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Samenvatting

Wortelverdikking (WVD) bij komkommer wordt vermoedelijk veroorzaakt door een niet-kweekbare bacterie.
in de eerste helft van 2000 is door het bedriif Groen Agro Control een op PCR gebaseerd detectiemethode
ontwikkeld waarmee deze bacterie op wortels en in besmette voedingoplossing kan worden aangetoond.
Over het gedrag van de veroorzaker van WVD (het WVD-agens) was nog weinig bekend. In dit onderzoek zijn
verschillende aspecten van het gedrag van het WVD-agens onderzocht en is bekeken of de kans op WVD en
schade door WVD kan worden verminderd door teeltaanpassingen. Hierbij is onderzocht: het effect van pH
op WVD en de overlevingsduur van het agens in de voedingsoplossing, alsmede het effect van potsoort en
watergehalte van de opkweekpot op WVD. Tevens is onderzocht of planten die niet tot de
komkommerachtigen ( Cucurbifaceae) behoren aangetast kunnen worden door het WVD-agens, of het WVD-
agens droge condities kan averleven en of doar verlaging van de pH in het teeltsubstraat schade door WVD
kan worden verminderd.

Effect pH

In hydrocultuur is het effect van pH (4.0 - 6.0) op WVD onderzocht. Bij een pH van 5.0 of lager werd geen
WVD gevonden maar wel bij een pH van 5.5 of hoger. Het effect van de pH {pH 4.0 - 6.5) op de overieving
van het WVD-agens in voedingsoplossing, die niet in contact stond met een levende plant, werd bepaald.
Omdat de hoeveelheid levend agens niet direct meetbaar is werd een biotoets met komkommerzaailingen
gebruikt om te bepalen of nog infectieus agens in de voedingsoplossing aanwezig was. De infectieuze
periode van besmette voedingsoplossing bepaald m.b.v. de biotoets was korter bij een lage dan bij een
hoge pH. De lengte van de infectieuze periode varieerde sterk tussen proeven en varieerde bij een pH 4 van
minder dan een uur tot, in één geval, meer dan 3 dagen. Bij een pH boven de 5 was de infectieuze periode
in de meeste proeven langer dan 3 dagen.

Effect pH en potsoort

Om te bepalen of een combinatie van potsoort en een lage pH van de voedingsoplossing wortelverdikking
kan voorkomen is de vorming van dikke wortels in verschillende opkweekpotten met elkaar vergeleken
waarbij de pH van de gebruikte voedingsoplossing 4.0 of 5.5 was. De pH in perliet, glaswol, kokos- en
steenwolpotten was gebufferd tussen 5.5 en 6.5 waardoor verlaging van de pH van de voedingsoplossing
van 5.5 naar 4.0 niet of nauwelijks leidde tot verlaging van de pH in de potten. Er werden geen grote
verschilien gevonden in de mate waarin WVD optrad in de verschillende potsoorten.

Waardplanten

Om te bepalen of het WYD-agens behalve komkommer ook andere gewassen kan aantasten werden
zaailingen van diverse plantensoorten in besmette voedingsoplossing gehangen. WVD en groeireductie werd
gevonden bij komkommer, tomaat, paprika, lupine en diverse Cucurbitalijnen die als onderstam voor
komkommer worden gebruikt, Bij Anthuriumplanten werden geen WVD-symptomen waargenomen. Twee
weken na besmetten kon infectieus WVD-agens in voedingsoplossing waarin Anthuriumplanten hadden
gestaan worden aangetoond. In de controle met besmette voedingsoplossing zonder plant kon het WVD-
agens 2 weken na besmetten niet worden aangetoond. Blijkbaar kon Anthurium het WVD-agens in stand
houden zonder zichtbaar symptomen te ontwikkelen.

Watergehalfe opkweekpot

Het effect van watergehalte van een steenwolpot op WVD is onderzocht. In steenwolpotten die continu
verzadigd waren met water ontwikkelde WVD zich in veel zwaardere mate dan wanneer steenwolblokken
niet continu verzadig waren. Er was geen significant verschil in de mate van WVD tussen planten
opgekweekt in potten die 2x per week verzadigd werden en potten die vrij droog werden gehouden.

Effect droge condities ,
Onderzocht is of materiaal dat besmet is met het WVD-agens ontsmet kan worden door het te drogen. In
plastic bakjes die waren besmet met het WVD-agens d.m.v. besmette voedingsoplossing of zieke



wortelstukjes kon na een droogperiode van 24 uur geen infectieus WvD-agens worden aangetoond.

Effect pH teelisubstraat

Indien tijdens de teelt blijkt dat planten WVD hebben, zijn er op dit moment geen methoden om WVD te
bestrijden. In twee proeven is daarom bekeken of door een verlaging van de pH in het substraat planten met
WVD beter gaan groeien. Planten die tijdens de opkweek besmet waren met het WVD-agens en duidelijk
WVD-symptomen vertoonden werden geteeld op glaswolmatten waarbij twee verschillende pH-niveau's in de
matten werden gerealiseerd: 4.0-5.0 en 5.5-6.5. Planten geteeld bij pH 4.0-5.0 hadden significant meer
gezonde wortels dan planten geteeld bij pH 5.56.5 6-7 weken na planten. Er was geen significant verschil
in opbrengst tussen de behandefingen.

Belangrikste conclusies

De veroorzaker van WVD (het WVD-agens) kan niet lang overleven in afwezigheid van een levende plant en
de overlevingsduur van het WVD-agens is korter bij een lage dan een hoge pH. Het agens overleeft geen
droge condities. Verlaging van de pH van de voedingsoplossing tijdens de opkweek vermindert de kans op
WVD. Voorkomen moet worden dat bij de opkweek de steenwolpotten langere tijd verzadigd zijn met
voedingsoplossing. Bij besmetting van het bedrijf zal een gewasloze periode van ca. 2 weken zeer
waarschijnlijk voldoende zijn om van de besmetting af te komen. Omdat het WVD-agens op veel
plantensoorten kan overleven moeten alle planten, inclusief onkruiden worden verwijderd. De minimale pH
voor WVD ligt tussen de 5.0 en 5.5. Wanneer komkommerplanten WVD hebben, kan door verlaging van de
pH in het teeltsubstraat de vorming van gezonde wortels positief worden beinviced. Het effect van deze pH-
verfaging op de productie van komkommers met WVD is nog onduidelijk. Aanvullend onderzoek, waarbij het
effect van een lage pH gedurende een gehele teeltperiode van komkommer wordt onderzocht is derhalve
gewenst,



1 Algemene Inleiding

Wortelverdikking (WVD) bij komkommer werd voor het eerst in 1993 in Nederland waargenomen. Reeds in
1994 werd door het toenmalige Proefstation voor Tuinbouw onder Glas (het huidige Praktijkonderzoek Plant
& Omgeving, sector Glastuinbouw) aangetoond dat de vermoedelifk veroorzaker van deze symptomen een
bacterie is (Paternotte, 1994). Het duurde echter tot 1998 voordat er meer bewijzen waren dat één of
meerdere bacterién de wortelverdikking veroorzaakte: verhitten van besmette voedingsoplossing tot 60°C
schakelde de veroorzaker uit, diverse antibiotica konden wortelverdikking voorkomen, besmette
voedingsoplossing kon worden ontsmet door het te filteren door een bacteriefilter (poregrootte 0.2 ym) en
besmette voedingsoplossing kon 10.000x verdund worden zonder het vermogen WVD te veroorzaken te
verliezen. Niemand was echter in staat een bacterie te isoleren uit besmette voedingsoplossing of verdikte
wortels die WVD kon veroorzaken. Resultaten van moleculair onderzoek uitgevoerd door het Delftse bedrijf
Groen Agro Control (GAC) in de tweede helft van 1999 en in 2000 hebben aangetoond dat de veroorzaker
waarschijnlijk een niet-kweekbare bacterie is. GAC heeft in 2000 een PCR-methode ontwikkeld waarmee
deze bacterie in/op wortels en in de voedingsoplossing aan kan worden getoond. Hoewel tot nu toe
niemand er in is geslaagd de bacterie te isoleren en heeft kunnen bewijzen dat deze bacterie inderdaad
WVD veroorzaakt, wordt in het onderzoek beschreven in dit verslag verondersteld dat de hierboven
genoemde moleculaire methode de veroorzaker van WVD {het WVD-agens) aantoont.

Over het gedrag van de bacterie en het effect van omgevingsfactoren op het optreden van WVD is nog zeer
weinig bekend. Zo is het niet bekend hoe fang een voedingsoplossing infectieus blijft na besmetting en hoe
lang het WVD-agens in de voedingsoplossing kan overleven. Onderzoeksresultaten van GAC geven aan dat
er waarschijnlijk minder WVD optreedt bij een lagere pH. Verlaging van de pH van de voedingsoplossing
heeft echter een gering effect op de pH in steenwolblokken (Hoogerbrugge, E. & W. Verkerke, 1998) en pH-
verlaging van de voedingsoplossing lijkt op basis van deze resultaten dus geen goed strategie om WVD te
voorkomen tijdens de opkweek van komkommer. Tijdens de teelt ziin er evt wel mogelijkheden om de pH in
de wortelzone (tijdelijk} te verlagen waardoor het optreden van WVD (deels) kan worden voorkomen. De
mate waarin de pH wordt verlaagd door verlaging van de pH van de voedingsoplossing zal waarschinlijk
substraat-afhankelijk zijn.

Een lagere pH van de voedingsoplossing zou de overlevingsduur van het WWD-agens kunnen verkorten en
op deze wijze kunnen leiden tot minder WVD tijdens de opkweek van komkormmer. Zo is bekend dat de
plantpathogene bacterie Clavibacter michiganensis minder dan een dag overleeft bij een pH van 4.0 of 4.5
{(Huang & Tu, 1999). De hypothese, dat door verlaging van de pH de infectiositeit van de voedingsoplossing
afneemt, kan experimenteel worden getoetst.

Het is bekend dat het WWD-agens ook enkele andere vruchtgroentegewassen kan aantasten, zoals
bijvoorbeeld paprika en tomaat (Verkerke & Kersten, 1997; Verkerke & Pittens - Van der Heijden, 1999).
De schade die bij deze gewassen optreedt lijkt minder dan bij komkommer maar het geeft wel aan dat
plantensoorten anders dan komkommer als infectiebron kunnen optreden. Het is daarom van belang om te
weten welke gewassen door het WVD-agens kunnen worden aangetast,

De hoofddoelen van dit onderzoek waren:

{1) bepalen hoe lang een voedingsoplossing infectieus blijft na besmetting met het WVD-agens en het
effect van pH hierop.

{2) bepalen of door combinatie van een verlaging van de pH van de voedingsoplossing en substraatkeuze
wortelverdikking kan worden voorkamen

{3) bepalen van de waardplantreeks van het WWD-agens



2  Effect van pH op de infectiositeit van de
voedingsoplossing

2.1 Inleiding

Wortelverdikking {WVD) wordt vermoedelijk door een bacterie veroorzaakt (zie Hoofdstuk 1). Over het
gedrag van deze bacterie en het effect van omgevingsfactoren op het optreden van WVD is nog weinig
bekend. Uit proeven uitgevoerd door GAC zijn er aanwijzingen dat bij een lagere pH minder WVD optreedt.
Dit pH-effect kan verklaard worden door het feit dat bacterién over het algemeen minder goed groeien in
een zuur milieu dan in een neutraal of basisch milieu. Overleving van bacterién wordt in een zuur milieu ook
negatief beinvioed. De plantpathogene bactene Clavibacter michiganensis bijvoorbeeld overleeft een pH van
4.0 of 4.5 niet (Huang & Tu, 1999). Door verlaging van de pH van de voedingsoplossing zou de
overlevingsduur van de bacterie die WVD veroorzaakt mogelijk verkort kunnen worden en daardoor ook het
risico op het optreden van WVD. Indien het WVD-agens een dergelijke lage pH niet overleeft zou
voedingsoplossing met een pH 4.0- 4.5 niet te hoeven worden geloosd.

2.2 Doel

Het doel van deze proef was het effect van de pH van de voedingsoplossing op het verloop van de
infectiositeit van de voedingsoplossing te bepalen.

2.3 Materiaal en methoden

2.3.1 WVD-inoculum

Het WVD-agens werd in stand gehouden in hydrocultuur in nasibakjes met elk 2 komkommerplanten. Eike 2-
4 weken werden nieuwe 1-week oude zaailingen besmet door een stukje zieke worte! te plaatsen bij de
zaailingen in 0.5 L verse voedingsoplossing (EC 1.0, pH 6.5). Voor het produceren van WVD-inoculum in
proef A (zie hieronder) werden 12 nasibakjes met elk 0.5 L verse voedingsoplossing besmet met 10 mi
besmette voedingsoplossing. De bakjes werden regelmatig bijgevuld met verse voedingsoplossing indien
nodig. Na 2 weken, toen de plantjes sterke WVD-symptomen vertoonden werd de inhoud van de 12 bakjes
bij elkaar gegoten en vervolgens door kaasdoek gezeefd om evt wortelresten te verwijderen. Deze
gezeefde voedingsoplossing werd gebruikt als “inoculum”.

2.3.2 Voedingsoplossing, pH en besmetten

Een voedingsoplossing werd gemaakt met leidingwater (bijlage 1). De EC werd bijgesteld tot 2.3.
Ammonium werd niet toegevoegd om een stabielere pH te krijgen. Sporenelementen werden toegevoegd
volgens de standaard aanbevelingen voor de opkweek van komkommer (Sonneveld en Straver, 1994}
(samenstelling voedingsoplossing in bijlage 1).

Twee proeven (proeven |A en IB) werden uitgevoerd waarbij in proef 1A in een 5Ltank 4.5 L
voedingsoplossing werd gegoten en vervolgens 0.5 L besmette voedingsoplossing waarna de pH in de
tanks werd bijgesteld tot 4.0, 5.0, 6.0 of 6.5 mbv 1N HCL. In de tweede proef {proef IB) werd 5 L verse
voedingsoplossing in elke tank gegoten, vervolgens werd de pH bijgesteld zoals hierboven beschreven. Na
hijstelling van de pH werd elke tank besmet met 5 stukjes zieke wortel van elk 3 cm. Wortelstukjes waren
afkomstig uit de zijwortels van een zieke plant. De wortelstukjes waren wit-glazig en 1-2 mm in diameter. Als
controle werd nietbesmette voedingsoplossing met pH 6.5 in 5L-tanks bewaard. Per pH waren er 3
herhalingen {tanks). De tanks werden opgeslagen in het donker bij 23°C. De pH in de vaatjes werd 1-2 maal
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per week bepaald en indien nodig (pH afwijking 0.2 of meer van initiéle waarde) bijgesteld m.b.v. 1 N NaOH
of HCI.

2.3.3 Biotoets en bemonstering

De overleving van het WVD-agens in de besmette voedingsoplossingen werd bepaald m.b.v. een biotoets.
Hiertoe werd uit een tank 250 ml van de voedingsoplossing in een nasibakje gegoten en hieraan 250 ml
leidingwater toegevoegd. Vervolgens werd de pH bijgesteld tot 6.5 mbv 1 M NaOH en werden in elk bakje 2
1-week oude komkommerzaailingen in de voedingsoplossing gehangen. De biotoets werd ingezet op dag O
{ca. 1 uur na bijstellen van de pH's in de tanks) en vervolgens na 1, 3, 8 en 14 dagen bij proef 1A. Bij proef
1B werd tevens op dag 2 bemonsterd. De nasibakjes werden regelmatig bijgevuld met voedingsoplossing
(pH 6.5, EC 1), Twee weken na inzet werd de mate van wortelaantasting en het versgewicht van de plantjes
bepaald. Voor het bepalen van het versgewicht werden de plantjes direct onder de cotylen afgesneden en
werd het bovenste deel gewogen.

Bij proef 1B werd op dag 3 en 14 uit elke tank van de behandelingen pH 4.0 en 6.5 en de controle
een monster van 100 ml na bijstefling van de pH tot 6.5 naar GAC gestuurd. Bij GAC werd een deel van elk
manster getoetst op het voorkomen van het WVD-agens m.b.v. nested PCR en werd een ander deel
gebruikt voor het inzetten van een biotoets met komkommerplanten waarin na 6 dagen de wortels werden
getoetst op het voorkomen van het WvD-agens m.b.v. PCR.

2.34 Statistische verwerking van de gegevens

De gegevens m.b.t. de relatie tussen pH en de duur van de infectieuze periode van de voedingsaplossing
werden geanalyseerd m.b.v. Spearman's rang-correlatietoets. De gepaarde gegevens waren de pH van de
voedingsoplossing en de eerste bemonsteringsdag waarop geen infectieus WVD-agens kon worden
aangetoond in de biotoets. De gegevens van de plantgewichten werden geanalyseerd m.b.v. variantie-
analyse en na een significante F-toets werden de gemiddelde waarden vergeleken m.b.v. LSD (P<0.05).

2.4 Resultaten

Planten waarvan de wortels sterk waren aangetast waren veel kleiner dan de niet-aangetaste planten. De
infectiositeit van de voedingsoplossing nam af in de tijd en deze afname ging sneller bij een lagere pH dan
bij een hogere pH (Tabellen 2.1 en 2.3} (P<0.05, Spearman's rang-correlatietoets). Het pH-effect was al
aantoonbaar 1 uur na besmetten: planten besmet met voedingsoplossing met pH 4 waren minder sterk
aangetast en hun versgewicht was significant hoger dan van planten besmet met voedingoplossing met
pH's 6 en 6.5 (Tabellen 2.2 en 2.4). Acht dagen na besmetting was geen van de voedingsoplossingen meer
infectieus.

Resultaten van de biotoets uitgevoerd door GAC waren gelijk aan de resultaten van de biotoets uitgevoerd
in Naaldwijk. Via nestedPCR kon in alle monsters van voedingsoplossing die 3 en 14 dagen eerder waren
besmet het WVD-agens worden aangetoond. Bij een negatieve uitslag van de biotoets kon het WVD-agens
niet op de wortels worden aangetoond (Tabel 2.5).

Tabel 2.1, Proef IA. Aantal herhalingen in de biotoets met komkommerplanten met wortelverdikking. De
biotoets werd ingezet op verschilende dagen na besmetting van de voedingsoplossing. Er waren 3

herhalingen per pH.

pH voedingsoplossing Aantal dagen na besmetting
0 1 3 8 14
4 3 0 0 0 0
5 3 3 0 0 0
6 3 3 1 0 0
6.5 3 3 3 0 0
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Tabel 2.2. Proef 1A. Gemiddeld versgewicht van komkommerplanten in de biotoets ingezet op verschillende

dagen na besmetting van de voedingsoplossing.

pH Aantal dagen na besmetting
Voedingsoplossing

0 1 3 8 14
4 7.2 a 11.8 a 9.8 ab 14.3 10.1
5 4.2ab 11.7 a 11.1 a 15.6 10.8
6 21 b 41 b 119 a 16.9 11.9
6.5 2.0 b 30b 70 b 17.1 9.6
Controle U6 a 9.8 a n.b. 19.0 8.7

n.b. = niet bepaald.

Waarden gevolgd door verschillende letters in elke kolom zijn significant verschillend volgens LSD (P<0.05)

Tabel 2.3. Proef IB. Aantal herhalingen in de biotoets met komkommerplanten met wortelverdikking. De

biotoets werd ingezet op verschillende dagen na besmetting van de voedingsoplossing. Er waren 3

herhalingen per pH.

pH voedingsoplossing Aantal dagen na besmetting
0 1 2 3 8 14
4 3 2 0 0 0 0
5 3 3 2 1 0 0
6 3 3 2 2 0 0
6.5 3 3 3 2 0 0

Tabel 2.4. Proef 1B. Gemiddeld versgewicht van komkommerplanten in de biotoets ingezet op verschillende

dagen na besmetting van de voedingsoplossing.

pH Aantal dagen na besmetting
Voedingsoplossing

0 1 2 3 8 14
4 2.7 b 6.0ab 10.2 10.8 7.9 9.3
5 12 ¢ 3.2bc 8.1 9.1 8.1 10.6
6 14 ¢ 24 ¢ 4.5 4.4 9.1 11.7
6.5 16 ¢ 1.7 ¢ 3.7 4.8 11.5 9.8
Controle 89 a 113 a 10.2 10.2 9.5 10.2

n.b. = niet bepaald.

Waarden gevolgd door verschillende letters in elke kalom zijn significant verschillend volgens LSD {P<0.05)
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Tabel 2.5. Proef 1B. Resultaten PCR-toetsen en biotoets uitgevoerd door Groen Agro Control op
watermonsters genomen 3 dagen na besmetten

PH Voedingsoplossing | Herhaling | Nested PCR | PCR op worteimonster | Biotoets

4 1 + -
2 +
3 + -
6.5 1 +
2 + + +
3 + + +
Controle 1 - -
2
3

+: bandje zichtbaar op gel/wortelverdikking in biotoets
-1 geen bandje zichtbaar op gel/geen wortelverdikking in biotoets

2.5 Discussie

De infectiositeit van besmette voedingsoplossing nam af bij bewaring, in afwezigheid van een levende plant,
en dit proces ging sneller bij een lagere pH. Na 8 dagen was de besmette voedingsoplossing niet meer
infectieus ongeacht de pH van de voedingsoplossing (pH 4.0-6.5).

Het is onduidelijk of het agens volledig uitgeschakeld is of dat het in een nietinfectieuze staat overleeft in de
voedingsoplossing wanneer geen WVD wordt gevonden in de bictoets. Het agens kon namelijk nog wel met
de PCR+est in de voedingsoplossing worden aangetoond. Deze test kan echter geen onderscheid maken
tussen levend en dood agens. Het lijikt dus meest waarschijnlijk dat het positieve signaal in de PCR-test
kwam door amplificatie van DNA van dode bacterieén. In vervolgproeven zal via de inzet van herhaalde
biotoetsen meer zekerheid moeten worden verkregen dat het WvD-agens inderdaad wordt uitgeschakeld bij
bewaring.
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3 s het WVD-agens volledig uitgeschakeld wanneer in
de biotoets geen WVD wordt waargenomen?

3.1 Inleiding

In besmette voedingsoplossing die na bewaring niet meer infectieus bleek in de biotoets kon via nested-PCR
wel het WVD-agens worden aangetoond (Hoofdstuk 2). Vermoedelijk wordt dit positieve signaal veroorzaakt
door de aanwezigheid van bacterie-DNA in dode cellen. Echter er kan niet met zekerheid worden gezegd
dat na bewaring het WvD-agens volledig is vitgeschakeld. Door biotoetsen herhaald uit te voeren kan
hierover meer zekerheid worden gekregen.

3.2 Doel

Bepalen of na doorenten van een biotoets waarin geen WVD optreedt in een vervalgtoets wel WVD optreedt.

3.3 Materiaal en methoden

3.3.1 Voedingsoplossing, pH en besmetten

De samenstelling van de gebruikte voedingsoplossing is weergegeven in bijlage 2. De pH van de
voedingsoplossing werd aangepast tot 5.5 of 4.0 met 1 N HCL/NaOH. Er waren 3 behandelingen:

1. Controle onbesmet pH 5.5

2. Besmet pH 5.5

3. BesmetpH 4.0

Besmetten vond plaats door 5 stukjes zieke wortel van elk 3 cm toe te voegen aan een tank met 5 L
voedingsoplossing zoals beschreven in experiment 1B. Er waren b herhalingen per behandeling. Drie dagen
na besmetten werd de pH in elke tank bepaald en wanneer de pH meer dan 0.15 eenheden afweek van de
initiéle pH werd de pH bijgesteld. Na 6 dagen werd de pH opnieuw bepaald.

3.3.2 Biotoets

De infectiositeit van de besmette voedingsoplossingen werd bepaald door inzet van de biotoets kort na
besmetten (dag 0) en op dag 3 en 6. Hiertoe werd 50 ml voedingsoplossing toegevoegd aan 650 ml verse
voedingsoplossing {zonder NH,, EC 1, pH 7) in een nasibakje. In elk bakje werden twee
komkommerzaailingen gehangen. Na 14 dagen werd 50 ml overgeént bij 650 ml verse voedingsoplossing
(EC 1, pH 7) en werden hierin 2 plantje gehangen (vervolg-biotoets). Veertien dagen na inzet van de vervolg-
biotoets werd bij 1 proef nogmaals overgeént {vervolg-vervolg-biotoets). Elke biotoets werd 14 dagen na
inzet gescoord op aan/afwezigheid van WVD. Er werden 2 proeven {proef | en proef I) uitgevoerd met elk 5
herhalingen.

3.4 Resultaten

De pH in de tanks week na 3 en 6 dagen maximaal 0.3 eenheden af van de oorspronkelijk ingestelde pH. tn
één geval was de pH in 3 dagen opgelopen tot 4.6 {initiéle pH was 4.0).

Proef I. Kort na besmetten kon in alle tanks het WVD-agens worden aangetoond mbv de biotoets. Na 3
dagen was bij pH 4.0 1 tank infectieus en bi} 5.5 alle 5 de tanks. Na 6 dagen kon het WVD-agens alleen nog
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worden aangetoond in 2 tanks met pH 5.5. Na overenten van de voedingsoplossing uit een bakje met
plantjes zonder WVD-symptomen kan in vervolgbiotoetsen geen WVD worden waargenomen (Tabel 3.1).

Tabel 3.1. Proef |, resultaten biotoets na besmetting van voedingsoplossing met pH 4.0 of 5.5

Aantal dagen na besmetten
3 6

PH Besmet |0

| ] Ile [ | Il Ml
55 [Nee - - - - - - -
5.5 |Nee - - - - - - -
5.5 |Nee - - - - - - -
55 [{Nee - - - - - - -
55 [|Nee - - - . - - -
40 1la + + + n.b.b - - -
40 |lJa + - - - - -
40 |Ja + - - -
40 [Ja + - - -
40 [Ja + - - - -
5.5 |Ja + + + n.b. + + n.b
5.5 |Ja + + + n.b. + + n.b.
5.5 |lJa + + + n.b. -
5.5 JlJa + + + n.b.
55 |Ja + + + n.b. - - -

#[l: na overenten (vervolgtoets), lll: na overenten vervolgtoets.
®n.b. = niet bepaald

Proef Ii. Kort na besmetten kon het WVD-agens in alle tanks worden aangetoond mbv de biotoets. Na 3
dagen was bij pH 4.0 geen van de voedingsoplossingen infectieus. Bij pH 5.5 was na 3 dagen de
voedingsoplossing uit 2 van de 5 tanks infectieus. Na 6 dagen kon het WVD-agens in geen van de tanks
worden aangetoond mbv de biotoets. Na overenten van voedingsoplossing uit een bakje met plantjes
zonder WVD-symptomen kon in vervolg-biotoetsen geen WVD worden waargenomen (Tabel 3.2).
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Tabel 3.2. Proef |l, resultaten biotoets na besmetting van voedingsoplossing met pH 4.0 of 5.5

Aantal dagen na besmetten

0 3 6
PH Besmet | I B | Il
5.5 Nee - - - - -
5.5 Nee
5.5 Nee
5.5 Nee
5.5 Nee - -
4.0 Ja + -
4.0 Ja + - - -
4.0 Ja + -
4.0 Ja + - - -
4.0 Ja + - -
5.5 Ja + - ) -
55 Ja + - -
5.5 Ja + . -
5.5 Ja + + n.b -
5.5 Ja + + n.h.

2ll: na overenten (vervolgtoets).
®n.b. = niet bepaald

3.5 Discussie

Ook in deze proef bleek weer dat de duur dat een voedingsoplossing infectieus is sterk wordt bekort door
verlaging van de pH. Bij bictoetsen waarin geen WVD optrad, trad ook na overenten {vervolg-toetsen} geen
WVD op wat het steeds waarschijnlijker maakt dat de gehele populatie WVD-agens enkele dagen na
bewaring van de voedingsoplossing bij pH 4.0 is uitgeschakeld. Het lozen van besmette voedingsoplossing
lijkt dus niet meer nodig omdat het WVD-agens bij bewaring vanzelf dood gaat. Hoe lang het duurt wanneer
een voedingsoplossing niet meer infectieus is, is niet nauwkeurig te voorspellen. Behalve van de pH zal het
sterk afhangen van de mate en wijze van besmetting. Verwacht wordt dat de voedingsoplossing langer
infectieus blijft bij besmetting met stukjes zieke wortel dan met besmette voedingsoplossing omdat het
agens waarschijnlijk langer zal overleven in/op de stukjes wortel dan wanneer het vrij voorkomt in de
voedingsoplossing. In licht besmette voedingsoplossing kon soms na 1 uur bewaring bij een pH 4.0 het
agens niet meer worden aangetoond. Bij de hier beschreven proef Il waarbij besmet werd met stukjes
wortel kon echter na 3 dagen in €én van de 5 tanks met pH 4.0 nog infectieus agens worden aangetoond.
In de praktijk zat waarschijnlijk het besmettingsniveau lager liggen dan die in proef Il en dus zal de duur dat
de voedingsoplossing nog infectieus is (wanneer hij niet in contact komt met wortels van een levende plant}
minder zijn dan 3 dagen bij een voedingsoplossing’s pH van 4.0.
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4  Effect van de pH van de voedingsoplossing op het
optreden van WVD onder semi-praktijk
omstandigheden

4.1 Inleiding

Resultaten van proeven beschreven in hocfdstukken 2 en 3 geven aan dat de overlevingsduur van het WVD-
agens sterk afneemt bij verlaging van de pH van de voedingsoplossing. Alvorens opkweekbedriiven het
advies te geven om de pH van de voedingsoplossing te verlagen en zo de kans op WVD sterk te verkleinen
zutlen proeven onder (semi}commerciéle omstandigheden moeten worden uitgevoerd om het gevonden pH-
effect te bevestigen en de relevantie voor de praktijk te kunnen inschatten. Hierbij is het vooral van belang
om te weten hoe lang de voedingsoplossing nog infectieus blijft bij een bepaalde pH. In de praktijk wordt
een pH 5.5 aangehouden voor de voedingsoplossing. Verlaging van de pH tot 4.0 is mogelijk zonder dat er
schade aan de planten optreedt {(Hoogerbrugge & Verkerke, 1998). Een verlaging van de pH zou zelfs een
positief effect kunnen hebben op de groei van de planten door een betere opname van sommige
voedingselementen bij een lagere pH.

4.2 Doel

Bepalen van het effect van pH (4.0 en 5.5) op de infectiositeit van met het WVD-agens besmette
voedingsoplossing onder semi-praktijkomstandigheden.

4.3 Materiaal en methoden

4.3.1 Kas

De proef werd uitgevoerd in kas 304-2 op het Praktijkonderzoek Plant & Omgeving in Naaldwijk,
Temperatuurinstellingen: verwarmen bij 19°C en luchten bij 20°C. In de kas stonden 8 eb-vloed tafels (4.8 x
1.1 m) met elk een eigen voedingsoplossingtank met een inhoud van 250 L.

4.3.2 Voedingsoplossing, pH en besmetten

De samenstelling van de voedingsoplossing is weergegeven in bijlage 2. De pH van de voedingsoplossing
werd bijgesteld tot 4.0 of 5.5 m.b.v. HCI. De pH in elke tank werd 3 keer per week bepaald en indien de pH
0.2 of meer afweek van de ingestelde pH bijgesteld mbv HCI of NaOH. Op elke tafel stonden 60
steenwolblokken (5 rijen van elk 12 planten) met komkommer cultivar Odessa. Zeven dagen na zaaien werd
de eerste vioedbeurt gegeven en vervolgens om de dag, Vanaf 16 dagen na zaaien werd elke dag een
vioedbeurt gegeven. Tijdens een vioedbeurt stonden de potten ca. 15 min in een 2¢m-laag
voedingsoplossing. Op 3 verschillende tijdstippen voor de eerste vioedbeurt werden de tanks besmet: 5 en
2 dagen en ! uur. Tanks werden besmet met 0.5 L besmette voedingoplossing en 5 zieke wortelstukjes
van elk 3 cm lang. De wortelstukjes waren glazig en 1-2 mm dik. Er waren dus 8 behandelingen:

controle onbesmet pH 4.0

controle onbesmet pH 5.5

besmet 5 dagen voor eerste vioedbeurt (dvev}, pH 4.0

besmet 5 dvev, pH 5.5

besmet 2 dvev, pH 4.0

besmet 2 dvev, pH 5.5

oW
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7. besmet 1 uur voor eerste vioedbeurt (uvev), pH 4.0
8. besmet 1 uvev, pH 5.5

De proef werd twee keer vitgevoerd waarbij in de tweede proef behandelingen 3 en 4 waren vervangen

door de behandelingen:

3. besmet 1 uvev waarbij 10 verse steenwolpotten gedormpeld werden in de voedingsoplossing 1 uur na
besmetten van de voedingsoplossing. In elk van deze potten werd een komkommerpit gezaaid, pH 4.0
(1 vur + dompelen)

4, als 3,pHb5.5

4,33 Bemonstering en biotoets
Eén uur na besmetten werden de besmette bakken en de niet-besmette controle-bakken bemonsterd.
Hiertoe werd een monster van 750 ml uit een bak genomen en verdeeld over 3 nasibakjes. De bakjes
werden elk bijgevuld met 450 ml leidingwater waarna de pH werd bijgesteld tot 6.5 met 1 M NaOH en 2
plantjes in elke bak werden gehangen. Vlak voor de eerste vioedbeurt en aan het eind van de proef, 19
dagen na de eerste vioedbeurt, werden alle bakken bemonsterd. Aan het eind van de proef werd tevens van
8 planten een wortelmonster genomen van de onderkant van de pot {(3-5 cm wortel per pot) en werd een
biotoets ingezet met voedingsopiossing zonder NH, {(EC 1).

Van elke tafel werden 12 planten {de binnenste 3 planten uit rijen 5 t/m 8, waarbij rij 1 de rij het
dichtst bij de watertoevoer was) direct afgesneden boven de pot en het versgewicht bepaald. De 10 planten
uit rijen 1 en 3 werden beoordeeld op het voorkomen van WVD.

4.4 Resultaten

44.1 Proef |
WVD werd waargenomen in alle biotoetsen met besmette voedingsoplossing pH 5.5 en bemonsterd voor de
eerste vioedbeurt. In één biotoets met voedingsoplossing pH 4 en besmet 1 uur voor monstername werd
WVD waargenomen. In alle ander biotoetsen met voedingsoplossing pH 4.0 werd geen WVD gevonden. Aan
het eind van de proef, 19 dagen na de eerste vioedbeurt, werd alleen met voedingsoplossing uit de tank
van behandeling 8 {pH 5.5, besmet 1 uvev) WVD in de bictoets waargenomen (Tabel 4.1).

Op géén van de tafels werden planten met WWD waargenomen. Het gemiddelde versgewicht per
plant verschilde weinig tussen de behandelingen.

In de biotoets uitgevoerd met wortelstukjes afkomstig van potten op de tafels werd alleen in
behandeling 8 (besmet luvev, pH 5.5} WVD waargenomen.

4472 Proef Il

WVD werd gevonden in alle biotoetsen met voedingsoplossing dat 1 uur eerder was besmet (Tabel 4.2). Bjj
pH 4.0 werd niet in alle bakjes WYD waargenomen (Tabel 4.2). Op het tijdstip van de eerste vicedbeurt kon
het WVD-agens niet worden aangetoond in de tank met voedingsoplossing met pH 4.0 die 2 dagen eerder
was besmet maar wel in de andere tanks mbv de biotoets. Aan het eind van de proef kon het WVD-agens in
géén van de tanks worden aangetoond mbv de biotoets. Op de wortels van planten opgekweekt op tafels
met voedingsoplossing besmet 1 uvev, pH 5.5 en van planten op tafels met potten gedompeld in besmette
voedingsoplossing kon het WVD-agens worden aangetoond.

Planten met WVD werden alleen op tafels gevonden met planten die waren gezaaid op de dag van de eerste
vioedbeurt waarbij de potten in de besmette voedingsoplossing waren gedompeld (Tabel 4.2).
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Tabel 4.1. Resultaten proef |: aanwezigheid WVD-symptomen en het WWD-agens bepaald mbv de biotoets.

Tijdstip inzet biotoets Gemiddeld

Tijdsduur tussen 19 dagen na 1° vioedbeurt Versgewicht per
besmettingen 1°* |1 yur na Bij 1¢ plant (g)

pH | vloedbeurt besmetten | vioedbeurt | Yoedingsopl Wortel WvDP

4 |5 dagen +(3)° - - - 0 75.3

4 | 2dagen - - 0 76.0

4 1 uur 0 67.6

4 Controle - - 0 73.7

5.5 | 5 dagen +(3) +(3) 0 87.3

5.5 | 2 dagen +(3) +(3) - - 0 75.7

55 |1 uur +(3) + (2) +(3) 0 80.1

5.5 [Controle - |- - 0 70.8

a) +/- wel/geen WVD in biotoets; tussen ha

akjes het aantal van in de totaal 3 bakjes m

b) aantal planten met WVD; in totaal werden 10 planten beocordeeld

et WVD.

Tabel 4.2. Resultaten proef ll: aanwezigheid WYD-symtomen en het WYD-agens bepaatd mbv de biotoets.

Tiidstip inzet biotoets Gemiddeld

Tifdsduur tussen 19 dagen na 1° Versgewicht per
besmetting en 1° 11 yyr na Bij 1° vioedbeurt plant (g]

pH | vicedbeurt besmetten  {vicedbeurt |Voedingsopl | Wortel WD

4 |2 dagen +(3)® - - - 0 30.7

4 i1uur +{2) 0 27.1

4 1 uur+dompelen + (1) +:4° 0:54 26.5

4 _ iControle - - 0 28.4

5.5 |2 dagen +(3) +(3) - 0 28.6

55 11 uur +{3) + 0 30.7

5.5 |11 uur+dompelen +(3) +i+ 1.6 21.5

5.5 | Controle - |- 0 26.1

a) +/- wel/geen WVD in biotoets; tussen haakjes het aantal van in

b) aantat planten met WVD; in totaal werden 10 planten beoordeeld
¢) wortels afkomstig van planten gezaaid 1 week voor de eerste vioedbeurt; wortels afkomstig van planten gezaaid viak

voor de eerste vipedbeurt

de totaal 3 bakjes met WVD.

d} aantal planten met WVD gezaaid 1 week voor de eerste vioedbeurt; aantal planten met WVD gezaaid vlak voor eerste

vipedbeurt

4.5 Discussie

De resultaten van de bictoets lieten een duidelijk pH-effect op de infectiositeit van besmette
voedingsoplossing zien. Reeds 1 uur na besmetten werd minder vaak WVD gevonden met

voedingsoplossing met pH 4.0 dan met pH 5.5. Dit resultaat komt overeen met resultaten it proeven
beschreven in hoofdstukken 2 en 3.

In de proeven werden opvallend weinig planten i{\ stegnwolblokken met WVD waargenomen hoewel in
meerdere behandelingen de voedingsoplossing infectieus was viak voor de eerste vioedbeurt zoals bleek uit
de biotoets. Ten tijde van de eerste vioedbeurt waren de blokken behoorlijk nat en hebben daardoor
waarschijnlijk weinig besmet water opgenomen waardoor de concentratie van het WVD-agens in de blokken




vrij laag bleef en dit zou het uitblijven van aantasting kunnen verklaren. Alleen in proef Il werden planten met
WVD waargenomen en wel in de 2 behandelingen waarbij 10 droge potten waren gedompeld in besmette
voedingsoplossing. De concentratie van het agens was in deze potten daardoor hoger. Via de bictoets kon
het WVD-agens wel worden aangetoond op/in wortels bij de behandelingen met “gedompelde potten” en bij
de behandeling “1 uvev pH 5.5". Dus afwezigheid van zichtbare WVD-symptomen wil nog niet zeggen dat
het W¥D-agens niet aanwezig kan zijn. Het WVD-agens zou mogelijk in de teeltfase kunnen toeslaan en
alsnog schade kunnen verogrzaken.

Uit de 2 hier beschreven proeven blijkt weer dat door verlaging van de pH van de voedingsoplossing het

risico op het optreden van WVD maar ook het risico op de aanwezigheid van infectieus WVD-agens op de
wortels kan worden verminderd.
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5  Effect substraat (steenwol en perliet) en pH op WVD

5.1 Inleiding

De infectiositeit van met het WYD-agens besmette voedingsoplossing neemt sterk af bij een lage pH
{hoofdstukken 2 t/m 4). In steenwolpotten is de pH echter niet veel lager wanneer men voedingsoplossing
met pH 4.0 gebruikt in vergelijking met pH 5.5 (Hoogerbrugge & Verkerke, 1998) en zal WD kunnen
optreden zolang er nog infectieus WVD-agens aanwezig is in de voedingsoplossing. In andere substraten
dan steenwol zoals perliet valt de pH mogelijk beter te sturen en valt WWD daarom ook beter te voorkomen
door verlaging van de pH van de voedingsoplossing.

5.2 Doel

Bepalen van het effect van pH en substraat, steenwol en perliet, op WVD.

5.3 Materiaal en methoden

5.3.1 Behandelingen

De pH hieronder aangegeven is de pH van de voedingsoplossing waarmee de potten werden bevloeid.
contrale pH 4.0 steenwolpot

contrale pH 5.5 steenwolpot

besmet pH 4.0 steenwolpot

besmet pH 5.5 steenwolpot

controle pH 4.0 perliet

controle pH 5.5 perliet

besmet pH 4.0 periliet

besmet pH 5.5 perliet

NGO &b

Eén herhaling was een pot in een nasibakje. Er waren 10 herhalingen per behandeling.
Steenwolpotten {Grodan) met afmetingen 10 x 10 x 6.5 cm werden gebruikt. Losse perliet werd geplaatst
in 12-cm plastic potten met op de bodem kaasdoek.

Voor het zaaien (cv. Odessa) werden de steenwolpotten gedompeld in voedingsoplossing (EC 2.3) met pH
4.0 of 5.5 (pH werd bijgesteld mbv HC! of NaOH). Perliet werd verzadigd door voedingsoplossing op de
potten te gieten totdat voedingsoplossing onderuit de pat liep. Temperatuur was ingesteid op 23/23°C en
er was 15 uur assimilatiebelichting per dag.

5.3.2 Besmetten
Eén week na zaaien werden de potten besmet door 250 ml besmette voedingsoplossing op de pot te

gieten. Vervolgens kregen de potten ca. 2x per week nietbesmette voedingsoplossing

5.3.3 Waarnemingen .
£én en 9 dagen na besmetten werd de pH bepaald in de potten van de controlebehandelingen

{behandelingen 1, 2, 5 en 6). Hiertoe werd de pH bepaald in de voedingsoplossing die onderuit de potten
fiep. Vier weken na zaaien werden de planten beoordeeld op het voorkomen van WVD. Planten werden
positief beoordeeld als er een duidelijke verbruining en/of verdikking van wortels was te zien.
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h.3.4 Statistische verwerking van de gegevens

De pH-gegevens werden geanalyseerd m.b.v. variantie-analyse en na een significante F-toets werden de
gemiddelde waarden met elkaar vergeleken m.b.v. LSD (P<(0.05). Verschillen in aantallen planten met WvVD
werden geanalyseerd m.b.v. de X*toets (P<0.05).

5.4 Resultaten

5.4.1 pH-metingen
De pH in het perliet was hoger dan in de steenwolpotten (Tabel 5.1).

Tabel 5.1. pH gemeten in de voedingsoplossing die uit het substraat lekte (pH substraat) op 8 en 16 dagen
na zaaien van komkommers.

pH substraat
Substraat pH voedingsoplossing 8 dagen na zaaien 16 dagen na zaaien
Steenwolblok 4.0 6.2a° 6.3a
Steenwolblok 55 6.5b 6.5ab
Perliet 4.0 6.4ab 6.7b
Perliet 5.5 6.7¢ 7.0¢

*Waarden gevolgd door verschillende letters zijn significant verschillend volgens LSD (P < 0.05)

5.4.2 WVD

Geen van de controleplanten had wortelverdikking. Planten opgekweekt in perliet hadden significant vaker
zichtbare WVD-symptomen dan planten in steenwolblokken {(X? ~toets, P<0.05). Significant minder planten
hadden WVD die voedingsoplossing met pH 4.0 hadden gekregen dan planten die voedingsoplossing met

pH 5.5 hadden gekregen (X*-toets, P<0.05) (Tabel 5.2)

Tabel 5.2. Aantal planten met zichtbare WVD-symptomen opgekweekt in steenwolblokken of perliet en

geirrigeerd met voedingsoplossing met pH 4.0 of 5.5.

Substraat pH voedingsoplossing Aantal planten met WVD 2
Steenwolblok 4.0 1
Steenwolblok 5.5 g
Perliet 4.0 7
Perliet 5.5 10

a) per behandeling waren er 10

5.5 Discussie

planten.

In tegenstelling tot wat verwacht werd was de pH in perliet iets hoger dan in steenwol. Het pH-verschil
tussen potten geirrigeerd met voedingsoplossingen pH 4.0 of 5.5 was relatief gering. In perliet werden
meer planten waargenomen met WVD dan in steenwol. Dit verschil hoeft echter niet te betekenen dat in
perliet meer WVD optreedt. Planten opgegroeid in perliet konden nl veel makkelijker worden beoordeeld
omdat de wortels van de planten vrij makkelijk uit het substraat kunnen worden verwijderd dit i.t.t. wortels in
steenwol. In steenwol is het vrijwel onmogelik om alle wortels it de pot te verwijderen en te begordelen.
Dus in perliet is de kans dat bij bemonstering WVD niet wordt waargenomen terwijl er wel (een geringe)
aantasting is veel kleiner dan in steenwol. Verder werden er geen metingen verricht om de waterpotentiaal
te bepalen in de potten. De waterpotentiaal die vermoedelijk verschillend was in perliet en steenwao! zou een



effect kunnen hebben op WVD. Opmerkelijk was dat, hoewel kort na besmetting de voedingsoplossing op de
pot werd gegoten en het WVD-agens dus slechts enkele minuten aan een lage pH (4.0) werd blootgesteld,
er een pH effect was. In eerdere proeven (hoofdstukken 2 en 3} werd al een pH-effect gevonden na 1 uur.
Blijkbaar is een korte blootstelling van het WD-agens aan een lage pH al voldoende om een behoorlijk deel
van de populatie aan WVD-agens uit te schakelen.
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6  Waardplanten van het WVD-agens (1) en het effect van
potsoort (steenwol en perliet) op WVD

6.1 Inleiding

Naast komkommer is WVD dok waargenomen op enkele andere vruchtgroentegewassen zoals bv de niet tot
de komkommerachtigen behorende tomaat en paprika. Mogelilk dat het agens de wortels van een brede
reeks plantensoorten kan infecteren. In de glastuinbouw lijkt alleen komkommer sterke schade te
ondervinden door WVD. Het is echter van belang om te weten welke planten geinfecteerd/aangetast kunnen
worden door het WVD-agens om te bepalen welke planten een potentiéle infectiebron zijn.

Op dit moment wordt door het bedrijfsleven een perlietpot ontwikkeld. Belangrijk is om te weten of er een
verschil bestaat in de mate waarin WVD optreedt in steenwol- en perlietpotten.

6.2 Doel

- Bepalen of het WWD-agens zich kan handhaven op de wortels van en schade kan veroorzaken bij de
volgende gewassen: komkommer, tomaat, paprika, aubergine, roos, gerbera en anthurium,
- Bepalen of in perlietpotten minder WVD optreed dan in steenwolpotten.

6.3 Materiaal en methoden

6.3.1 Proefopzet

De proef werd uitgevoerd in een kas op het Praktijkonderzoek Plant & Omgeving in Naaldwijk. Er waren 6
gesloten eb-vloed systemen waarbij aan elk systeemn 4 tafels van elk 1.6 x 1.1 m groot waren aangesloten.
De proef had een split-plot design waarbij wel/niet besmetten de hoofdfactor was met 3 herhalingen per
behandeling. Dus 3 systemen werden besmet met het WVD-agens en 3 niet. De nevenfactor was potsoort
(steenwol of perliet), waarbij op 2 tafels per systeem planten in steenwolpctten stonden en op de andere 2
tafels in perlietpotten. Op elke tafel stonden 7 plantensoorten met elk 6 planten.

6.3.2 Voedingsoplossing en besmetten

Voedingsoplossing aanbevolen voor de opkweek van groentegewassen werd gebruikt {Sonneveld & Straver,
1994). Vijfhonderd liter verse voedingsoplossing werd besmet met 5 L besmette voedingsoplossing.
Steenwolpotten werden gedompeld in de voedingsoplossing en perlietpotten werden in een 3 cm laag
voedingsoplossing gezet totdat ze verzadigd waren. Na bevochtigen van de potten werd bij de besmette
behandeling aan elke bak met 500 L voedingsoplossing 25 g zieke wortels toegevoegd.

6.3.3 Plantmateriaal
Plantsoorten en cultivars
Komkommer, cv Odessa

Tomaat, cv Aromata . ) .
Paprika, experimentele lijn afkomstig van een veredelingsbedrijf

Aubergine, experimentele lijn afkomstig van een veredelingsbedrijf

Roos, cv Lolly pop
Gerbera, cv Salsa

. Anthurium, cv Akropolis . .
Bij de vruchtgroentegewassen werden 1-week oude zaailingen verspeend in de steenwol- en perlietpotten.

NoOO WS-
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Bij roos, Gerbera en Anthurium werd jong plantgoed verkregen bij een commercieel bedrijf. De
temperatuurinstellingen waren 21,/23°C stoken/luchten.

6.3.4 Potsoort

De steenwolpotten kwamen van de firma Grodan {afmetingen: 10 x 10 x 6.5 cm, drooggewicht 45 g,
natgewicht 575 g) De perlietpotten kwamen van de firma U.E.P. (Beekstraat 33a, 9970 Kaprijke, Belgié)
(afmetingen: 10 x 10 x 6.5 cm, drooggewicht 50 g, natgewicht 400 g).

6.3.5 Bemonstering en waarnemingen

Drie weken na besmetten werd van elke tafel 1 pot per plantensoort verwijderd. De steenwolpotten werden
elk afzonderlijk in een nasibakje geplaatst in een andere kas. Deze verwiiderde planten kregen vervolgens
regelmatig niet-besmette voedingsoplossing op de pot. Na twee weken werden uit elke pot 5 worteltjes van
elk 3 cm gesneden. Indien wortels met WVD-symptomen in de pot werden gevonden werden deze wortels
gebruikt. Wortelstukjes afkomstig uit de 2 potten (met dezelfde plantensoart) afkomstig van tafels
aangesioten op hetzelfde systeem werden gelegd in een nasibakje en een biotoets (biotoets lwerd gestart
om de aanwezigheid van infectieus WvVD-agens op/in de wortelstukjes te bepalen. Deze procedure werd
herhaald (behalve met komkommer) 5 weken na besmetten {biotoets II).

Vier weken na start {(besmetting) van de proef werden alle komkommerplanten beoordeeld op het
voorkomen van WVD en gewogen (bovengronds versgewicht). Vijf weken na besmetten werden de andere
planten beoordeeld en gewogen.

6.3.6 Statistische verwerking van de gegevens
De proef had een split-plot opzet met wel/niet besmet als hootdfactor en potsoort als nevenfactor. De
gegevens werden per gewas afzonderlijk geanalyseerd dmv variantie-analyse.

6.4 Resultaten

WVD werd bij alle gewassen behalve roos en Anthurium gevonden. Het percentage planten met WVD en de
mate van aantasting was laag (Tabel 6.1). Bij paprika waren met het WWD-agens besmette planten
significant lichter dan de niet-besmette planten. Bij de andere gewassen waren er geen significante
verschillen {Ftoets, ~>0.05).

Er was geen verschil in de mate waarin WVD optrad tussen perliet- en steenwolpotten,

Het WVD-agens was aanwezig in/op de wortels van alle gewassen zoals bepaald mbv de biotoets (Tabel
6.1). In 2 gevallen, bij aubergine en roos, werd cok in de niet-besmette controle infectieus agens
aangetoond (Tabel 6.1).

6.5 Discussie

Behalve bij paprika werd er geen schade waargenomen wat betreft versgewicht van de planten. Wel was het
WVD-agens op de wortels van alle gewassen aanwezig. Omdat echter in 2 controle-behandelingen het WD-
agens ook werd aangetoond en het aantal herhalingen (3) beperkt was kan contaminatie niet uitgesloten
worden. Verder onderzoek naar het polyfage karakter van het WD-agens is daarom nodig.

In deze proef was de schade door WYD gering. De schade die het agens veroorzaakt zal waarschijnfijk per
plantensoort verschillen en sterk beinvioed worden door externe omstandlgheden. In de praktijk wordt (tot
nu toe) de meeste schade bij komkommer waargenomen. Externe omstandigheden hebben waarschijnlijk
ook een groot effect op de mate waarin schade ontstaat. In deze proef maar 0ok in een eerdere proef met
steenwalpotten was de schade gering terwijl bij proeven in hycrocultuur WVD tot aanzienlijk kleinere planten
leidt. De reden hiervoor is niet bekend. Mogelijk speelt de beschikbaarheid van water en/of zuurstofgehalte



in het substraat/water een rol en zullen natte condities tot meer WVD leiden.

Tabel 6.1. Aanwezigheid van WVD-symptomen en -agens op/in wortels van 7 verschillende gewassen

opgekweekt in steenwol- en perfietpotten.

Aanwezigheid WVD-agens?

Gewas Besmet | Substraat % WVD Biotoets | Biotoets Il
Komkommer Nee Perliet 0.0

Ja Perliet 11.1

Nee Steenwol 0.0 0 n.b.

Ja Steenwol 5.6 2 n.b.
Tomaat Nee Perliet 0.0

Ja Perliet 11.1

Nee Steenwol 0.0 0 0

Ja Steenwol 16.7 2 2
Paprika Nee Perliet 0.0

Ja Perliet 5.6

Nee Steenwol 0.0 0 0

Ja Steenwol 16.7 2 2
Aubergine Nee Petliet 0.0

Ja Perliet 11.1

Nee Steenwol 0.0 1 ]

Ja Steenwol 33.3 3 2
Anthurium Nee Perliet 0.0

Ja Perliet 0.0

Nee Steenwol 0.0 0 0

Ja Steenwol 0.0 0 3
Gerbera Nee Perliet 0.0

Ja Perliet 16.7

Nee Steenwol 0.0 0 0

Ja Steenwol 0.0 1 2
Roos Nee Perliet 0.0

Ja Perliet 0.0

Nee Steenwol 0.0 1 0

Ja Steenwol 0.0 0 2

2 Aantal herhalingen met WVD. Per gewas waren in totaal 3 herhalingen.
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7  Waardplanten van het WVD-agens (lI)

7.1 Inleiding

Resultaten beschreven in hoofdstuk 6 geven aan dat het WVD-agens op wortels van meerdere plantsoorten
kan overleven. Om de polyfage eigenschap van deze bacterie te bevestigen en om te bepalen of het agens
ook op/in wortels van Cucurbita lijnen kan overleven werd de volgende proef uitgevoerd waarbij 9
verschillende soorten/liinen werden gebruikt. De Cucurbita lijinen kunnen worden gebruikt als onderstam
voor komkommer, zijn resistent tegen Py#hium en bleken in een pilot proef ook minder vathaar voor WYD
dan komkommer (P. Paternotte, pers. med.)

7.2 Doel

Bevestigen van de polyfage natuur van het WVD-agens
Bepalen of Cucurbita, die gebruikt worden als onderstam voor komkommer, minder vatbaar zijn voor WD
dan komkommer.

7.3 Materiaal en methoden

7.3.1 Plantmateriaal

In totaal werden 9 plantensoorten/lijnen gebruikt:
1. Komkommer, cv Odessa

2. Tomaat, cv Aromata

3. Paprika, cv Spirit

4. Anthurium, cv Akropolis

5. Lupinus augustifolius

6. Cucurbita ficifolia

7. Cucurbita maxima x C. mosschata RS 841
8. C. maxima x C. mosschata RZ 64.05

8, . maxima RZ 64.01

Planten werden 1-2 weken voor aanvang van de proef gezaaid met uitzondering van Anthurium.
Anthuriumplanten werden verkregen van een commercieel bedrijf. Deze planten hadden bij aanvang van de
proef 6-7 bladeren en stonden in potten met steenwoiviokken. De viokken werden verwijderd bij aanvang

van de proef.

7.3.2 Proefopzet

Plantjes werden in nasibakjes in voedingsoplossing {pH ©.5, £C 2.3, zonder ammonium} gehangen. Twee
plantjes per bakje behalve van Anthurium {1 plant/bakje). De proef had een factoriéle opzet met plantsoort
en wel/niet besmet als experimentele factoren. In totaal waren er 20 behandelingscombinaties met 9
plantsoarten en één controle zonder plant. Bakjes werden besmet door bij 650 ml verse voedingsoplossing
50 mi besmette voedingsoplossing te gieten. Bij de nietbesmette controles werd 50 mi nietbesmette

voedingsoplossing gegoten.
7.3.3 Biotoets en waarnemingen

Na 14 dagen werden alle planten beoordeeld op het voorkomen van WVD en werd tevens het versgewicht
bepaald van de bovengrondse delen. Na 8 en 14 dagen werd in 2 bakjes uit elke behandeling de pH

kil



gemeten en werd uit elk bakje 50 ml overgeént bij 650 ml verse voedingsoplossing (EC 1, zonder
ammoniumn) waarin 2 komkommerplantjes werden gehangen (de biotoets). Twee weken na inzet van de
biotoets werden de komkommerplantjes beoordeeld op WVD.

7.34 Statistische verwerking van de gegevens

Plantgewichten werden per plantensoort of lijn afzonderlijk geanalyseerd m.b.v. een t-test (P<0.05). De
gegevens van komkommer, tomaat, paprika en lupine werden eerst getransformeerd (worteltransformatie)
alvorens de ttest werd uitgevoerd.

7.4 Resultaten

Wortels van alle getoetste soorten/lijnen, behalve Anthurium, waren zichtbaar aangetast na besmetting in
beide proeven. De aantasting was in proef | sterker dan in proef Il en groeireductie door WVD was bij de
meeste plantensaoorten in proef | ook hoger dan in proef I {Tabel 7.1). Planten van de lijn C. maxima x C.
mosschata RS841 hadden in beide proeven duidelijk WVD, maar het gewicht van planten met WVD
verschilde niet significant van planten zonder WVD (Tabel 7.1). Komkommer, tomaat en paprika werden
relatief het meest in de groei geremd door WVD {Tabel 7.1} In voedingsoplossing waarin een plant had
gestaan kon 14 dagen na besmetting (ook bij Anthurium) het WVD-agens worden aangetoond mbv de
biotoets, maar niet in voedingsoplossing waarin géén plant had gestaan.

7.5 Discussie

Qok uit deze proeven bleek het polyfage karakter van het WvD-agens. Nieuw is dat het agens ook wortels
van lupine kan aantasten en bevestigd is dat Anthurium als sympteomloze drager van het WVD-agens kan
fungeren {(zie ook hoofdstuk 6). Tot nu toe biijken alle getoetste plantensoorten aangetast te kunnen worden
of symptoomloos drager te kunnen zijn van het WvD-agens. Mogelijk dat het WVD-agens op/in wortels van
(bijna) alle plantensoorten kan overleven. De resultaten van het onderzoek geven aan dat het WWD-agens in
principe met (bijna) elk planimateriaal kan worden geintroduceerd maar dat de overlevingsduur gering in in
afwezigheid van een levende plant.

Cucurbita ficifolia en Cucurbita maxima x C. mosschata RS 841, die als onderstam kunnen worden gebruikt
bij de teelt van komkommer, bleken in eerder onderzoek resistent te zijn tegen WVD in steenwol (P.
Paternotte, pers. med). In de hier beschreven proeven met een hoge ziektedruk en voor WVD zeer gunstige
omstandigheden (nl hydrocultuur, zie ook hoofdstuk 8) werden alle Cucurbita lijnen wel aangetast door het
WVD-agens. Echter groeireductie door WVD was bij deze lijnen aanzienlijk lager dan bij komkommer en deze
mate van partiéle resistentie/tolerantie voor WVD kan onder voor WVD minder gunstige omstandigheden
mogelijk voldoende zijn om schade door WVD te reduceren of zelfs helemaal te voorkomen.



Tabel 7.1. Versgewicht, WWD-symptomen en aanwezigheid van het WD-agens in de voedingsoplossing van
planten wel/niet besmet met het WVD-agens

Versgewicht (g)
Soort/lijn Besmet Proef 1 Proef 2
Komkommer Nee 7.6a? 7.3a
Ja 1.2b 3.7b
Tomaat Nee 3.5a 1.5a
Ja - _ 0.3b 0.8b
Paprika Nee 1.6a 1.3a
Ja 0.2b 0.6b
Anthurium Nee 13.7a 15.8a
Ja 13.8a 14.1a
Lupine Nee 0.7a 1.7a
Ja 0.4b 1.2b
C. ficifolia Nee 17.9a 15.3a
Ja 14.2a 10.1b
RS841 Nee 17.2a 12.0a
Ja 14.2a 12.9a
RZ 64.05 Nee 17.2a 9.%a
Ja 12.6b 10.8a
R7 64.01 Nee 8.6a h.2a
Ja 5.8b 4.4a

2 Waarden gevolgd door verschillende letters in dezelfde kolom en behorend bij dezelfde soort/lijn zijn significant
verschillend volgens de ttest (P<0.05). De gegevens van komkommer, tomaat, paprika en lupine waren eerst
getransformeerd (worteltransformatie) alvorens de ttest was uitgevoerd.
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8  Effect watergehalte steenwolpot op wortelverdikking

8.1 Inleiding

In hydrocultuur vindt na besmetting altijd in sterke mate WVD plaats bij komkommer terwijl in
steenwolblokken de aantasting vee! minder is en soms helemaal wegblijft. De pH kan dit verschil niet
verklaren omdat zowel in de pot als in de gebruikte voedingsoplossing de pH 6-7 is. Mogelijk speelt de
beschikbaarheid van water een belangrijke rol bij het ontstaan van WVD.

8.2 Doel

De hypothese toetsen dat bij een hoger watergehalte in de steenwoipot meer WVD optreedt.

8.3 Materiaal en methoden

8.3.1 Voedingsoplossing
Zonder ammonium, pH 6.5 en EC 2.3 (bijlage 1)

8.3.2 Plantmateriaal
Komkommer cv. Odessa werd gezaaid in vermiculiet en na 7 dagen werden de plantjes geplaatst in
steenwolblokken of nasibakjes (hydrocultuur).

8.3.3 Behandelingen
De proef had een factoriéle opzet met in totaal 8 behandslingscombinaties. De proeffactoren waren
besmet/niet besmet en vocht- of teeltregime. Er waren 4 verschillende vocht- of teeliregimes:

1. Hydrocultuur: planten werden in bakjes in voedingsoplossing gehangen gevuld met 700 ml

voedingsoplossing. Yoedingsoplossing werd regelmatig aangevuld

2. Steenwolpot stond gedurende de gehele proef in een laag voedingsoplossing 1-2 cm
onder de bovenrand van de pot

3. Steenwolpot werd 2x per week verzadigd met voedingsoplossing (ca. 500 mi/pot)

4, Steenwoipot kreeg 275 ml voedingsoplossing op dag 0 en werd gewogen. De
hoeveelheid voedingsoplossing werd 2x per week bijgevuld door bijgieten op de pot tot
het begingewicht (dag Q) was bereikt.

Er werd besmet door 200 ml besmette voedingsoplossing (50 ml besmet uit bakje met zieke planten + 150
ml verse niet-besmette voedingsoplossing) op de pot of in het nasibakje (hydrocuituur) te gieten. Vervolgens

werd de pot/bakje aangevuld met niet-besmette voedingsoplossing om tot de hierboven vermelde

hoeveelheden voedingsaplossing te komen. Er waren 3 herhalingen per behandeling. Bij behandelingen 1 en

4 bestond één herhaling uit één nasibakje met 1 plantje. Bij de ander behandelingen bestond één herhaling
uit één steenwolpot met 1 plante. Elke steenwolblok was geplaatst in een apart bakje.

8.3.4 Waarnemingen _
Twintig dagen na inzet werd het bovengronds versgewicht van de planten bepaald. Hiertoe werden de

planten direct onder de cotylen afgesneden.
Tevens werden de wortels beoordeeld op mate van WVYD mbv de volgende schaal:

0: geen WWD
1: Wortels slechts op enkele plaatsen aangetast
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