 Resultaten en discussie 

In Tabel 8 staan de radiale metingen van het mycelium in relatie tot de hoeveelheden fungi­
ciden, die aan de V8-bodems zijn toegediend. De berekende procentuele reducties in de 
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myceliumgroei ten opzichte van 'Onbehandeld' zijn ook in deze tabel opgenomen en gra­
fisch weergeven in Figuur 5. Uit de resultaten blijkt dat bij 0,01 dpm werkzame stof alleen 
furalaxyl een groeireductie tot gevolg had. Bij deze concentratie was de groeireductie 58%. 
Dit betekent dat de EC50 van furalaxyl < 0,01 dpm werkzame stof is. Hoewel de gvoelig-
heid voor furalaxyl het grootst is, werd met dit fungicide ook bij de hoogste concentratie 
(100 dpm) geen 100% groeireductie verkregen. Dat was wel het geval met dimethomorf 
(1 dpm) en etridiazool (10 dpm). Bij de hoogste concentratie veroorzaakte propamocarb 
slechts een groeireductie van 2 8 % . Fosethyl-AI had geen effect op de myceliumgroei, wat 
voor dit middel een bekend verschijnsel is. 

Tabel 8 - Effect van fungiciden op de myceliumgroei van het Phytophthora sp.-isolaat 
PD90/444 na zeven dagen in het donker bij 26°C (n = 6) 

RADIALE MYCELIUMGROEI (mm) / % GROEIREDUCTIE 1l 

werkzame 
stof (dpm) 

0,01 
0,1 
1 
10 
50 
100 

dimethomorf 

20,9 / -1 % 
16 ,3 / 2 1 % 

0 / 100% 
0 / 1 0 0 % 
0 / 1 0 0 % 
0 / 1 0 0 % 

etridiazool 

19 ,7 / 4% 
18 ,0 / 13% 

2,6 / 87% 
0 / 1 0 0 % 
0 / 1 0 0 % 
0 / 1 0 0 % 

fosethyl-AI 

20,1 / 2% 
21,1 / -2% 
18,5 / 10% 
21,9 / -6% 
21,5 / -5% 
20,4 / 1 % 

furalaxyl 

8,6 / 58% 
5,1 / 7 5 % 
0,50/ 97,5% 
0,25/ 98,8% 
0,13/99,4% 
0,06/ 99,7% 

propamocarb 

21,5 / -5% 
21,1 / -2% 
20,7 / - 1 % 
18,9 / 8% 
15,8 / 2 3 % 
14,9 / 2 8 % 

EC50 (dpm) 0,43 0,56 > 100 < 0,01 > 100 

11 Radiale myceliumgroei van 'Onbehandeld' is 20,6 mm. 
% groeireductie = 100 x('Onbehandeld'-'Behandeld')/'Onbehandeld'. 
EC50 = concentratie waarbij de myceliumgroei met 50% is afgenomen. 

REDUCTIE MYCELIUMGROEI 

0,01 0,1 1 10 
Werkzame stof (dpm) 

100 

{ • dimethomorf 

-*- etridiazool 

+ fosethyl-AI 

+ furalaxyl 

+ propamocarb 

Figuur 5 - Reductie van de myceliumgroei van Phytophthora sp. onder invloed van de aanwezigheid 
van fungiciden in de voedingsbodems (n = 6) 
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5.1.3 Conclusies 

1 . Het mycelium van het Phytophthora sp.-isolaat PD90/444 is het meest gevoelig voor 
furalaxyl (EC50<0,01 dpm werkzame stof), gevolgd door dimethomorf (EC50 = 0,43 
dpm), etridiazool (EC50 = 0,56 dpm) en propamocarb (EC50 >100 dpm). 

2. Op basis van een groeireductie van 100% zijn dimethomorf (1 dpm) en etridiazool 
(10 dpm) het meest effectief, gevolgd door furalaxyl en propamocarb (> 100 dpm). 

3. Fosethyl-aluminium heeft geen effect op de myceliumgroei. 

5.2 SPORANGIENPRODUCTIE 

5.2.1 Materiaal en methoden 

Het in wïro-onderzoek naar het effect van de fungiciden op de productie van sporangiën 
van het Phytophthora sp.-isolaat PD90/444 is uitgevoerd in 9 cm-diameter Petrischalen met 
een niet-steriele voedingsoplossing van roos (EC 1,5 mS/cm2; pH 6,3). Hieraan zijn de fun­
giciden dimethomorf, etridiazool, fosethyl-aluminum, furalaxyl en propamocarb toege­
voegd in een concentratie van 0, 0 ,01, 0 ,1 , 1, 10, 50 en 100 dpm werkzame stof (w.s.). 
Per middel en concentratie zijn twee Petrischalen gebruikt met 30 ml voedingsoplossing per 
schaal. In elke petrischaal bevonden zich vijf 5 mm-ponsjes. Deze waren afkomstig uit de 
rand van een veertien dagen oude reincultuur op V8. De schalen hebben gedurende twee 
dagen in het donker gestaan bij de voor sporangiënproductie optimale temperatuur van 
22°C. Hierna zijn met behulp van een microscoop de aantallen sporangiën geteld (vergroting 
50x). Per ponsje zijn twee 4 mm-beeldvlakken beoordeeld (Figuur 2). De proef is één keer 
uitgevoerd. 

5.2.2 Resultaten en discussie 

In Tabel 9 is aangegeven hoeveel sporangiën er na twee dagen bij 22°C zijn geproduceerd 
en in welke mate ten opzichte van 'Onbehandeld' de sporangiënproductie door de fungici­
den is gereduceerd. De reducties in de sporangiënproductie zijn in Figuur 6 grafisch weer­
gegeven. Hoewel bij een concentratie van 0,01 dpm alleen furalaxyl de productie enigszins 
heeft verminderd, werd bij 0,1 dpm de grootste reductie verkregen met dimethomorf, ge­
volgd door furalaxyl en etridiazool. Dimethomorf en etridiazool kwamen bij 1 dpm tot een 
reductie van 100%. Voor dezelfde reductie, was van furalaxyl en fosethyl-aluminium 100 
dpm nodig. Propamocarb leverde zelfs bij 100 dpm geen vermindering op van het aantal 
sporangiën. Dit betekent vermoedelijk dat gewasbehandelingen met propamocarb niet in 
staat zijn om verspreiding van een aantasting door Phytophthora sp. te voorkomen. Op 
basis van de reducties is voor elke fungicide de EC50 berekend (Tabel 9). Hieruit blijkt dat 
dimethomorf en furalaxyl de laagste EC50 hebben, namelijk een EC50 van 0,06 dpm. Etri­
diazool en fosethyl-aluminium komen uit op een EC50 van respectievelijk 0,08 en 1,95 
dpm, terwijl propamocarb een EC50 heeft van meer dan 100 dpm. 
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Tabel 9 - Effect van fungiciden op de sporangiënproductie van het Phytophthora sp. -isolaat 
PD90/444 na twee dagen in het donker bij 22°C (n = 10) 

werkzame 
stof (dpm) 

0,01 
0,1 
1 

10 
100 

EC50 (dpm) 

AANTAL SPORANGIËN PER BEELDVLAK (4 mm) / % REDUCTIE 1l 

dimethomorf 

2 3 8 / - 1 % 
21 / 9 1 % 

0 / 100% 
0 / 100% 
0 / 100% 

0,06 

etridiazool 

242 / -3% 
81 / 66% 

0 / 100% 
0 / 100% 
0 / 100% 

0,08 

fosethyl-AI 

230 / 2% 
200 / 15% 
127 / 46% 

37 / 84% 
0 / 100% 

1,95 

furalaxyl 

2 0 0 / 15% 
42 / 82% 
1 8 / 92% 

2 / 99% 
0 / 100% 

0,06 

propamocarb 

232 / 1 % 
2 4 0 / -2% 
225 / 4% 
230 / 2% 
220 / 6% 

> 100 

11 Aantal sporangiën per 4-mm-beeldvlak van 'Onbehandeld': 235 
% reductie sporangiënproductie = 100 xCOnbehandeld' - 'Behandeld'l/'Onbehandeld'. 
EC50 = concentratie waarbij de sporangiënproductie met 50% is afgenomen. 

REDUCTIE SPORANGIËNPRODUCTIE 
120 

<•> dimethomorf 

-+- etridiazool 

+ fosethyi-AI 

-± furalaxyl 

+ propamocarb 

0,1 1 10 
Werkzame stof (dpm) 

Figuur 6 - Reductie van de sporangiënproductie van Phytophthora sp. onder invloed van 
de aanwezigheid van fungiciden in de niet-steriele voedingsoplossing (n = 6) 

5.2.3 Conclusies 

1. De productie van sporangiën uit het mycelium van het Phytophthora sp.-isolaat 
PD90/444 is het meest gevoelig voor dimethomorf en furalaxyl (EC50 = 0,06 dpm 
werkzame stof), gevolgd door etridiazool (EC50 = 0,08) en fosethyl-aluminium 
(EC50=1,95) . 

2. Op basis van een 100% reductie in de productie van sporangiën zijn dimethomorf en 
etridiazool (1 dpm) het meest effectief, gevolgd door furalaxyl en fosethyl-aliminium 
(100 dpm). 

3. Propamocarb heeft geen effect op de sporangiënproductie. 
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CHEMISCHE BESTRIJDING: IN VIVO 

Het onderzoek naar de chemische bestrijding van Phytophthora sp. in vivo, dat wil zeggen 
bij de planten, moest informatie opleveren over de volgende aspecten. 

- toedieningstijdstip 
- toedieningswijze 
- dosering 
- hoeveelheid oplossing 
- concentratie 
- frequentie 
- interval 

Wat betreft het toedieningstijdstip van de fungiciden zijn drie fasen te onderscheiden, 
namelijk toediening tijdens de opkweek-, plant- en teeltfase. In de opkweekfase gaat het 
om preventieve toedieningen met fungiciden ter voorkoming van een aantasting, in de 
plantfase om preventieve en/of curatieve toedieningen en in de teeltfase om curatieve toe­
dieningen. Wegens tijdgebrek kon alleen onderzoek worden gedaan naar de curatieve effec­
tiviteit in de plant- en teeltfase. Tabel 7 (blz. 23) bevat informatie over de productnaam, 
werkzame stofnaam, % werkzame stof en formulering van de fungiciden die zijn gebruikt. 
Welke fungiciden zijn getest, is bij de proeven aangegeven. Voor het vaststellen van ge-
wasschadelijke neveneffecten (fytotoxiciteit) van de fungiciden zijn geen aparte proeven 
opgezet. De bestrijdingsproeven leverden daarover enige informatie op. 
Er zeven bestrijdingsproeven uitgevoerd, drie in de plantfase en vier in de teeltfase. Opzet 
en uitvoering, die voor meer dan één proef gelden, zijn hieronder beschreven. 

Teeltsysteeem 
Het teeltsysteem bestond uit zestien 4,80 m lange goten met acht niet-ingeluierde steen-
wolmatten (50x15x7,5 cm) per goot. Om elke mat als een afzonderlijke behandelingseen­
heid te kunnen gebruiken, lagen de matten op 3 cm hoge roosters waartussen 0,2 mm dik 
zwart plastic lag. Zodoende kwam het drainwater van de ene mat niet in contact met de 
wortels van de planten op de andere matten. Om dezelfde reden werd geen recirculatie 
toegepast. Alle matten waren afgedekt met 0,07 mm dik wit/zwart plastic. Op elke mat 
stonden twee of drie stekken, waarbij elke plant was voorzien van een druppelaar met een 
afgifte van 1,5 liter per uur. 

Voedingsoplossing 
De standaardvoedingsoplossing voor roos zonder drainage is gebruikt (EC van 1,6 mS/cm2, 
pH van 5,5). In Bijlage 2 is aangegeven uit welke voedingselementen deze voedingsoplos­
sing bestaat. Om de voedingssituatie bij te kunnen sturen, zijn er tweewekelijks voedings­
monsters uit de tank en de matten genomen. Dagelijks werden zes tot zeven gietbeurten 
gegeven. Afhankelijk van het gewasstadium en de tijd van het jaar varieerde het aantal mi­
nuten watergift per dag van 14 tot 24 minuten. Dit komt neer op een dagelijkse hoeveel­
heid voedingsoplossing van 350 - 600 ml per plant. 

Inoculum 
Als inoculum is in de proeven niet gebruik gemaakt van reincultures gekweekt op V8, om­
dat de massakweek van zoösporen moeizaam verliep. Aangetaste rozenwortels en de be­
smette voedingsoplossing dienden als inoculum. De Phytophthora-aantastmg is instand-
gehouden in bakken met voedingsoplossing waarin rozen stonden (zie hoofdstuk 3). 
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