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Inleiding

De quarantaineziekte bruinrot van aardappel,
veroorzaakt door de bacterie Ralstonia (voor-
heen: Pseudomonas) solanacearum werd in
Nederland voor het eerst met zekerheid aange-
troffen in 1992. Het betrof een geisoleerd geval
in Zuid-Nederland dat later verbonden bleek
te zijn met al eerder opgetreden besmettingen
in Belgié. Echter, door een verband met slui-
pende oppervlaktewaterbesmetting sluimerde
de ziekte vrijwel zeker sinds het eind van de
jaren tachtig en kwam tot uitbarsting in 1995.
In hetzelfde jaar werd ook oppervlaktewater-
besmetting in Noord-Nederland vastgesteld.
Sindsdien is door een grote inspanning van de
Plantenziektenkundige Dienst (PD), de Neder-
landse Algemene Keuringsdienst (NAK), het
bedrijfsleven en het onderzoek (Plant Research
International (PRI - voorheen IPO) en Wage-
ningen Universiteit) veel bereikt in de opspo-
ring en uitroeiing/bestrijding door toename
van de kennis van diagnostiek en epidemiolo-
gie van deze ziekte. Dit artikel geeft een over-
zicht van de aanpak en het onderzoek sinds de
uitbraak van bruinrot in 1995 en werpt een blik
vooruit naar toekomstige ontwikkelingen.

De bacterie Ralstonia solanacearum
Aan het eind van de 19¢ eeuw werd een
ernstige verwelkingsziekte (slijmziekte ge-
noemd) beschreven in (sub)tropische stre-
ken bij tomaat, tabak, aardappel (Figuur 1A
en B), banaan en pinda. De grondlegger van
de fytobacteriologie, de Amerikaan Erwin E
Smith toonde al in 1896 aan dat de veroorza-
ker een bacterie was, Bacillus solanacearum
genaamd. In 1914 plaatste Smith deze niet-
sporenvormende Gram-negatieve bacterie
(Figuur 1D) in het geslacht Pseudomonas.
Vervolgens werd slijmziekte aangetoond bij
zeer veel verschillende waardplanten in (sub)

tropische gebieden. Moraes (1947) beschreef
echter in Portugal een vorm van de bacte-

rie die beter aangepast was aan gematigde
klimaatstreken (groeioptimum van 27°C i.p.v.
35°C). Later werd die vorm ook aangetroffen
in andere landen van het Mediterrane gebied,
met name in Egypte, en in bergstreken in de
tropen. Het bleek dat deze “koude’ vorm, en
de bacterie die bij banaan voorkwam, goed te
onderscheiden waren op basis van pathogeni-
teit op verschillende waardplanten (indeling
in rassen of races) en gebruik van specifieke
nutriénten (koolstofbronnen) in het labora-
torium (biochemische variéteiten of biovars).
De tropische vorm met een zeer grote waard-
plantenreeks werd door Buddenhagen (1961)
ras 1 genoemd (waarvan zich later nog ras 4
en 5 afsplitsten), de vorm gespecialiseerd op
banaan en de verwante Heliconia, ras 2, en de
‘koude’ vorm met een beperkte waardplanten-
reeks, voornamelijk Solanaceae, ras 3.

De ‘koude’ vorm (ras 3) bleek bij de bioche-
mische indeling van Hayward (zie Hayward,
1994) tot biovar 2 (later ook wel 2A genoemd)
te behoren, terwijl de andere rassen binnen
andere biovars (1, 3-5) vielen. Een speciale
biovar (2T) van ras 3 bleek in de Andes voor
te komen, en er werd daar in wilde aardappel
resistentie gevonden tegen ras 3. Dit ras heeft
zich vermoedelijk met de aardappel vanuit de
Andes over de wereld is verspreid, wellicht tij-
dens de tweede wereldoorlog met geallieerde
troepen naar het Mediterrane gebied.

Ras 3 blijkt genetisch zeer homogeen te zijn.
Bij de ontwikkeling van het moleculair-bio-
logisch/taxonomisch onderzoek is verdere
verfijning van de diversiteit van de bruinrot-
bacterie mogelijk gebleken, o.a. op basis van
RFLP- en 16S rRNA-analyse en sequentie-
analyse van het endonuclease-gen (egl) en
andere huishoudgenen (Castillo & Greenberg,
2007; Cook & Sequeira, 1994; Fegan & Prior,
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Figuur 1.

A: Symptomen van bruinrot veroorzaakt door de bacterie Ralstonia solanacearum in aardappel: sterke verwelking

door verstopping en afbraak van het vaatweefsel;

B: Symptomen van bruinrot in een aardappelknol: lichtbruine vatverkleuring, uit het aangetaste weefstel treed na
aansnijden spontaan vuilwit bacterieslijm naar buiten. Het zwartverkleurde weefsel is secondaire aantasting

door andere micro-organismen;
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C: Typische kolonies van de bruinrotbacterie, slijmerig met een diffuse rode kern, door opname van een kleurstof,
tetrazoliumchloride, op de selectieve voedingsbodem SMSA 5 dagen na uitplaten;
D: Kleine roodgekleurde cellen (kleuring volgens Gram) van Ralstonia solanacearum in een spiraalvat (kleinste

vaatweefsel-onderdeel) van een aardappelknol.
© Janse, 2006

2005, Gabriel et al., 2006; Pinghsheng et al., 2007;
Poussier et al., 2000) en de bacterie werd in het
geslacht Ralstonia geplaatst (Yabuuchi et al., 1995).
Op basis van de sequentieanalyses worden nu vier
zogenaamde ‘fylotypen’ onderscheiden: fylotype

I betreft stammen met een oorsprong in Azié,
fylotype II heeft zijn oorsprong op het Amerikaans
continent (IIa biovar 2, ras 3 stammen, IIb overige,
ook enkele uit Afrika), fylotype III Afrika en fylotype
IV Indonesié. Tabel 1 en Figuur 2 geven een over-
zicht van de huidige indelingen en de complexiteit
van deze bacterie. Een nieuwe agressieve vorm
met veel waardplanten, waaronder Anthurium,
Cucurbitaceae, Heliconia en tomaat werd recent
als fylotype II/4NPB (niet pathogeen voor banaan)
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beschreven voor Martinique (Wicker et al., 2007).
Deze kan een bedreiging vormen voor de Europese
kasteelt. De ‘koude vorm, die in Nederland en vele
landen in West-Europa voorkomt (Janse, 1996),
blijkt in deze typeringen genetisch homogeen te
zijn en tot nu toe altijd Ralstonia solanacearum
(Rsol) ras 3, biovar 2, fylotype II (sequevar 1 en 2) te
betreffen.

De eerste vondsten en uitbraak in Nederland
in 1995

In de jaren zestig van de vorige eeuw kwam export
van vroege aardappelen uit het Mediterrane
gebied, met name Malta, Cyprus en Egypte, naar
West-Europa op gang. Alin 1961 rapporteerden

Pagina 177



Mededelingenblad van de Koninklijke Nederlandse Plantenziektekundige Vereniging

AbyTndyes 1

- Biamera 12

— . L
Mrolwpaz 12 i | T
T TR ]
L N TR £ e, AEEHE
R 3 Faskisps O T ey wew B
g @~ "
s
a
'ﬂ e i 0 HEr
AL, - L
R et Ser.mim 3
Tanlzbvpa 21

Figuur 3. Verzamelen van een monster aardappelknol-
= len voor onderzoek op latente bruinrotinfectie (200
Figuur 2. Classificering van Ralstonia solanacearumin  knollen monster) door een inspecteur van de buiten-

zgn. fylotypen en sequevars (sequentie variéteiten) op dienst van de PD. De inspecteur draagt een wegwerp-
basis van partiéle sequentie-analyse van het endoglu- overal en overschoenen en handschoenen om eventuele
canase gen. Het balkje stelt 100 nucleotide posities voor.  verspreiding van de bacterie te voorkomen.

Naar Fegan & Prior, 2000. Copyright: NIVAP

Tabel 1. Subspecifieke diversiteit van Ralstonia solanacearum’.

Ras Biovar RFLP-patroon? Fylotype?® Waardplantenreeks Voorkomen
1 1 1-7 IIb Breed Z. Amerika, VS
1 3 8-14 I Breed Vnl. 7.0 Azié, Z. Amerika,

Australié, China, enkele in VS

1 1en 2N v Breed Afrika
1 1,2, 2N en Ralstonia syzygii I

van kruidnagel en Blood

Disease Bacterium

[ARTIKEL

(BDB) van banaan

1 4 11,15-18,21-23 |1 Breed Z.0. Azi€, China, Australig,
enkele 00k VS
1 5 19, 20 I Morus alba (moerbei) | China
2 1 24,25,28 IIb (bananen- | Banaan (Musa spp.), | Z.en C. Amerika, Filippijnen
variant op Heliconia
Filippijnen IV)
3 2 of 2A 26A, B Ila Beperkt Alle bewoonde continenten
3 2 of 2A 27A,B,C 1Ib Beperkt Ten westen van Andes: Chili,
Colombia
Tussen | 2T (2N) 29-33 IIb Beperkt Ten oosten van Andes: laag
len3 landen Brazilié, Peru
4 4 I Gember Australi€, China, Hawaii, India,

Japan, Mauritius, Z. Azié, India

Voor bevestigende AFLP and PCR-RFLP van deze onderverdelingen, zie Poussier et al. (2000) en Horita et al. (2005).
2 Naar Cook and Sequiera (1994).
3Voor indeling fylotypen en sequevars, zie Figuur 2 en o.a. Fegan & Prior 2005, Castillo & Greenberg, 2007.
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het Verenigd Koninkrijk en Duitsland vondsten
van bruinrot in deze aardappelen, waarover zich
overigens niemand erg druk maakte. In 1972
toonde men in Zweden aan dat lokale infecties van
bruinrot ontstonden, stroomafwaarts van twee
aardappelverwerkende fabrieken die onbehandeld
afval loosden in een rivier van waaruit aardappelen
beregend werden. Ook toonde men daar aan dat
het onkruid bitterzoet (Solanum dulcamara) dat
langs en in het water groeit, de bacterie in stand
hield. In een vierjarig bestrijdingsprogramma
(zuivering afval fabriek, bestrijding bitterzoet langs
rivier, vier jaar geen aardappelen op besmette
percelen en vernietiging besmette aardappelen)
werden de ziekte en de bacterie uitgeroeid (Janse,
1996; Persson, 2008). Intussen nam de export van
vroege aardappelen uit Egypte, de vondsten van
bruinrot in deze aardappelen en de beregening
(vanwege meer opbrengst en bestrijding van de
schurftbacterie Streptomyces scabiei) in West-
Europa en ook in Nederland sterk toe. In Belgié
leidde dit in 1989 tot een vergelijkbare uitbraak van
de ziekte langs een kanaal, stroomafwaarts van een
verwerkende industrie. Dit was tevens aanleiding
tot een uitbraak in Nederland die werd aangetoond
midden in het pootaardappelexportseizoen van
1995 en in verscheidene andere West-Europese
landen (Elphinstone et al., 1998; Janse, 1996).
Vanwege het risico van besmetting had de PD al
pro-actief een detectiemethode voor het aantonen
van latente infecties van aardappel ontwikkeld, die
binnen de European Plant Protection Organisation
(EPPO) en de EU werd aanvaard (Janse, 1988). Bij
de uitbraak in Nederland werd een zware infectie
in enkele lijnen van het lokale ras Bildtstar vastge-
steld, met verspreiding via pootgoed en contact
(machines e.d.). Er werd besloten, ook onder ver-
plichting van de Europese Commissie en druk van
lidstaten, tot het volledig (integraal) toetsen van

al het te verhandelen pootgoed. Hierbij werden in
dat jaar door PD, NAK, Naktuinbouw en TNO Zeist
in enkele maanden tijd 55.000 monsters getoetst
(200 knollenmonsters per elke 25 ton aardappe-
len), waarbij 94 besmettingen in 24 verschillende
cultivars werden gevonden (Figuur 3). Een aantal
besmettingen kon niet tot contact of pootgoed
worden teruggeleid — hier viel de verdenking op
het oppervlaktewater. Deze verdenking kon eind
1995 bevestigd worden door het aantreffen van de
bacterie in oppervlaktewater en bitterzoet in ver-
schillende delen van het land (Janse, 1996; Janse et
al., 1998).

Integrale toetsing en maatregelenpakket
Om de ziekte terug te dringen als ook om de
exportpositie te behouden, wordt al het pootgoed,
reeds gedurende een groot aantal
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Figuur 4. Verspreiding van Ralstonia solanacearum in
oppervlaktewater zoals vastgesteld door de jaren heen
via monitoring van de PD (1997, 2000 en 2005). Zie
verder: tekst.

Copyright: PD

jaren integraal getoetst (200 knollen/25 ton),
terwijl ook surveys in consumptie- en indu-
strieaardappelen en monitoring (opvolgen van
gevonden besmettingen) plaats vonden. Deze
operatie werd vanaf 1996 uitgevoerd door PD
en NAK. Tevens werd een uitgebreide monito-
ring van oppervlaktewater uitgevoerd. Toen in
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2004 de ziektedruk in de aardappelkolom be-
hoorlijk verlaagd was, werd in overleg met de EU
besloten tot toetsing van een 200 knollenmon-
ster per partij, ongeacht de grootte van de partij.
In 2006 werd de integrale toetsing overgedragen
aan de NAK, terwijl de PD monitoring, surveys en
watertoetsing en toetsing van bacteriecultures
uit water- en knolmonsters bleef uitvoeren. Deze
laatste activiteiten, met uitzondering van de
toetsing van cultures uit knolmonsters, zijn sinds
2008 ook overgedragen aan de NAK.

In aanvulling op de integrale toets, vanuit natio-
nale overwegingen en vanuit de EU Bestrijdings-
richtlijn voor bruinrot (Anonymus, 1998 en 2006)
werden in grote lijnen de volgende algemene en
specifieke maatregelen genomen bij het vinden
van bruinrot in knollen of een perceel:

* toetsing op latente infecties van bruinrot in
al het geproduceerde pootgoed van een
getroffen bedrijf,

* surveys in industrie- en consumptie
(inclusief import),

* vernietiging van aangetaste partijen
door stomen (en vervolgens vervoede-
ren aan varkens), biovergisting met een
categorie 3 vergister, tunnelcomposte-
ring, verwerken in door de PD erkende
verwerkende bedrijven en (incidenteel)
diep begraven,

* partijen van een besmet bedrijf waarin
geen Rsol is aangetoond slechts in klein-
verpakking (maximaal 10 kg) direct naar
consumentenmarkt of voor verwerking
naar de industrie,

* ontsmetting bedrijf en strenge bedrijfs-
hygiéne,

* opslagbestrijding besmette percelen en
een teeltverbod van vier (bij consump-

tieteelt) of vijf jaar (bij teelt pootgoed) op
een besmet perceel,

* melding vondsten in Brussel en evt. aan
individuele EU-lidstaten,

* irrigatieverbod in bekende en door de
PD afgebakende besmette oppervlakte-
watergebieden,

* traceringsonderzoek (klonale verwant-
schap, contact, beregening) na vondsten.

Invloed van maatregelen en toets

Uit Tabel 2 blijkt dat de ziekte de laatste jaren
nog slechts sporadisch voorkomt (en men zou
terecht kunnen spreken van functionele uitroei-
ing). Echter, het nog steeds weer vinden van één
of enkele gevallen van bruinrot per jaar geeft
ook aan dat bij teelt in de directe omgeving van
besmet oppervlaktewater een klein risico bestaat
dat pootaardappelen onopgemerkt in contact
komen met dit water, temeer daar de bacterie
nog steeds op grote schaal in het oppervlaktewa-
ter voorkomt en hierin waarschijnlijk ook niet uit
te roeien is. In 2005 is daarom een algeheel be-
regeningsverbod voor pootgoed ingesteld. In de
laatste jaren zijn enkele zeer lichte besmettingen
opgetreden. Enerzijds geeft dit aan dat ook an-
dere factoren, zoals fouten in waterhuishouding
rondom percelen, overwaaien beregeningswater
van naburige percelen, eventueel vogels, water-
toeristen, etc. een rol spelen en er wel degelijk
risico op herintroductie vanuit oppervlaktewater
blijft bestaan. Anderzijds werd er nooit versprei-
ding via afspoeling van de bacterie uit besmette
velden naar het oppervlaktewater vastgesteld.
Het maatregelenpakket is zeer effectief geble-
ken. Op percelen waar ooit (zware) besmetting
werd vastgesteld, is veelal weer één of twee

maal aardappelen geteeld. Bedrijven die besmet

Tabel 2. Aantal op bruinrot onderzochte en besmet bevonden aardappelmonsters van 1996-2008.

% besmette monsters 0,53 039 334 1,13 04

Categorie 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Integrale bemonstering* 57.500 67.150 59.700 66.800 66.775 63.091 60.928 62.817 60.700 32.524 28.338 22.472 24.823
Aantal besmette monsters 9 30 5 62 34 16 14 7 1 1 1 1 1

% besmette monsters 0,01 0,04 001 0,09 005 0,03 0,02 0,01 0,002 0,002 0,004 0,004 0,004
Surveys (incl. tracering) 2.850 4.300 4.100 5.300 4.573 3.463 4.339 2.682 4.965 3.339 2.222 2.880 3.081
Aantal besmette monsters 15 17 137 60 19 10 40 6 1 1 3 1 14

0,3 0,9 0,22 0,02 0,03 0,14 0,03 0,45

Totaal % besmette monsters 0,04 0,07 022 0,17 0,07

0,04 0,08 0,02 0,003 0,006 0,01 0,008 0,05

* Integrale bemonstering = NAK-pootgoed + TBM-pootgoed + kwekersklonen
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waren, blijven/bleven opgenomen in het survey-
programma van de PD. In geen van deze geval-
len werd heraantasting gevonden. Dit is ook een
zeer sterke aanwijzing tegen het véérkomen

van zogenaamde ‘viable, but non-culturable’ of
VBNC (levende, maar niet-kweekbare) -vormen
van de bacterie die overal in het milieu aanwezig
zouden zijn.

Niet direct duidelijk uit Tabel 2 is het vele werk
van de PD-buitendienst. Naast de inspecties

en bemonstering, de moeilijke gesprekken met
zwaar getroffen telers, de vele bedrijfsbezoeken
en de uitgebreide traceringsonderzoeken. Ook
noemens- en prijzenswaardig is de grote steun
vanuit het georganiseerde bedrijfsleven. Aan

het beregeningsverbod, dat in droge zomers een
grote impact heeft, zijn uitgebreide discussies
vooraf gegaan. Ook de steun bij traceringsonder-
zoeken van telers en handel, bezoeken aan het
buitenland, bereidheid om aanvullende maat-
regelen te nemen waar het instrumentarium
van de overheid tekort schoot (partijen uit de
handel nemen) en de inzet voor de Potatopol-
verzekering hebben het werk voor de PD sterk
gefaciliteerd en genomen maatregelen succesvol
gemaakt.
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Monitoring van oppervlaktewater

Toetsing op het voorkomen van Rsol vindt plaats
via isolatie op een kunstmatige voedingsbodem
(SMSA genoemd) die op basis van een aantal
voedingstoffen en toegevoegde antibiotica
selectief is voor de bruinrotbacterie (Figuur

1C). Dit medium heeft het mogelijk gemaakt de
bacterie in zeer lage aantallen (10-100 cellen/ml)
in oppervlaktewater en andere substraten aan te
tonen. Door de jaren heen is de bacterie in een
steeds groter gebied in allerlei oppervlaktewate-
ren en ook in bitterzoet aangetoond. Sinds 2005
wordt nog slechts aan de rand van besmette
gebieden en in nog niet besmette gebieden be-
monsterd omdat inperking van besmette gebie-
den niet aan de orde was. Om deze reden is het
percentage besmette monsters afgenomen. De
kaartjes van Nederland (Figuur 4) geven een dui-
delijk beeld van hoe de bacterie zich in de loop
van de jaren in een steeds groter gebied heeft
weten te vestigen. Tevens werd afvalwater en
effluent bemonsterd bij aardappelverwerkende
industrieén en stadszuiveringen. De bacterie is
overigens nooit in effluent aangetoond.

Diagnostiek

De screening op latente infecties en diagnose
van bacterién, verkregen uit zowel latent als
zichtbaar besmet plantenmateriaal, water, grond
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Figuur 5. Aantallen kolonievormende eenheden van Ralstonia solanacearum in een zwaar besmet oppervlakte-
water gedurende drie seizoenen. De bacterie kon tot aan ijsvorming worden aangetoond, zij het in lage aantallen.
In het jaar 1997/98 vond sterke afname van de populatie in de zomer plaats, waarschijnlijk door invloed van

sterke algengroei. Copyright: Janse, 2006
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en afval, wordt uitgevoerd volgens een standaard
EU- toetsmethode vastgelegd in een EU-bestrij-
dingsrichtlijn (Anonymus, 1998 en 2006). De
basis screeningtoets is een serologische toets die
gebruik maakt van fluorescentie-microscopie,
nl. immunofluorescentie (IF). Bij het vinden
van een positieve IF wordt een verplichte
aanvullende screeningtoets uitgevoerd die
gebruik maakt van een DNA techniek (PCR

of fluorescente in-situ hybridisatie, FISH). Is
deze tweede toets ook positief dan is het mon-
ster bruinrot-verdacht en wordt via isolatie

op SMSA getracht de bacterie in handen te
krijgen. Wanneer typische kolonies worden
verkregen worden deze reingekweekt en mid-
dels biochemische (vetzuuranalyse, biovarbe-
paling), serologische (IF) en DNA technieken
zoals PCR, rep-PCR (vingerafdrukmethode)

of FISH, geidentificeerd en via kunstmatige
inoculatie in jonge tomatenplanten op hun pa-
thogeniteit getoetst. De pathogeniteitstoets is
doorslaggevend voor een definitieve diagnose
omdat de eerdergenoemde toetsen gevoelig
zijn voor storende vals-positieve reacties met
andere organismen (zgn. kruisreacties). Het

toetsings- en beslisschema van de EU-methode
die ook door PD en NAK worden toegepast is
vermeld in Figuur 6.

Enkele resultaten uit het diagnostisch
onderzoek

In samenwerking met de leerstoelgroep Micro-
biologie van de WU werd een 16S rRNA-probe
ontwikkeld die werd toegepast in de FISH-toets
(Wullings et al., 1998). Deze toets werd opge-
nomen in het internationale (ring-) onderzoek
binnen de EU (Elphinstone et al., 2006) en in
de EU-toetsmethode. Verder werd een door het
PRI verder ontwikkelde RNA-toets (NASBA) op
praktijkwaarde getoetst met een groot aantal
praktijkmonsters en een panel van mogelijk
kruisreagerende bacterién. Deze techniek bleek
helaas niet betrouwbaar genoeg. De veelbelo-
vende real-time TagMan PCR (Weller et al., 2000)
werd op eenzelfde wijze getoetst. De vermenig-
vuldiging van eventueel aanwezig DNA van R.
solanacearum word in deze toets direct vanaf het
begin al gemeten door middel van een fluo-
rescerend label aan het DNA. Ten opzichte van
conventionele PCR en IF hoeven veel minder
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Figuur 6. Schema van de diagnose van een aardappelmonster verdacht van bruinrot (latente infectie) volgens de

EU bestrijdingsrichtlijn bruinrot.
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handelingen plaats te vinden met een eenzelfde
of zelfs hogere betrouwbaarheid. Er wordt nu in
internationaal verband geprobeerd deze tech-
niek in de EU-methode op te nemen. Real-time
PCR kan dan naast, of als vervanger van, de IF
toets worden ingezet. Ook werden commercieel
geproduceerde antisera gevalideerd met een
panel kruisreagerende bacterién en een groter
aantal positieve en negatieve praktijkmonsters,
zodat deze betrouwbaar in de integrale toetsing
kon worden ingezet.

Enkele resultaten uit het epidemiologisch
onderzoek

In de laatste decennia heeft de PD ook bijgedra-
gen aan het nationale en internationale epide-
miologische onderzoek aan de bruinrotbacterie
en hierover gepubliceerd. Belangrijke vragen
betroffen de overleving van de bacterie op en

in diverse substraten (Janse et al., 1998; Wenne-
ker et al., 1998) en de overleving in (natuurlijk)
besmette grond op enkele praktijkpercelen.
Overleving in grond van meer dan een jaar werd
definitief aangetoond. Bij snijmais bleken geen
(micro-) wortelinfecties voor te komen (van
Beuningen et al., 1999). De meeste van deze ge-
gevens kwamen sterk overeen met gegevens van
het PRI in microkosmosexperimenten (van Elsas
etal., 2000 en 2001). Ook werd voor het eerst uit
verwelkende brandnetelplanten (Urtica dioica),
die met de voeten in sterk besmet oppervlak-
tewater stonden, Rsol geisoleerd (Wenneker et
al., 1999). Deze vondsten waren van belang om
te adviseren over gewassen in de rotatie op een
besmet perceel.

In samenwerking met Biologische Bedrijfssyste-
men (WU) werd aangetoond dat Rsol zes weken
anaerobe vergisting van besmet materiaal in een
speciale tank niet overleefde (Termorshuizen et
al., 2003). In samenwerking met de zetmeelin-
dustrie werd nagegaan of de bacterie het zuive-
ringsproces van de fabriek kon overleven. Bacte-
rién konden wel in het onbehandelde waswater
worden aangetoond en in de eerste stappen van
de afvalzuivering, maar nooit in het uiteindelijke
effluent of vaste eindproduct. Er werden suc-
cesvolle proeven gedaan met semi-anaerobe
afdoding van de bacterie in het veld onder
plastic (biologische grondontsmetting) (Messiha
et al., 2007b), waarbij een 93% afdoding werd
vastgesteld. Uit het onderzoek bleek verder dat
de bacterie in potproeven tenminste 180 dagen
overleefde in grond en langer in Nederlands dan
in Egyptische gronden en langer in klei- dan in
zandgrond (Messiha, 2006, 2006a; Messiha et
al., 2007a). Ook werd de overleving in opper-
vlaktewater in een zwaar, matig en licht besmet
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gebied gedurende een periode van drie jaar
nauwkeurig in kaart gebracht (Figuur 5). Hierbij
bleek de bacterie, wanneer bitterzoet aanwezig
was in het zwaar besmette gebied, tot aan ijs-
vorming in de winter aantoonbaar, terwijl een
duidelijke toename in bacterieaantallen te zien
was wanneer de temperatuur boven de 15°C
kwam (Wenneker et al., 1999).

Uitgebreid onderzoek werd verricht naar de sta-
tistische betrouwbaarheid van de bemonstering
op latente infecties, waarbij werd vastgesteld

dat de praktijksituatie de statistische trefkans
zeer betrouwbaar benadert (Janse & Wenne-

ker, 2002). Er werd onderzoek gedaan naar de
effectiviteit van ontsmettingsmiddelen zoals
chloor en waterstofperoxide (H,O,) in combina-
tie met perazijnzuur, om het beregeningswater
te ontsmetten. Water behandeld met 100 ppm
H,0,/perazijnzuur, met behulp van apparatuur
vervaardigd door de fa. Brightspark, bleek vrij

te zijn van de bruinrotbacterie (van Beuningen
etal., 2005). Er is inmiddels een vergunning
verleend voor het middel (merknaam Clamarin)
voor beregening van consumptieaardappelen en
er zal in 2009 een praktijkproef worden uitge-
voerd. Verder werden door diverse PD-medewer-
kers veel (concrete) gegevens aangeleverd voor
een bio-economisch model, ontwikkeld om de
epidemiologie, schade van bruinrot en het effect
van het door Nederland ingevoerde maatrege-
lenpakket te berekenen en ook een kosteneffec-
tieve strategie voor de toekomst te voorspellen
(Breukers, 2006; Breukers et al., 2007).

[ARTIKEL

Vondsten van Ralstonia solanacearum ras
3 biovar 2 in Pelargonium

In 2002 ontving de PD verwelkende planten van
Pelargonium die bleken te zijn aangetast door
Rsol ras 3, biovar 2 (Figuur 7). Tegelijkertijd
vond deze vaststelling ook plaats in Duitsland,
Engeland en Belgié. De productie van stekken
op bedrijven in Kenia die besmet oppervlakte-
water gebruikten, bleken hieraan debet. Resul-
taten van dit onderzoek werden internationaal
gepresenteerd (Janse et al., 2004b) en de PD en
het Central Science Laboratory (CSL, Verenigd
Koninkrijk) konden op basis hiervan ook de
Amerikaanse PD van advies dienen toen zij
vergelijkbare aantastingen van stekken vonden
afkomstig uit Kenia en Guatemala in 2003/4.

Internationale problematiek en
samenwerking

In de beginjaren van de bruinrot-uitbraak werd
in het buitenland, met name de EU, gevreesd dat
er veel Nederlands pootgoed besmet zou zijn.
Temeer nadat de warme zomers van 1994-1995
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Figuur 7. Resultaten van een BOX-PCR-toets (DNA-vingerafdruk in een agarose-gel en bijbehorende analyse-re-
sultaten in het dendrogram) naar de identiteit van Ralstonia solanacearum isolaten afkomstig uit Pelargonium.
In dit onderzoek bleek dat deze isolaten tot biovar 2, ras 3 behoorden, waarop ook andere toetsen (inclusief een
waardplantonderzoek) wezen. Zie Janse et al., 2004. Copyright: Janse 2006

en extra beregeningen (achteraf) blijkbaar ook
in een aantal van deze lidstaten tot infecties in
aardappel hadden geleid. Uiteindelijk werd in
veel EU lidstaten vastgesteld dat import van be-
smette aardappelen uit het Mediterrane gebied
en het gebruik van besmet oppervlaktewater
waarschijnlijk de hoofdoorzaak vormden en
niet Nederlands pootgoed. Er is door de PD heel
veel gedaan aan voorlichting, zowel nationaal
als internationaal, over het Nederlandse bestrij-
dingssysteem, zowel in Brussel als op inter-
nationale wetenschappelijke bijeenkomsten,
maar ook aan telers. Er werd in een groot aantal
buitenlandse missies diagnostische expertise
geleverd en vermeende besmettingen in Ne-
derlands pootgoed of de nateelt daarvan nader
onderzocht. De meeste van deze vermeende
besmettingen bleken na gezamenlijk onder-
zoek ter plaatse, te berusten op niet herleid-
bare oorzaken of op vals positieve diagnoses.

In een aantal gevallen kon ook de oorzaak in
het betreffende land gevonden worden. Daar-
naast werd de verkregen expertise ingezet bij
het opstarten van laboratoria en training van
personeel in het buitenland. Verder opereerde
de afdeling Bacteriologie van de PD als pro-
jectleider in twee vierjarige EU-projecten, met
CSL (Verenigd Koninkrijk), het Rijksinstituut
voor Plantenziekten (Belgié) en de Franse PD
als partners (1996-1999 en 2002-2006). Doel
was het opzetten van een duurzaam bruinrot
beheerssysteem in Egypte, epidemiologisch

onderzoek en training (Janse et al., 2004a). Er
werd een toetslaboratorium ingericht, inclu-
sief een quarantainekas. Daarnaast werd sinds
1997/98 een jaarlijks toetsprogramma van
circa 12.000 aardappelmonsters operationeel
en werd personeel getraind. Veel energie werd
gestoken in wetenschappelijk advies betreffen-
de de opzet en de handhaving van ziektevrije
gebieden, zgn. pest free areas of PFA’s. Dit alles
resulteerde in een sterke daling van het aantal
intercepties van bruinrot. De bruinrotbacterie
werd gedetecteerd in oppervlaktewater in de
Nijldelta en in bepaalde onkruiden, zoals Por-
tulaca oleracea (wilde postelein) en er werden
uitgebreide overlevingsstudies gedaan (Farag
etal., 1999; Tomlinson et al., 2009 in druk).
Tenslotte werd een voorlichtingspakket ontwik-
keld, demonstratieproefvelden aangelegd en
lokale en EU-trainingen uitgevoerd, waarbij vier
MSc-studenten en een PhD-student succesvol
werden opgeleid.

Toekomstige ontwikkelingen op het gebied
van toetsing en beleid

Er wordt voorzien dat de al eerder beschre-

ven real-time PCR-methode een veelbelovend
alternatief (t.o.v. immunofluorescentie) kan zijn
voor screening van aardappelextracten. Voor-
lopige validatiedata geven aan dat real-time
PCR de bekende herkomsten van de bruinrot-
bacterie specifiek aantoont en even gevoelig is.
Binnen het EU-project EUPHRESCO waaraan
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PD en NAK deelnemen, wordt deze real-time
PCR-toets in internationaal verband vergele-
ken met andere technieken. Tevens wordt deze
toets, samen met onderzoekers van het CSL,
die het protocol ontwikkeld hebben (Weller

et al., 2000), volledig gevalideerd. Wanneer de
real-time PCR toets opgenomen is in de EU-be-
strijdingsrichtlijn zal deze techniek door PD en
NAK worden ingezet voor de integrale toetsing
van aardappelen op bruinrot.

De toekomstige beleidsopgave van de PD zal
niet alleen zijn dit quarantaine-organisme te
weren en te bestrijden maar ook om een we-
tenschappelijk draagvlak te creéren dat kritieke
processen in de productieketen definieert voor
overleving en verspreiding. Het is daarbij van
groot belang om voldoende fundamenteel on-
derzoek te blijven uitvoeren ter ondersteuning
van het toegepaste onderzoek. Door aanvul-
lende studies naar knelpunten gerelateerd aan
de ecologie en epidemiologie kunnen gewogen
beheersmaatregelen worden ontwikkeld die te-
gen acceptabele kosten door overheid en sector
kunnen worden geimplementeerd.

Samenvattend: lessen die geleerd zijn en
advies voor de toekomst

Uit al het onderzoek en het toets- en tracerings-
werk is naar voren gekomen dat de gulden re-
gels voor bruinrotbestrijding de volgende zijn:

* Onbehandeld oppervlaktewater niet
gebruiken

* Uitgaan van gezond, getoetst en gecer-
tificeerd pootgoed

* Goed scheiden van consumptieaardap-
pels en pootgoed op een bedrijf

*  Op het eigen bedrijf sorteren en opslaan
om versmering te voorkomen

* Strenge bedrijfshygiéne en adequate
controle hierop

* Proactief investeren in voorlichting,
educatie, ecologische, epidemiologi-
sche en diagnostische expertise en een
rampenplan

* Compenseren voor schade of mogelijk-
heid creéren van verzekering van telers
tegen bedrijfsoverstijgende schade

* Uitvoeren van regelmatige surveys in
consumptie- en industrieaardappelen
en op waardplanten van Rsol in kasge-
wassen
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Beurzen KNPV

Het KNPV-bestuur verleent van tijd tot tijd subsidies om activiteiten mogelijk te maken die

passen in de doelstelling van de vereniging.

Randvoorwaarden voor de toekenning:

indienen gemotiveerd verzoek: wat, met welk doel, welke kosten, wie financiert en wat wordt
teruggeleverd (het aanvraagformulier is te downloaden van website www.knpv.org);

passen binnen de doelstelling van de vereniging, c.q. bevorderen samenwerking en/of kennis-
uitwisseling op gebied van gewasbescherming;

ingediend kan worden door individuele personen mits KNPV lid, verenigingen, (KNPV-) werk-
groepen en maatschappelijke organisaties;

de gevraagde financiéle bijdrage zou niet logischerwijs door de werkgever betaald moeten
worden (om dit te beoordelen inzicht geven in medefinanciering en/of eigen bijdrage);

er wordt een tastbare tegenprestatie gevraagd, bijvoorbeeld een korte rapportage voor Gewasbe-
scherming (plaatsing ter bepaling van redactie) of een poster op een gewasbeschermingsdag;
een pre hebben voorstellen die samenwerking tussen de groepen onderzoek, onderwijs, indu-
strie en beleid bevorderen.

Aanvraagformulieren kunt u vinden op www.knpv.org. De aanvraag wordt beoordeeld door een
toetsingscommissie.
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