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Wering van quarantaine-
virussen! bij aardappel

A.W. (Agen) Werkman, J.Th.J (Ko) Verhoeven en J.W. (Annelien) Roenhorst

Plantenziektenkundige Dienst, afdeling Diagnostiek, Virologie, e-mail: a.w.werkman@minlnv.nl

De PD voert een actief beleid om quarantaineorganismen te weren in
de teelt en handel van aardappel. In deze publicatie geeft de sectie Vi-
rologie een overzicht van de toetsingen die zij in dit kader verricht en
de vondsten die dit heeft opgeleverd. Tevens wordt de effectiviteit er-
van geévalueerd in relatie tot de ‘Bewaking gewaskolom aardappel.

Inleiding

‘Het beleid van de Plantenziekten-
kundige Dienst (PD) is er op ge-
richt de introductie en versprei-
ding van voor Nederland nieuwe
plantenziekten zoveel mogelijk te
voorkomen. Dit is niet alleen
noodzakelijk om in ons land de
teelt van belangrijke gewassen te
beschermen, maar ook om de ex-
port van plantenmateriaal, nu en
op de langere termijn, zeker te
stellen.” Dit schreef A. Treur in Ge-
wasbescherming in 1982. Nu, ruim
twintig jaar later, is dit nog steeds
één van de belangrijkste taken van
de PD. Dit willen we illustreren
door een overzicht te geven van de
activiteiten die de PD verricht om
de teelt en handel van aardappel
te beschermen tegen de nadelige
invloeden van quarantaineorga-
nismen. Het gewas aardappel is
voor Nederland van groot belang,
zowel vanwege de veredelingsacti-
viteiten als de productie en export
van hoogwaardig pootgoed.

Regelgeving import
aardappel

Om er voor te zorgen dat de teelt
van aardappel in de Europese Unie
(EU) gevrijwaard blijft van quaran-
taineorganismen, is de import van
dit gewas aan strikte regels gebon-
den. Op basis van de fytorichtlijn

van de EU (2000/29/EC) is de im-
port van o.a. alle knol- en stolo-
nendragende Solanum-soorten
verboden. Voor specifieke onder-
zoeks- en verdelingsdoeleinden
kan echter een ontheffing van dit
importverbod worden verkregen,
mits hierbij aan de voorwaarden
wordt voldaan die risico’s voor in-
troductie, ontsnapping en ver-
spreiding van quarantaineorganis-
men uitsluiten. Deze voorwaarden
zijn vastgelegd in richtlijn
95/44/EC. In Nederland is de PD
verantwoordelijk voor het uitvoe-
ren van deze richtlijn.

Ingeval van aardappel maakt deze
richtlijn het dus mogelijk om ge-
nenmateriaal van buiten de EU in
gebruik te nemen. In de praktijk
betekent dit, dat een vergunning
nodig is voor al het aardappel-
materiaal dat op deze basis wordt
geimporteerd. Op het moment van
binnenkomst moet het materiaal
direct naar een door de PD goed-
gekeurde quarantainelocatie wor-
den gebracht, waar het na controle
van de fytosanitaire documenten
in quarantaine wordt genomen.
Vervolgens wordt aan de hand van
het programma ‘post-entry qua-
rantine testing’ vastgesteld welke
toetsingen het materiaal moet on-
dergaan. Ook ongetoetst materiaal
dat reeds aanwezig is in genencol-
lecties in Nederland of andere

EU-landen, valt onder deze richt-
lijn. Alleen wanneer bij de toetsin-
gen geen schadelijke organismen
worden aangetroffen, mag het
materiaal worden vrijgegeven voor
veredeling. Tevens mag het mate-
riaal dan binnen de EU in het ver-
keer worden gebracht. Wordt er
wel een schadelijk organisme aan-
getroffen, dan dient het materiaal
te worden vernietigd.

Deze publicatie gaat verder in op
de toetsingen die verschillende
typen materiaal moeten onder-
gaan tijdens de ‘post-entry qua-
rantine testing’, waarbij de nadruk
ligt op de toetsing op virussen,
viroiden en fytoplasma’s. Deze
ziekteverwekkers worden verder
aangeduid met de term ‘virussen’.
Er wordt een overzicht gegeven
van de vondsten sinds 1989, het
jaar waarin deze toetsingen wer-
den ondergebracht bij de net op-
gerichte sectie Virologie. Tevens
wordt aangegeven hoe deze toet-
singen vallen binnen het volledige
PD-programma ‘Bewaking gewas-
kolom aardappel’, en welke overige
toetsingen in dit kader plaatsvin-
den. De resultaten hiervan worden
geévalueerd in het licht van de we-
ring van quarantainevirussen in
aardappel.

‘Post-entry
quarantine testing’

‘Post-entry quarantine testing’ bij
aardappel onderscheidt drie typen
materiaal: zaad, in-vitro planten
en knollen. Zaad wordt alleen ge-

! Het begrip virussen betreft hier zowel virussen, viroiden als fytoplasma’s
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Figuur 1. Fasen in de gewaskolom aardappel. Pijlen rechterzijde ver-
wijzen naar de momenten waarop toetsing plaatsvindt: A ‘post-entry
quarantine testing, B Registratie en Kwekersrecht Onderzoek, C NAK twee-

en driejarige stammen.

toetst op de zaadoverdraagbare
virussen en het aardappelspindel-
knolviroide (Potato spindle tuber
viroid; PSTVd). Bij in-vitro planten
en knollen komen daarbij de
virussen die niet zaadoverdraag-
baar zijn, het stolbur-fytoplasma
en de bruin- en ringrot veroor-
zakende bacterién Ralstonia sola-
nacearum en Clavibacter michiga-
nensis spp. sepedonicus. Knollen
worden bovendien getoetst op de
aanwezigheid van het vals wortel-
knobbelaaltje (Nacobbus aber-
rans).

Alle typen materiaal worden bij
binnenkomst direct overgebracht
naar een quarantainelocatie, zoals

de quarantainekassen van de PD.
Van een partij zaad worden uitein-
delijk zo'n 20 tot 25 zaailingen op-
gekweekt voor toetsing, het mini-
male aantal dat nodig is om de
genetische variéteit binnen de ‘ac-
cessie’ te behouden (Hawkes,
1990). Bij in-vitro planten en knol-
len worden slechts twee planten
opgekweekt, waarvan er uiteinde-
lijk maar één in toetsing wordt ge-
nomen. Wanneer de planten bijna
volgroeid zijn, wordt met de toet-
sing gestart.

De toetsing op virussen, viroiden
en fytoplasma’s wordt uitgevoerd
aan bladmateriaal. Dit materiaal
wordt zowel serologisch (ELISA,
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Clark & Adams, 1977; latex aggluti-
natie toets tot 1999, Koenig &
Bode, 1978, Fribourg & Nakashi-
ma, 1984) als met behulp van
toetsplanten onderzocht op de
aanwezigheid van virussen (Tabel
1; Verhoeven & Roenhorst, 2000
and 2003). Daarnaast wordt het
met ‘return-polyacrylamide gel
electrophoresis’ (R-PAGE; Huttin-
ga et al., 1987; Roenhorst et al.,
2000) en ‘polymerase chain reac-
tion’ (PCR; Daire et al., 1997; Hein-
rich et al., 2001) getoetst op de
aanwezigheid van viroiden respec-
tievelijk fytoplasma’s. Bij positieve
toetsresultaten worden in alle ge-
vallen extra toetsen ingezet voor
nadere identificatie van de ziekte-
verwekker en/of bevestiging van
de vondst.

Vondsten

Tabel 1 geeft een overzicht van de
resultaten van ‘post-entry quaran-
tine testing’ sinds 1989. De linker-
kolom vermeldt alle ziekteverwek-
kers waarop gericht getoetst is,
waarbij opgemerkt moet worden
dat niet gedurende de volledige
periode vanaf 1989 op alle ziekte-
verwekkers is getoetst. Tot 1996
werd een toetsplantenonderzoek
niet standaard uitgevoerd. Het feit
dat voor een aantal quarantainevi-
russen echter geen serologische of
moleculair biologische toets be-
schikbaar was, was mede aanlei-
ding om het toetsplantenonder-
zoek in te voeren voor alle typen
materiaal. Daarnaast biedt dit on-
derzoek extra garanties voor de
virussen waarop alleen serologisch
wordt getoetst, omdat ook serolo-
gisch afwijkende isolaten kunnen
worden aangetoond. Tenslotte,
kunnen met het toetsplantenon-
derzoek ook virussen worden aan-
getoond waarop niet specifiek
wordt getoetst, inclusief eventuele
‘onbekende’ of zelfs ‘nieuwe’ virus-
sen. Overigens geldt wel de beper-
king dat alleen virussen worden
aangetoond die mechanisch kun-
nen worden overgedragen. Op
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deze wijze werden in 1997 een on-
bekend virus (Verhoeven & Roen-
horst, 2000) en in 2003 het luzer-
nemozaiekvirus (Alfalfa mosaic
virus) gedetecteerd. De toetsing
op fytoplasma’s, met name stol-
bur-fytoplasma, bestond tot 2003
uit een visuele beoordeling. Sinds
2003 wordt echter ook standaard
met PCR op fytoplasma’s getoetst.

In de achtereenvolgende kolom-
men zijn de vondsten per periode
van drie jaar weergegeven. Het
valt op dat het aantal vondsten in
de loop der jaren sterk is afgeno-
men. Hoewel ook het aantal voor
toetsing in aanmerking komende
monsters is gedaald, duiden de re-
sultaten op een aanzienlijke ver-
betering van de fytosanitaire kwa-
liteit van het materiaal dat wordt
uitgewisseld. Dit is mede te dan-
ken aan de internationale regelge-
ving, het opstellen van aanbeve-
lingen voor veilige uitwisseling
(Jeffries, 1998) en de toegenomen
toetsingsmogelijkheden.

PSTVd, dat begin negentiger jaren
nog regelmatig werd aangetroffen,
wordt de laatste jaren nog slechts

sporadisch gevonden. Dit geldt in
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feite ook voor de algemeen in de
EU voorkomende aardappelvirus-
sen, zoals aardappelvirus Y (Potato
virusY), die alleen een quarantai-
nestatus hebben wanneer ze van
buiten de EU komen. Van de ‘ech-
te’ niet-Europese virussen is alleen
het latent Andesvirus van aardap-
pel (Andean potato latent virus;
APLV) enkele malen aangetroffen
in zaad afkomstig uit een genen-
collectie. De virussen die het laatst
aan de quarantainelijst zijn toege-
voegd, aardappelgeelbladvirus
(Potato yellowing virus; PYV) en
aardappelvirus T (Potato virus T)
zijn tot op heden nog niet aange-
troffen.

Evaluatie ‘Bewaking
gewaskolom
aardappel’

De toetsing van het aardappelver-
edelingsmateriaal staat niet op
zich, maar maakt deel uit van het
programma ‘Bewaking gewasko-
lom aardappel’, dat tot doel heeft
de gehele gewaskolom te vrijwaren
van quarantaineorganismen (Fi-

Tabel 1. Vondsten ‘post-entry quarantine testing’ van 1989 tot en met 2003
APLV: Andean potato latent virus; APMoV: Andean potato mottle virus; PBRSV:
Potato black ringspot virus; PLRV: Potato leafroll virus; PSTVd: Potato spindle
tuber viroid; PVA, PVM, PVS, PVT, PVV, PVX, PVY: Potato virus A, M,

Virus 1989-1991 1992-1994 1995-1997! 1998-2000 2001-2003
APLV 1 1 1 0 0
APMoV 0 0 0
PBRSV 0 0 0 0 0
PLRV 16 12 4 2 5)
PSTVd 12 8 0 1 0
PVA 14 9 0 0 0
PVM 24 11 4 0 2
PVS 57 52 21 12 3
PVT? - - 0 0 0
PVV? - - 0 0 0
PVX 10 21 1 2 2
PVY 25 26 32 1 2
PYV - - 0 0 0
Stolbur-

phytoplasma?® 0 0 0 0 0

S, TV, X, Y; PYV: Potato yellowing virus.  Toetsplantenonderzoek vanaf 1996;
Serologische toetsing: ELISA, tot 1999 latex agglutinatie toets; PVT en PVV van-
af 2000; *PCR voor stolbur-fytoplasma, tot 2003 alleen visuele beoordeling.

guur 1). Voor de virussen ligt het
zwaartepunt van de wering in het
veredelingsmateriaal. Dit heeft
verschillende redenen. In de eerste
plaats is dit materiaal vaak in de
natuur verzameld, ongetoetst en
wordt het meestal wereldwijd via
genenbanken uitgewisseld. Het
betreft dus materiaal met een
hoog fytosanitair risico. De tweede
reden is dat de veredelingsfase de
‘startfase’ in de gewaskolom is.
Evenals voor andere gewassen
geldt ook voor aardappel dat het
beheersen van virusproblemen
begint met het voorkomen van in-
fecties in het uitgangsmateriaal.
De aanwezigheid van één geinfec-
teerde lijn in het beginstadium,
kan leiden tot zeer omvangrijke in-
fecties in de productiefase. Toet-
sing in de veredelingsfase is dus
zeer effectief. Bovendien is de hoe-
veelheid te toetsen materiaal in
deze fase relatief gering, hetgeen
de benodigde capaciteit en kosten
van toetsing beperkt.

Al sinds 1980 worden jaarlijks circa
3000 monsters uit verschillende
fasen van de gewaskolom aard-
appel getoetst op de aanwezig-
heid van PSTVd en drie Zuid-
Amerikaanse virussen, APLV, het
aardappel-Andesbontvirus
(Andean potato mottle virus) en
het aardappelzwartkringvirus
(Potato black ringspot virus). Het
betreft hier de toetsing van alle on-
geveer 80 klonen die worden aan-
gemeld voor het Registratie- en
Kwekersrecht Onderzoek (RKO)
ten behoeve van opname in de
Nederlandse rassenlijst. Daarnaast
wordt jaarlijks een steekproef uit
alle twee- en driejarige stammen
van de NAK getoetst. In beide ge-
vallen betreft het dus toetsingen
van aardappelmateriaal dat zich
lager in de gewaskolom bevindt
dan het veredelingsmateriaal.
Deze toetsingen geven daarom in-
zicht in de effectiviteit van de
‘post-entry quarantaine testing’ in
het weren van quarantainevirus-
sen. Tot op heden is slechts één-
maal PSTVd aangetroffen in deze
zogenoemde ‘bewakingsmonsters’.
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Dit betrof een monster van een
kloon afkomstig uit een andere
EU-lidstaat die was opgenomen in
het RKO. Zowel in RKO- als NAK-
monsters afkomstig uit Nederland
zijn PSTVd en de drie Zuid-Ameri-
kaanse virussen niet aangetroffen.

Bovenstaande resultaten recht-
vaardigen de conclusie dat ‘post-
entry quarantine testing’ een ef-
fectief instrument is om de
introductie van quarantainevirus-
sen in Nederland te voorkomen.
Of zoals A. Treur in 1982 schreef:
‘Slagvaardig quarantainebeleid,
dat mede steunt op inventarisatie-
onderzoek, fundamenteel en toe-
gepast onderzoek, kan een belang-
rijke bijdrage leveren tot het weren
van nieuwe ziekten.’
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