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Gezond leven op het ritme van de seizoenen, met
respect voor de natuur. Dat is ecologisch leven
in een notendop. Velt geeft deze idee concreet
gestalte in keuken, tuin en daarbuiten en helpt
jou om een ecologische levensstijl te ontwikke-
len, met kwaliteitsvolle publicaties, cursussen en
campagnes.

Zelf gezonde groenten kweken, zonder pesticiden
en scheikundige bemesting? Preventieve bescher-
ming van je groenten en compost zorgen daar-
voor. Jij proeft het verschil en het milieu vaart er
wel bij. Velt telt 12000 leden in Vlaanderen en
Nederland en 100 lokale afdelingen.

De leerstoelgroep Biologische Landbouwsystemen
richt zich op het ontwikkelen en verspreiden van
nieuwe wetenschappelijke kennis om biologische
landbouwsystemen te analyseren, te ontwerpen
en te evalueren. Hierbij worden natuurlijke ecolo-
gische processen zo maximaal mogelijk gebruikt.
Onderzoek is toegespitst op biologische en gein-
tegreerde productiesystemen. De leerstoelgroep
is gespecialiseerd in plantaardige productiesyste-
men, maar waar mogelijk wordt samengewerkt
met dierlijke productiesystemen.

Wetenschappelijke kennis toegankelijk maken
voor de praktijk, dat is de missie van De Groene
Link. En andersom natuurlijk: ervaringskennis
uit de praktijk ontsluiten voor wetenschappers.
Projectmanagement is de andere hoofdactiviteit
van De Groene Link. Zowel de kennisbemidde-
ling als het projectmanagament zijn voornamelijk
gericht op de groene ruimte.

Maatschappelijke organisaties zoals verenigin-
gen en belangengroepen, die niet over voldoen-
de financiéle middelen beschikken, kunnen met
onderzoeksvragen terecht bij de Wetenschaps-
winkel Wageningen UR. Deze biedt ondersteu-
ning bij de realisatie van onderzoeksprojecten.
Aanvragen moeten aansluiten bij de werkgebie-
den van Wageningen UR: duurzame landbouw,
voeding en gezondheid, een leefbare groene
ruimte en maatschappelijke veranderingspro-
cessen.
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Samenvatting

In dit onderzoek werden de effecten bepaald van het microbiéle middel EM (Effectieve Micro-
organismen) op het verloop van het composteringsproces en op de ziektewerendheid tegen
wortelziekten. EM zou 80 soorten micro-organismen bevatten, die tot verschillende groepen
bacterién, schimmels, gisten en actinomyceten behoren. EM-A van producent Agriton werd al
dan niet aan een mengsel van houtsnippers, snoeihout en grasmaaisel toegevoegd. Het compos-
teringsproces in open bakken werd gevolgd door meting van temperatuur en CO, emissie. Er
werden geen duidelijke verschillen gevonden in het composteerproces, noch in de samenstelling
van de uiteindelijke compost. De temperatuur tijJdens het composteren werd licht verhoogd door
toevoeging van EM.

EM werd ook toegevoegd aan biologisch beteelde gronden in de vorm van gefermenteerd orga-
nisch materiaal (bokashi). Verschillende experimenten en bodemanalyses werden gedaan om
te bepalen welk effect EM zou hebben op de ziektewerendheid van de bodems. Drie behande-
lingen werden gebruikt; EM bokashi, gesteriliseerde bokashi (om het effect van toevoeging van
organisch materiaal te testen), en een controle. Voor de eerste biotoetsen werd een pathogeen
toegevoegd, en een specifieke ziektegevoelige testplant gezaaid. Een experiment met Pythium
ultimum en komkommer liet geen ziektewerendheid door EM zien. De toevoeging van beide
bokashi behandelingen gaf zelfs een hoger aantal aangetaste planten. Een biotoets met wortel
gaf voor één van de gebruikte gronden een duidelijk lagere aantasting door Rhizoctonia solani in
de EM behandelde grond dan in de grond met gesteriliseerde bokashi en die zonder toevoeging.
Ook zijn er biotoetsen gedaan met door ziekte besmette gronden. Deze experimenten lieten geen
effect van EM zien. Een mycelium groeitoets werd gedaan om de onderdrukkende effecten van
EM op schimmelgroei te bepalen. In de resultaten waren alleen kleine verschillen zichtbaar, maar
deze wijzen er niet op dat EM een schimmelonderdrukkend effect had. Daarnaast zijn er bodem-
analyses gedaan om te bepalen hoe EM de bodemmicrobiologie zou beinvloeden. Een bodem-
respiratie analyse werd gedaan om te bepalen of EM een verandering brengt in de totale bodem
microflora populatie. In de bokashi behandelingen werd een hogere CO, productie waargenomen,
maar er was geen verschil tussen de EM en gesteriliseerde bokashi. Dit duidt erop dat EM geen
invloed heeft op de totale hoeveelheid micro-organismen, hoewel EM een deel van de oorspron-
kelijke microflora kan hebben vervangen. Een DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
analyse werd uitgevoerd of EM invloed heeft op de specifieke bacteriepopulaties van de grond.
Er werden geen verschillen waargenomen tussen de verschillende grondbehandelingen. Mogelijk
is de EM na toevoeging meteen weggeconcurreerd en heeft daardoor geen invloed gehad op
de bacteriepopulatie. Geconcludeerd kan worden dat EM de algemene ziektewerendheid van de
bodem niet verbetert, maar in bepaalde gevallen een goede invioed kan hebben op de specifieke
ziektewerendheid van de grond.

In het algemeen kan geconcludeerd worden dat de samenstelling en effecten van EM sterk kunnen
variéren en dat gebruik eerst op kleine schaal getest dient te worden alvorens tot grootschalig
gebruik over te gaan.

Wetenschapswinkel Wageningen UR - Vii - Rapport 245
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Abstract

In this research the effects of the microbial inoculant EM (Effective Microorganisms) were deter-
mined on the composting process and suppression of root diseases. EM is said to contain 80
species of effective micro-organisms, belonging to different groups of bacteria, fungi, yeasts and
actinomycetes. EM-A produced by the company Agriton was added to a mixture of wood chips,
prunings and grass clippings. Control piles did not receive EM-A. The composting process in open
containers was monitored by measuring the internal temperature and CO, emission. No clear
differences were found in the composting process or the composition of the final compost. The
temperature was slightly increased during composting after addition of EM.

EM was also added to organically managed soils in the form of fermented organic matter (bokashi).
Different experiments and soil analyses were carried out to determine if EM would affect the
disease suppression of soils. Three different treatments were used: EM bokashi, sterilized bokashi
(to test the effect of addition of organic matter) and a control. In the first bio-assays, soil mixes
were infested with a pathogen, and a specific host plant was sown. An experiment with Pythium
ultimum and cucumber did not result in a disease suppressive effect by EM. In fact, the addi-
tion of both bokashi treatments gave lower disease suppression; more plants were infected in
these treatments. In one of three soils, infection of carrot by Rhizoctonia solani was reduced by
EM compared to the sterilized bokashi and control treatments. Bio-assays were also done with
naturally infested soils, but no effect of EM on disease severity was observed. A mycelium growth
test was done to determine inhibitory effects of EM on fungal growth. There was no indication that
EM had a suppressive effect on the fungi tested. Additional soil analyses were done to determine
effects of EM on soil microbiology. A soil respiration analysis was carried out to determine if EM
changes the total soil microbial activity. A higher CO, production was observed for the bokashi
treatments, but there were no differences between the EM bokashi and the sterile bokashi. This
indicates that EM does not change the total microbial activity, although the EM could have replaced
part of the indigenous microflora. A DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) analysis was
performed to determine if soil amendment with EM changes the bacterial community in the soil.
No differences were observed between the different soil treatments. The added microorganisms
in EM were possibly immediately outcompeted and did not affect the existing bacterial community.
It can be concluded that EM does not improve the general disease suppression of soils, but EM
may improve the specific disease suppression in some soils.

In general, the composition and effects of EM can vary significantly. It is therefore advisable to
test the use of EM first on a small scale before applying any EM on a larger scale.
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Verklarende woordenlijst

Anaeroob

Antagonisme

Aeroob
Biocide
Biomassa

Biostase

Bokashi
Bulkgrond
EM

EM1

EM-A

EM-bokashi

Fermentatie

Microbieel inoculum

Mycelium

Parasitisme

Pathogeen

Rhizosfeer

In afwezigheid van zuurstof

Remming van de groei of activiteit van een pathogeen door een (groep
van) micro-organisme(n) door concurrentie om voedingsstoffen en water
of door productie van antibiotica

In aanwezigheid van zuurstof

Organisme dodende stof

Drooggewicht van organismen van dierlijke of plantaardige oorsprong
De rusttoestand waarin een micro-organisme zich bevindt zodat het in
staat is om veranderende milieu-omstandigheden te doorstaan zonder
zich hiervoor actief te moeten aanpassen; die toestand kan meestal
doorbroken worden door toediening van voedingsstoffen

Japans voor “gefermenteerde organische stof”

Grond buiten de rhizosfeer; onbewortelde grond

Effectieve Micro-organismen

Vloeibaar product met in rustfase verkerende EM. Uitgangsmateriaal
voor de productie van EM-A

Vloeibaar product met actieve EM, dat direct op de grond of plant kan
worden gesproeid of kan worden aangewend voor de productie van
EM-Bokashi

Gefermenteerd mengsel van organisch materiaal en EM, eventueel
verrijkt met kleimineralen en kalk

Vergisting; het omzetten van organische materialen met behulp van (een
soortenmengsel van) micro-organismen in afwezigheid van zuurstof

Microbiéle vaste of vioeibare entstof, bestaande uit één enkele soort of
meerdere soorten micro-organismen

Netwerk van alle draden van een schimmel. Het mycelium wordt ook
wel zwamvlok genoemd

Het samenleven van twee micro-organismen, waarbij de samenleving
voor één van de micro-organismen schadelijk is

Ziekteverwekker

De directe nabijheid — niet verder dan 1.5 mm - van de plantenwortel
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1 Aanleiding en uitgangspunten

1.1 Korte schets van de aanvragende organisatie

Velt, Vereniging voor Ecologische Leef- en Teeltwijzen, is een Vlaams-Nederlandse vereniging die
mensen wil informeren over verantwoorde en bruikbare ecologische alternatieven. Velt ontwik-
kelt daartoe nieuwe kennis en draagt deze kennis uit in publicaties, het tijdschrift Seizoenen en
middels activiteiten van de afdelingen. Velt telt ongeveer 12500 leden (gezinnen). Zij kunnen
rekenen op advies en dienstverlening van de stafmedewerkers op het secretariaat van Velt.
Bovendien organiseren de honderd afdelingen van Velt plaatselijk heel wat activiteiten. Een be-
langrijk onderdeel van de dienstverlening aan leden is de publicatie van Seizoenen, het tijdschrift
van Velt. Daarin zitten vaste rubrieken over voeding, de ecologische moes- en siertuin, groene
consumentennieuwtjes en het milieubeleid. Voorts is Velt's Handboek Ecologisch Tuinieren een
standaardwerk, niet alleen in Belgié maar ook in Nederland.

1.2 Aanleiding tot het verzoek om onderzoek

Regelmatig worden de leden van Velt geconfronteerd met handelaars die producten aanbieden
op basis van de EM (effectieve micro-organismen)-technologie. De EM-technologie is ontwikkeld
door de Japanse professor Higa. EM bestaat uit ‘een mengsel van bacterie- en schimmelculturen
van nuttige en in de natuur voorkomende micro-organismen’. Het veronderstelde werkingsgebied
in de land- en tuinbouw is zeer breed o.a.bodemvruchtbaarheidsverbetering, bladbemesting,
versnelde compostering, en verbetering van het ziektewerend vermogen van de bodem.

Naast gebruik in de landbouw kan EM ook toegepast worden in het huishouden (bijvoorbeeld
reinigingsmiddel tegen schimmels) en de lichaamsverzorging (bijvoorbeeld curatieve drankjes).

Een aantal leden van Velt past EM reeds toe in de tuin (om de bodem te behandelen, gewassen
te beschermen, kruiden te drogen), in het huis en in hun voeding. Die leden van Velt stellen de
tuinmedewerkers en -lesgevers dan ook regelmatig de vraag of Velt een standpunt kan innemen
ten aanzien van EM. Velt kan dit tot op heden niet doen omdat ze niet over voldoende goede
onderzoeksresultaten beschikt, en wel omdat:

1. het onderzoek dat tot nu toe gedaan is, over het algemeen van twijfelachtig wetenschappelijk
gehalte is.

2. het onderzoek dat gedaan is zich niet richtte op de twee claims die voor Velt-leden het meest
interessant zijn: het vergroten van het ziektewerend vermogen van de bodem en het verbeteren
van compostkwaliteit.

3. het onderzoek dat heeft plaatsgevonden zich richtte op de gangbare landbouw, en niet op de
ecologische moestuin. Juist bij een preparaat dat haar veronderstelde werking dankt aan bacte-
riénactiviteit is dit van belang, zo heeft bijvoorbeeld de bodem in een ecologische moestuin
in het algemeen een rijker bodemleven waardoor de werking van EM hier anders zou kunnen
uitvallen dan in de reguliere tuinbouw.
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2 De onderzoeksvraag

2.1 Afbakening

Het door de promotoren van EM geclaimde werkingsgebied van EM is groot. Ook binnen de land-
en tuinbouw is de claim breed. Het spreekt voor zich dat, om wetenschappelijk verantwoorde
resultaten te kunnen genereren, we ons moesten beperken tot enkele deelaspecten.

Simultaan speelde mee dat de vraag van Velt zich specifiek richtte op de ecologische moestuin.
Zoals hierboven reeds aangegeven was dit gegeven mede sturend voor de afbakening van het
onderzoek.

2.2 De twee onderzoeksvragen
Deze twee zaken overwegende is gekozen voor een afbakening tot twee van de claims.

2.2.1 Compost

Uitvinder en importeur claimen:

“Wanneer bij de bereiding van compost EM-oplossing wordt gebruikt loopt de temperatuur tijdens
composteren minder hoog op. Daardoor gaat minder energie uit de organische stof verloren.
EM compost behoudt 50% meer energetische voedingswaarde dan traditionele compost”.

De term ‘energetische voedingswaarde’ is niet wetenschappelijk; we zijn er daarom van uitgegaan
dat het hier gaat om C (koolstof), en de mate waarin dit C stabiel is. Wanneer we praten over
de kwaliteit van compost is niet alleen de stabiliteit van het C-complex van belang, maar ook de
nutriéntensamenstelling — hierbij gaat het met name om N, P en K (stikstof, fosfaat en kali).

De volgende onderzoeksvraag werd geformuleerd:

Welk effect heeft het gebruik van EM-oplossing tijdens het composteren op het verloop
van het composteerproces en op de kwaliteit van de geproduceerde compost in termen
van stabiliteit en nutriéntensamenstelling?

Om deze vraag te beantwoorden, werd een composteerexperiment uitgevoerd in het container-
park in Herselt, Belgié. Onder leiding van Ann Walraevens, de duurzaamheidsambtenaar van de
gemeente Herselt, zorgden de compostmeesters van Herselt voor de compostering en voor
de metingen in het veld. De verwerking van de verkregen gegevens en de monsters die na
afloop van de compost genomen zijn gebeurde in Wageningen bij de leerstoelgroep Biologische
Landbouwsystemen. De gehele leiding had Wim Blok en dit werd vanaf juli 2007 overgenomen
door Dine Volker.

2.2.2 Ziektewerende bodem

Uitvinder en importeur claimen:

“De micro-organismen uit EM vestigen zich in de bodem, vermeerderen zich en gaan domineren
over de aanwezige schadelijke organismen. Neutrale micro-organismen sluiten zich niet langer
aan bij de tot dan toe overheersende schadelijke organismen maar bij de nuttige EM organismen.
Een ziekteverwekkende bodem wordt bijgevolg ziektewerend.”

Ook hier geldt dat de redenering niet geheel past binnen het gangbare wetenschappelijke denken.
Het eindresultaat echter, een meer of minder ziektewerende bodem, is wel degelijk middels
gangbare wetenschappelijke methoden te onderzoeken.

De volgende onderzoeksvraag werd geformuleerd:
Welk effect heeft de toepassing van EM-bokashi op de ziektewerendheid van
de bodem?

Om deze vraag te beantwoorden, werden een aantal experimenten uitgevoerd in de kas en klimaat-
cellen van Wageningen Universiteit door MSc student Geert van Diepen onder leiding van Dr. Wim
Blok en Prof. Dr. Ariena van Bruggen van de leerstoelgroep Biologische Landbouwsystemen. Het
MSc verslag werd door Geert in het Engels geschreven en naar het Nederlands vertaald door Ing.
Oscar de Vos. Prof. Dr. Ariena van Bruggen was eindredacteur van het verslag.
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3 Het effect van het gebruik van EM-oplossing
tijdens het composteren op het verloop van
het composteerproces en op de kwaliteit van
de geproduceerde compost in termen van
stabiliteit en nutriénten-samenstelling

3.1 Inleiding

Er is niet veel informatie in de wetenschappelijke literatuur over het effect van EM op het compos-
teringsproces. Het effect van EM op de compostering van dennenbastmateriaal samen met
geitenmest of rioolslib werd gevolgd voor een periode van 90 dagen. De temperatuur, pH en de
elektrische geleiding veranderden tijdens het composteringsproces, maar werden niet beinvloed
door EM toevoeging. Ook de uiteindelijke chemische samenstellingen van de composten werden
niet beinvloed door de toevoeging van EM (Mupondi et al., 2006).

Het effect van EM toevoeging op de afbraak van bananenplantenmateriaal werd onderzocht
in Costa Rica (Formowitz et al., 2007). Toevoeging van EM in melasse en gesteriliseerde EM
aan het te composteren bananenmateriaal (bokashi) werd vergeleken met bananenmateriaal
gecomposteerd met water. Het effect van EM op de afbraaksnelheid van het bananenmateriaal
was verwaarloosbaar klein. Toch was de schimmelmassa in EM bokashi groter dan in bokashi
gemaakt met gesteriliseerde EM, terwijl de totale microbiéle biomassa juist lager was in de EM
bokashi. Er was geen effect van EM op de groei van bananeplanten in grond waaraan bokashi
was toegevoegd.

Hoewel geen effect van EM op de temperatuur tijdens het composteren gevonden werd (Mupondi
et al., 2006), claimt de producent van EM dat bij gebruik van EM tijdens het composteren, de
compostering bij een lagere temperatuur verloopt. Als gevolg hiervan zou de kwaliteit van de
compost afkomstig van de composthopen met EM-toevoeging beter zijn.

De leden van Velt vroegen zich af of dit waar zou zijn voor compostering op kleine schaal. Naar
aanleiding hiervan werd de volgende onderzoeksvraag geformuleerd:

Welk effect heeft het gebruik van EM-oplossing tijdens het composteren op het verloop van het
composteerproces en op de kwaliteit van de geproduceerde compost in termen van stabiliteit en
nutriéntensamenstelling? Deze onderzoeksvraag werd beantwoord in het hieronder beschreven
experiment.

3.2 Materiaal en Methoden

3.2.1 Opstelling van de composthopen

Op 25 mei 2007, werden 10 compostbakken aan de noordrand van het containerpark in Herselt
geplaatst, in twee groepen van vijf. De bakken waren van het merk ECOL, type Mono 120/S, en
hadden een lengte, breedte en hoogte van 120 cm x 120 cm x 100 cm, en een inhoud van 1080
liter per bak. De bakken hadden aan alle zijden luchtspleten voor de doorluchting (Fig. 1).
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Fig. 1. De opstelling van twee groepen compostbakken in Herselt, mei 2007.

De composthopen werden opgebouwd met het volgende uitgangsmateriaal:
1. Houtsnippers afkomstig van gehakseld snoeihout (36,4 %)

2. Fijn snoeihout (27,3 %)

3. Grasmaaisel (36,4 %)

Deze percentages zijn op volume basis.

Het mengen gebeurde op een betonplaat (Fig. 2). De materialen werden in
de hierna genoemde volgorde toegevoegd en daarna omgeschept:

. een laag fijn snoeihout (30 kruiwagens)

. een laag gras (30 kruiwagens)

. een laag houtsnippers (30 kruiwagens)

. een laagje gras (10 kruiwagens)

. een laagje houtsnippers (10 kruiwagens)

GO whN -

Fig. 2. Het mengen van te composteren materiaal in Herselt, mei 2007.
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Aan iedere compostbak werden in totaal 16 kruiwagens te composteren materiaal toegevoegd.
Eerst werden drie controle compostbakken gevuld: C1, C2 en C3. Aan deze bakken werd met
een gieter 1800 ml water (zonder EM-A) om en om met het materiaal toegevoegd.

Vervolgens werd het EM-A mengsel gemaakt, met 1 liter EM-A + 10 liter water, volgens het advies
van Agriton (de Nederlandse EM-vertegenwoordiger). Voor de drie composthopen werd in totaal
5400 ml EM-A oplossing gemaakt. Dus 1800 ml per bak. Daarna werden de compostbakken
voor de EM toepassing gevuld. Ook hier werd steeds om en om een laag materiaal ingebracht
en dan een gieter met EM-A oplossing toegevoegd. Deze composthopen worden verder als EM1,
EM2 en EM3 aangeduid (Fig. 3).

TN

EM1 | EM2 Cl Data-\| c3 c2 EM3
logger

Fig. 3. Opstelling van de composthopen na het inzetten.

Uiteindelijk werden per composthoop vier thermokoppels ingebracht om het temperatuurverloop
te meten. De thermokoppels waren aan stokjes bevestigd waarmee ze tot op een diepte van
40 cm in de composthopen gestoken konden worden. Per composthoop werd er één van bovenaf
in het centrum gestoken en drie van opzij op verschillende plaatsen, één halverwege de bovenkant
en midden-hoog (de helft van de totale hoogte), één midden-hoog, en één halverwege midden-
hoog en de onderkant. Buiten de composthopen werden aan een stok twee thermokoppels op
een hoogte van ongeveer 80 cm aangebracht voor het meten van de buitentemperatuur.

Uiteindelijk heeft iedere hoop nog een gieter water gehad (10 liter) en is daarna afgedekt met
plastic.

Op 21 juni en 26 juli werden de composthopen omgezet. De thermokoppels werden eerst verwij-
derd. Daarna werden de hopen omgeschept naar een lege bak er naast. Hierbij werd steeds
goed opgelet dat de controles niet in een bak terecht kwamen waarin een EM-composthoop had
gezeten en omgekeerd (Fig. 4).

De composthopen waren aan de droge kant en daarom is water toegevoegd. Een vak werd met de
helft van de compost gevuld dan een gieter water over het materiaal en de rest van het materiaal
erop en nog twee gieters water. De thermokoppels werden weer in dezelfde verdeling ingebracht
Er werd geen plastic meer over de hopen gedaan, omdat het eventuele uitdrogen dan beter in de
gaten gehouden kon worden en er van tijd tot tijd regen bij kon.

Op 27 september werden de composthopen afgebroken en werden monsters van de compost
verzameld voor chemische analyses.

TN

EMI |EM2 | Cl Data- c3 c2 EM3
logger

Positie na omzetten op 21 juni
TN

EM1 | EM2 Cl Data-\| c3 c2 EM3
logger

Positie na omzetten op 26 juli

Fig. 4. Opstelling van de composthopen na het omzetten.
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3.2.2 Metingen tijdens het composteren

3.2.2.1 Temperatuur

De temperatuur werd om het uur gemeten en vastgelegd in een datalogger. Deze werd regelmatig
uitgelezen mbv. een laptop. Een paar maal zijn er metingen uitgevallen doordat een thermokoppel
kapot ging of doordat er problemen met de data-taker waren. Maar dit bleek geen grote problemen
te geven voor de uiteindelijke resultaten.

3.2.2.2 CO,

Het volume percentage CO, werd gemeten mbv. een eenvoudige CO, meter van Soiltech Solutions.
Er werd gemeten in het centrum van de hoop. Dit is een vrij grove meting die ook bij compostbe-
drijven wordt toegepast om een indicatie van de CO, productie te krijgen. Het voordeel is dat hij
makkelijk uit te voeren is. Er werd door de compostmeesters om de drie a vier dagen gemeten.
En later toen er minder activiteit in de hopen was met grotere tussenposen.

3.2.3 Bepalingen aan de uiteindelijke compost

Bij het afbreken van de hopen werd van elke hoop een groot (20 liter) mengmonster genomen.
Hiervan werd na goed mengen in het laboratorium een kleiner monster genomen voor de uitein-
delijke bepalingen. De monsters werden in duplo gemeten. Er waren dus zes herhalingen van alle
metingen. Alle monsters werden steeds bij 4°C bewaard. Alle bepalingen hierna genoemd werden
uitgevoerd aan dezelfde submonsters.

Bepaald werden:

1. chemische analyses: organisch stofgehalte en nutriéntengehaltes (NPK)

2. stabiliteit van de compost m.b.v. een OxiTop OC 110 (WTW)

De totale koolstof- en stikstofgehalten werden bepaald met een standaard methode, de zoge-
naamde Dumas methode, gevolgd door detectie in een Fisons elementenanalyse apparaat. Ook
werd het gehalte aan organische stof bepaald. Daartoe werd de grond gedurende 24 uur verhit bij
105°C om al het water te doen verdampen. Vervolgens werd de grond verast (3 uur bij 550°C) om
al de organische stof te verbranden. Het organisch stofgehalte is het percentageverschil tussen
het gewicht van de veraste grond en de luchtdroge grond. De totale P en K gehalten werden
bepaald door een commercieel lab in Oosterbeek.

In het OxiTop systeem werd de zuurstofopname (Oxygen Uptake Rate, afgekort als OUR) van het
compost monster gemeten gedurende 7 dagen. De OUR is een waarde waarmee de afbreekbaar-
heid van het materiaal wordt aangegeven. Deze neemt af naarmate de compost rijpt. Een lagere
waarde betekent minder afbreekbaar materiaal, oftewel een grotere stabiliteit van de compost.

3.2.4 Statistische analyses

De temperatuurgegevens van de EM en controlebehandelingen werden voor alle tijdstippen verge-
leken met de tweezijdig gepaarde T-test met een 95%-betrouwbaarheidsinterval in Excel. De
temperaturen op de verschillende locaties in de hopen werden apart vergeleken voor de EM en
controlebakken.

3.3 Resultaten

3.3.1 Temperatuur

In de eerste maand steeg de temperatuur op meerdere plaatsen in de composthopen boven
de 60°C en verschillende keren zelfs 70°C of hoger. Dit gold zowel voor de EM bakken als voor
de controle bakken. De temperatuur van de composthopen met EM behandeling was meestal
hoger dan die van de controlehopen. Als voorbeeld is het temperatuurverloop over de totale
composteerperiode weergegeven in Figuur 5, voor de plek waar de thermokoppel van bovenaf
in het centrum gestoken was tot een diepte van 40 cm.
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Temperatuurverloop
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70.0
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dagen na inzetten

Fig. 5. Temperatuur in “centrum boven” gedurende de gehele onderzoeksperiode. De gemiddelden van
de controle hopen en de composthopen waaraan EM is toegevoegd zijn weergegeven, alsmede
die van de omgevingstemperatuur.

De resultaten waren vergelijkbaar voor alle andere meetpunten. Er waren ofwel geen statistisch
significante verschillen tussen de EM en controle behandelingen, of wel de temperatuur van de
EM behandeling was significant hoger dan die van de controlebehandeling (Tabel 1).

meetpunt ‘ le periode ‘ 2e periode ‘ 3e periode
L EM hoger EM hoger
Centrum boven niet significant Dag: 52, 53, 55 /m 59 | Dag: 61, 63, 64, 75
. EM hoger EM hoger S
Zijkant Hoog Dag: 8,9, 11,12, 13 | Dag: 59, 60, 61 niet significant
EM hoger
Zijkant Midden niet significant Dag: 44, 45, 48, 49, niet significant
52 t/m 57, 58
EM hoger EM hoger
Zijkant Laag niet significant Dag: 49 Dag: 72 t/m 78, 82 t/m 90,

92,99, 100

Tabel 1: Perioden (voor en na de twee omzettingen van de composthopen) waarin al dan niet significant
verschillen tussen de EM en controle behandelingen voorkwamen met een betrouwbaarheids-
interval van 95%, voor de verschillende meetpunten in de compostbakken.

Alleen de dagen waarin minstens 5 aaneengesloten waarnemingen van de 24 waarnemingen
per dag significant verschilden zijn weergegeven.

3.3.2 CoO,

De CO, productie in de composthopen met toevoeging van EM was in het algemeen hoger dan in
die zonder toevoeging. De verschillen waren echter niet statistisch significant doordat er te grote
verschillen waren tussen de herhalingen. Alleen de meting op dag 25 was statistisch aantoonbaar
hoger in de composthopen met EM-toevoeging.
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Percentage CO,
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Fig. 6. De gemiddelde percentages gemeten CO, in de controle composthopen en de hopen met EM
gedurende 3 opvolgende periodes.

3.3.3 Chemische analyses

Het gemiddelde organische stof gehalte was een klein beetje lager in de EM compost dan in de
controle compost (Tabel 2), maar dit verschil was niet statistisch significant. Ook de waarden
voor de gehalten aan N, P, en K waren niet significant verschillend.

Organische stof | Ntot Ptot Ktot

(g/ke) N (g/kg) P (g/kg) K (g/ke)
C 788,1 31,1 4,0 18,6
EM 752,7 30,5 3,7 18,1

Tabel 2: Uitkomsten van de chemische analyses.

3.3.4 Compost stabiliteit

Na vier maanden composteren zag het materiaal er goed uit, hoewel de stengels nog niet
voldoende gecomposteerd leken (Fig. 7). Er waren geen duidelijke verschillen te zien tussen de
behandelingen.
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[ .

Fig. 7. Het materiaal in één van de bakken na 4 maanden composteren.

De zuurstofopname-snelheid (OUR) was vergelijkbaar voor de EM compost en de controle compost
(Tabel 3). Ook hier werden na statistische analyse geen significante verschillen gevonden.

Controle ‘ EM toegevoegd
2,76 2,86

Tabel 3. Gemeten OUR waarden in mmol O,/ kg materiaal/uur.

3.4 Conclusies

Uit de temperatuur en CO, metingen blijkt dat er in het algemeen geen verschillen waren in het
temperatuur- en CO,verloop tussen de verschillende behandelingen. De temperatuur in de compost-
hopen met EM-toevoeging was zeker zo hoog als in de composthopen zonder EM-toevoeging,
soms zelfs significant hoger. In beide gevallen werden op meerdere plaatsen in de verschillende
composthopen temperaturen boven de 60°C of zelfs 70°C gemeten. Volgens de producent van
EM zou door toevoeging van EM voor het composteren de temperatuur minder hoog worden en
zou daardoor minder materiaal “verbranden” wat de waarde ten goede zou komen. Hierbij moet
echter wel gewezen worden op de verschillen tussen het composteren in bakken en commercieel
composteren in uitgestrekte heuvels die regelmatig gekeerd worden. De compost in de gebruikte
bakken werd slechts twee maal gekeerd.

Ook uit de bepalingen die werden gedaan om de stabiliteit en de nutriéntensamenstelling van de
verschillende behandelingen weer te geven bleken geen aantoonbare verschillen te komen.

De door de producent geclaimde werking konden dus in dit experiment niet aangetoond worden.
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4 Het effect van de toepassing van EM-bokashi
op de ziektewerendheid van de bodem

4.1 Inleiding

4.1.1 Achtergrond

Voor een goede plantengroei is een gezonde bodem met een grote verscheidenheid aan bodem-
leven nodig. Als een bodem wordt verstoord, heeft dit effect op het bodemleven en dit kan leiden
tot zwakkere en zieke planten. Dit scenario leidt tot grote schadeposten voor de boer. In de
gangbare landbouw worden pesticiden gebruikt om bodem- en bladziekten te onderdrukken en
dit leidt tot een verstoord bodemleven (Engelen et al., 1998). Het gebruik van pesticiden en de
negatieve bijwerkingen van deze middelen leidt de laatste tientallen jaren tot steeds meer kritiek,
want men is bezorgder geworden om het milieu (Lazarovitz, 2001).

In relatie tot het gebruik van pesticiden worden EU milieuwetten steeds meer aangescherpt. Het
is dus voor boeren van belang om hun gewassen op een milieuvriendelijker wijze te telen.

In vergelijking met chemische toepassingen in de landbouw, is de hedendaagse toepassing van
microbiéle middelen relatief klein (Bashan, 1998). Echter, voor de ontwikkeling van betrouw-
bare microbiéle middelen als aanvulling op chemische middelen is de interesse toegenomen.
Onderzoek heeft uitgewezen dat microbiéle middelen potentieel hebben (Tanii et al., 1990; Ryder
& Rovira, 1993), maar er moet nog veel onderzoek worden gedaan naar veel aspecten van de
effecten, productie en toepassing van deze middelen.

Een gezond bodemleven is vooral van belang in de biologische landbouw, waar behandeling met
pesticiden niet is toegestaan. Het gebruik van microbiéle middelen zoals EM zou een goed alter-
natief kunnen bieden voor het verminderen van effecten van plantenziekten en voor het verhogen
van de gewasopbrengsten in de biologische landbouw (Higa, 1994).

4.1.2 Ziekteonderdrukkende gronden

De bodem is rijk aan micro-organismen (Tabel 4). Per gram grond kunnen wel 10° bodemorganis-
men aanwezig zijn (Gobat et al., 2004). De meeste micro-organismen in de grond zijn ongevaarlijk
voor planten; slechts een klein deel is (potentieel) ziekteverwekkend (Higa, 1998). Bodemgebonden
pathogenen kunnen problemen veroorzaken onder omstandigheden die gunstig zijn voor hun
groei, activiteit en reproductie. Populaties van deze pathogenen kunnen dan snel toenemen,
maar als deze gunstige condities weer veranderen, zal de pathogeenpopulatie weer afnemen tot
de originele toestand (Bashan, 1998).

Tabel 4. Rijkdom van levende organismen in de grond. Deze schatting omvat alle continenten
(n.t.b. = niet te bepalen) (Gobat et al., 2004)

Organismen Aantal bij benadering Gemiddelde biomassa
Per g droge Kg hal in de % (zonder

grond toplaag van 20 cm | plantenwortels)
Bacterién 106-109 10111014 1500 25
Schimmels n.t.b. n.t.b. 3500 59
Algen 103-10° 108-10° 10-1000 kleiner dan 0.5
Eéncelligen 104-106 109-101! 250 4
Bodemdiertjes 102-103 105-106 1-5000 12
(zonder ééncelligen)
Plantenwortels n.t.b. n.t.b. 6000
Totaal n.t.b. n.t.b. ~12000 100

De meeste gezonde gronden hebben de eigenschap om bepaalde ziekten te kunnen onderdruk-
ken. Ziekteonderdrukkende gronden worden gekarakteriseerd door minimale aanwezigheid van
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ziekten, ondanks de aanwezigheid van ziekteverwekkende organismen en van gevoelige gast-

heerplanten (Mazzola, 2002). Ziekteonderdrukkende gronden zijn vaak beschreven in relatie tot

vele plagen en ziekten, waaronder Pythium ultimum en Rhizoctonia solani (Mathre et al., 1999;

Weller et al., 2002).

Er zijn twee typen ziekteonderdrukking tegen bodemgebonden plantenpathogenen bekend (Weller

et al., 2002; Garbeva et al., 2004):

1. Algemene mekteonderdrukkmg is gerelateerd aan de totale microbiéle biomassa in de grond,
die met de pathogeen om voedingsstoffen en water concurreert of die remming van de groei
of activiteit van de pathogeen veroorzaakt (antagonisme). Dit type ziekteonderdrukking is niet
over te dragen van grond op grond. Algemene onderdrukking wordt versterkt door toevoeging
van organische stof, goede bodembewerking en de opbouw van bodemvruchtbaarheid, die de
microbiéle activiteit van de bodem stimuleren (Weller et al., 2002).

2. Specifieke ziekteonderdrukking ontleent haar activiteit aan de effecten van individuele of
bepaalde groepen micro-organismen op bepaalde pathogenen. Dit type ziekteonderdrukking
is wél overdraaghaar van grond op grond.

Veel studies zijn verricht naar micro-organismen die verantwoordelijk zijn voor de ziekteonderdruk-

king van een grond (Bashan, 1998; Mazzola, 2002). Ook is geprobeerd om deze verantwoordelijke

micro-organismen te identificeren. Immers, als deze specifieke organismen bekend zijn, kan men
een microbieel mengsel (inoculum) maken en toedienen aan andere, minder ziekteonderdruk-
kende gronden.

4.1.3 Microbiéle inocula; gebruik en beperkingen

4.1.3.1 Wisselwerkingen van microbiéle inocula met het bodemleven en planten

Het introduceren van specifieke bacterién en schimmels in landbouwgronden wordt reeds tientallen
jaren toegepast. Microbiéle inocula worden toegepast met als doel om (i) de grond voedingsstoffen
te leveren; (ii) plantengroei te stimuleren; (iii) de activiteit van plantenpathogenen te controleren
of te remmen; (iv) de bodemstructuur te verbeteren en (v) koolwaterstofverontreinigingen af te
breken (Van Veen et al., 1997). De meeste hedendaagse inocula worden gebruikt voor akkerbouw-
gewassen zoals peulvruchten en in mindere mate voor granen. Maar er zijn ook vele hoogwaardige
gewassen zoals bloemen, kasgewassen en biologisch geteeld fruit en groenten, waarbij voor de
teelt het gebruik van chemische middelen niet wenselijk is of niet is toegestaan (Bashan, 1998).
De meeste hedendaagse succesvolle inocula bevatten Rhizobium bacterién (Van Elsas & Heijnen,
1990; Bashan, 1998). Rhizobium inocula worden gebruikt om de stikstofbindende capaciteit van
vlinderbloemigen te vergroten. Het meeste onderzoek op het gebied van de biologische bestrijding
van plantenpathogenen wordt verricht naar bacterién of schimmels, die een pathogene schimmels
kunnen controleren of remmen (Whipps, 2001). Pathogene schimmels zijn verantwoordelijk voor
de meeste ziekteproblemen in de landbouw.

In de natuur wordt de activiteit van bacterién en schimmels gereguleerd door ecologische factoren
zoals een beperkte voorziening van voedingsstoffen of predatie door andere organismen. Dit
houdt de microbiéle populaties relatief constant (Gobat et al., 2004). De ecologie van schimmels
en bacterién wordt daarnaast ook gecontroleerd door de algemene eigenschappen van de bodem
zoals het vochtgehalte.

4.1.3.2 Het gebruik van microbiéle inocula voor de onderdrukking van
plantenziekteverwekkers

Micro-organismen die in de rhizosfeer (de directe nabijheid van de plantenwortels) groeien zijn
ideaal om pathogenen te onderdrukken, want de rhizosfeer is het eerste defensiemechanisme van
de wortel tegen aanvallen van pathogenen (Weller, 1988). Pathogenen ondervinden antagonisme
van micro-organismen in de rhizosfeer voor en tijdens de primaire infectie en ook gedurende de
eventuele daaropvolgende secundaire verspreiding over het worteloppervlak.

Microbiéle inocula kunnen onderdrukking van pathogenen induceren door diverse mechanismen
(Parr et al., 1994; Whipps, 2001). Het meest algemene mechanisme is (i) competitie voor voedings-
stoffen, ruimte en groei. Parasitisme (i) is een specifiek onderdrukkingsmechanisme. Antibiotica
(iii) die biostase (inactiviteit) of biocide effecten (afdoding) van plantpathogenen bewerkstelligen,
kunnen ook worden geproduceerd. Sommige micro-organismen produceren stoffen die specifieke
delen van de stofwisseling in pathogenen remmen (iv) of die giftige stoffen geproduceerd door
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de pathogeen onschadelijk kunnen maken (v). Andere micro-organismen kunnen resistentieme-
chanismen van de plant tegen pathogenen activeren (vi).

Enkelvoudige microbiéle inocula bevatten één soort van een micro-organisme en zijn soms succes-
vol toegepast tegen bodemgebonden pathogenen, hoewel het moeilijk bleek om deze resultaten
te reproduceren. In het onderzoek door Van den Boogert et al. (1990) werd een afname in het
aantal ziektegevallen in aardappelen veroorzaakt door Rhizoctonia solani aangetoond, wanneer
de schimmelparasiet Verticillium biguttatum werd toegepast. Wanneer V. biguttatum op de poot-
aardappelen werd gebracht, resulteerde dit in een zichtbare vermindering van de productie van
overlevingsstructuren door V. biguttatum op de nieuw gevormde knollen.

In de praktijk is het waarschijnlijk dat mengsels van micro-organismen voor geintegreerde bestrij-
ding nodig zullen zijn. Deze meervoudige microbiéle inocula laten in het algemeen een betere
ziektebestrijding zien, hoewel de samenstelling van het mengsel van de stammen het resultaat
sterk beinvloedt. Er zijn daarentegen ook resultaten van onderzoek beschikbaar die bij gebruik
van meervoudige microbiéle inocula in vergelijking met de enkelvoudige, een vergelijkbaar of zelfs
een mindere biologische bestrijding lieten zien (Hervas et al., 1998; Larkin & Fravel, 1998).
Omdat de resultaten van micobiéle toepassingsexperimenten niet algemeen reproduceerbaar
zijn, wordt het gebruik van microbiéle inocula vaak bekritiseerd. Vaak wordt gedacht dat nuttige
micro-organismen op natuurlijke wijze zullen toenemen, indien grondverbeteraars van organische
oorsprong aan de bodem worden toegevoegd. Toevoeging van een relatief kleine hoeveelheid
nuttige micro-organismen daarentegen, zal door de reeds gevestigde en overweldigende micro-
flora geen verandering in het microbieel evenwicht teweeg brengen. Het effect van de biologische
bufferende capaciteit wordt gedemonstreerd in diverse onderzoeken (Mousseaux et al., 1998;
Weller et al., 2002).

Wortelbacterién die op zaden worden geintroduceerd bereiken aanvankelijk hoge populatiedicht-
heden, maar deze houden meestal geen stand omdat ze alsnog door wortelbacterién worden
weggeconcurreeerd (Weller et al., 2002).

4.1.3.3 Beperkingen en uitdagingen voor microbiéle inocula

De belangrijkste beperking voor de toepassing van microbiéle inocula is het probleem van repro-
duceerbare en het gebrek aan constante resultaten (Bashan, 1998; Breeuwsma & De Boer, 2004).
Bepaalde microbiéle culturen worden gepromoot als effectieve bestrijder van een groot aantal
bodemgebonden plantenziekten, terwijl ze in feite slechts effectief zijn tegen bepaalde pathogenen
onder geconditioneerde omstandigheden. Onder veldcondities echter, houden veel beweringen
over deze enkelvoudige microbiéle inocula geen stand. Bij toepasssing van enkelvoudige micro-
biéle inocula in de bodem worden door veel onderzoekers geen effecten gevonden (Van Elsas &
Heijnen, 1990; Mousseaux et al., 1998). Als een microbieel inoculum de bodemmicroflora effectief
zal kunnen controleren, bestaat het waarschijnlijk uit een soortenmengsel van micro-organismen
en niet uit slechts één soort micro-organisme (Higa & Parr, 1994).

Het gebruik van soortenmengsels wordt bekritiseerd, omdat het moeilijk is om duidelijk aan te
tonen welke micro-organismen verantwoordelijk zijn voor de waargenomen effecten, hoe de
geintroduceerde en gevestigde micro-organismen op elkaar inwerken en wat het effect is van
de introductie op de bodem en de plantomgeving (Whipps, 2001). Om een succesvol microbieel
mengsel te maken, is het ten eerste van belang om een goede kennis te hebben van de groei-
en overlevingskarakteristieken én de nutriénten- en omstandighedenbehoeften van elk van de
samenstellende micro-organismen (Mathre et al., 1999). Ten tweede, is het van belang om van
elk van de samenstellende micro-organismen de ecologische relaties en wisselwerkingen met
andere organismen te begrijpen; hieronder valt hun vermogen om voort te bestaan in een meng-
sel van micro-organismen en in de grond na toepassing van dit mengsel.

Microbiéle inocula kunnen op diverse wijzen worden toegediend; een juiste keuze is van cruciaal
belang voor de mate van overleving van de micro-organismen. Voor EM-toediening kunnen verschil-
lende producten worden verkregen (Higa, 1998). Het vloeibare EM1 dient als uitgangsmateriaal.
Hiervan wordt via fermentatie EM-Actief (EM-A) gemaakt, dat direct op grond en planten kan
worden gesproeid. Het kan ook worden toegevoegd aan organisch materiaal, dat een voedselbron
en micro-leefruimte vormt voor de effectieve micro-organismen. Indien EM-A aan organisch mate-
riaal wordt toegevoegd en vervolgens wordt vergist, ontstaat een product dat EM-Bokashi wordt
genoemd. Dit vergistte organisch materiaal kan door de grond worden gemengd. Indien na toedie-
ning hiervan de EM microflora zich zou vestigen en stabiliseren, zouden de effecten blijvend zijn en
zouden er geen verdere toedieningen meer nodig zijn (Higa, 1998). Nieuwe EM-toedieningen zijn
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nodig als (1) organische verbeteraars die als voedingsbronnen kunnen dienen, niet meer worden
toegediend of (2) de grond wordt blootgesteld aan flinke droogte of (3) aan overstroming.

Het veronderstelde werkingsspectrum van EM in de landbouw is zeer breed. Higa beweert dat
door toevoeging van EM aan het grond/plant ecosysteem de bodemkwaliteit, bodemgezond-
heid, gewasopbrengst en -kwaliteit en zelfs dier- en mensgezondheid verbetert. Echter, voor een
succesvolle toepassing is het van essentieel belang dat de veldomstandigheden en -bewerkingen
optimaal zijn. Micro-organismen kunnen alleen effectief zijn, als de omstandigheden voor overle-
ving en vermenigvuldiging geschikt zijn, zoals bijvoorbeeld de beschikbaarheid van voedingsstof-
fen, water en zuurstof en een juiste zuurgraad en temperatuur. Volgens de producenten kan EM
een extra hulpmiddel zijn om bodem- en gewasmanagement te optimaliseren, maar het is geen
vervanging voor andere managementtechnieken (Higa & Parr, 1994).

4.1.4 Bestanddelen EM

EM bevat 80 verschillende soorten effectieve micro-organismen, die ingedeeld kunnen worden
in 5 groepen en die naast elkaar kunnen bestaan in een vloeibaar mengsel (Higa, 1988). De 5
groepen zijn fotosynthetische bacterién, melkzuurbacterién, gisten, actinomyceten (draadvormige
bacterién) en vergistende schimmels.

Fotosynthetische bacterién maken met behulp van zonlicht bestanddelen, die door planten of
andere bacterién kunnen worden gebruikt. Sommige fotosynthetische bacterién binden stikstof
uit de lucht. Volgens Higa (1998) zijn de fotosynthetische bacterién de belangrijkste bevorderaar
voor de werking van de andere micro-organismen in EM. Melkzuurbacterién onderdrukken scha-
delijke micro-organismen door de productie van melkzuur (Tortora et al., 1997). Gisten kunnen
anti-microbiéle bestanddelen produceren. Sommige actinomyceten kunnen schadelijke schimmels
en bacterién onderdrukken (Kulik, 1996). Vergistende schimmels kunnen organisch materiaal
onder zuurstofloze omstandigheden afbreken, waardoor stank wordt onderdrukt en aantastingen
door schadelijke insecten wordt voorkomen (Higa, 1998).

Van Egeraat (1998) heeft de organismen in een vloeibaar EM1 mengsel onderzocht in het labo-
ratorium. EM1 bevat ongeveer 107 micro-organismen per ml. Het overgrote deel van de micro-
organismen (5-10 x 108 per ml) bestaat uit melkzuurbacterién. Op de tweede plaats komen de
gisten (10° per ml). Andere micro-organismen zijn in zeer lage concentraties aanwezig of zijn
afwezig. Speciale testen om fotosynthetische bacterién aan te tonen gaven geen resultaat. De
aanwezigheid van schimmels en actinomyceten werd niet aangetoond; deze micro-organismen
groeien niet in afwezigheid van zuurstof, dus het is niet waarschijnlijk dat ze in een anaeroob
gefermenteerd product zullen voorkomen. Onverdunde EM1 remde de groei van bacteriéle ziekte-
verwekkers, waarschijnlijk door de lage zuurgraad veroorzaakt door het melkzuur in het product.
Schimmels en gisten kunnen een lage zuurgraad verdragen. Als EM1 100 maal wordt verdund is
de remmende werking afwezig (concentratie melkzuur is dan te laag). Het is dus onwaarschijnlijk
dat EM-A in de geadviseerde, verdunde dosering enig effect zal hebben (Van Egeraat, 1998).

4.1.5 EM producten

Er zijn diverse EM-producten verkrijgbaar (Higa, 1996; Agriton, 2006). EM1, EM5, EM-Bokashi and
EM-gefermenteerd plantenextract worden gebruikt in de plantenkweek. In dit onderzoek werden
EM1 en EM-Bokashi gebruikt, die in meer detail zullen worden behandeld.

EM1 is het uitgangsmateriaal met effectieve micro-organismen. De micro-organismen in EM1
bevinden zich in rustfase en dienen te worden geactiveerd door toevoeging van water en melasse.
Voor activering wordt een suspensie gemaakt van water, melasse en EM1 in de verhouding van
90: 5: 5 (volumeprocenten) (Agriton, 2006). Deze suspensie dient gedurende 7 dagen te worden
gefermenteerd; het uiteindelijk product wordt EM-A (EM-Actief) genoemd.

EM-Bokashi is een vast substraat met toegevoegde effectieve micro-organismen. Bokashi is
Japans voor gefermenteerd organisch materiaal. Bokashi is het groeimedium voor de effectieve
micro-organismen en verschaft deze een geschikte micro-omgeving bij toediening aan grond.
In grond geintroduceerde micro-organismen hebben de grootste overlevingskans als ze in staat
zijn om toe te treden tot beschermende micro-omgevingen (Van Elsas, 1990). Om EM-Bokashi te
maken wordt EM-A toegevoegd aan organisch materiaal (bijvoorbeeld zaagsel, mest of bladma-
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teriaal) waarin de micro-organismen zich kunnen vermenigvuldigen. De afbraaksnelheid van het
gekozen organisch materiaal bepaalt in hoge mate de overleving van de geintroduceerde micro-
organismen. Bokashi kan worden gemaakt via aerobe of anaerobe fermentatie.

Agriton adviseert anaerobe fermentatie dat, in tegenstelling tot aerobe fermentatie, het voordeel
heeft dat een lagere temperatuur tijdens het proces behouden blijft. Het nadeel van anaerobe
fermentatie is dat hiervoor een luchtdicht vat nodig is, waardoor het duurder wordt en productie
van EM-Bokashi slechts op kleine schaal kan plaatsvinden. Geadviseerd wordt om 4 tot 10 ton
EM-Bokashi per hectare toe te passen. EM-Bokashi kan 12 maanden lang worden opgeslagen
met behoud van EM activiteit (Agriton, 2006).

EM-Bokashi bevat gewoonlijk meer schimmels en gisten dan EM-A. Higa (1998) beveelt aan om
minimaal drie verschillende soorten organisch materiaal te gebruiken voor het bereiden van
EM-Bokashi. De kwaliteit van EM-Bokashi kan worden verbeterd door zeeschelpenkalk en klei-
mineralen toe te voegen. Zeeschelpenkalk brengt een langzame toename in zuurgraad teweeg.
De meeste gronden zijn licht zuur; toevoeging van zeeschelpenkalk zorgt dus voor een meer
neutrale zuurgraad van de grond. De micro-organismen in EM groeien optimaal bij een neutrale
zuurgraad. Kleimineralen worden gebruikt om hun eigenschap geladen deeltjes benodigd voor
de plantengroei (K*, Ca?*, Mg?+, Na*, NH,*) te kunnen binden. Deze gebonden elementen worden
weer vrijgegeven indien de hoeveelheid vrije geladen deeltjes in het grondwater afneemt.

In brede kringen wordt erkend dat toevoeging van organisch materiaal zoals mest en compost
aan de grond de activiteit van micro-organismen verhoogt en onderdrukking van grondgebonden
ziekten kan induceren (Hoitink & Fahy, 1986; Craft & Nelson, 1996). Eén van de doelen van dit
onderzoek is om de invloed van toevoeging van organisch materiaal (Bokashi) zonder eventuele
effecten van EM op ziektenonderdrukking te bestuderen door gesteriliseerde EM-Bokashi toe te
voegen naast de normale EM-Bokashi. In veel onderzoeken wordt deze invioed niet onderzocht
(Lee & Cho, 1993; Xu et al., 1999).

4.1.6 Eerder EM onderzoek

Beperkt onderzoek heeft plaatsgevonden naar de effecten van effectieve micro-organismen op

bodemgezondheid en plantengroei. De meeste van deze studies echter zijn niet betrouwbaar en

missen een wetenschappelijke aanpak. De resultaten van enkele betrouwbare studies worden
opgesomd:

e EM-onderzoek met een ziekteverwekkende bodemschimmel op lupine en een Australische
inheemse groenblijvende heester liet een significant grotere overleving van zaailingen op
EM-behandelde grond zien. Diverse EM-producten onderdrukten significant de groei van de
schimmel in de eerste weken na de toevoeging van de producten. Enkele EM-behandelingen
verdrongen in 3 maanden tijd de ziekteverwekker volledig. De overleving van de planten was
niet toe te schrijven aan de microbiéle activiteit van de met EM-producten behandelde gronden,
want deze was niet zichtbaar anders dan de microbiéle activiteit in de controlegrond (Aryantha
& Guest, 2000).

e EM-onderzoek met een ziekteverwekker die wortelrot bij erwt veroorzaakt liet geen ziekte-
onderdrukking door EM-A zien in vergelijking met de controle (Merfield et al., 1998). Een
alternatieve EM-bereiding zoals toevoeging van EM aan organische stof werd aangedragen
als mogelijke verbetering.

e Gebruik van EM-Bokashi tegen Pythium in hyacint en tulp resulteerde in ziekteonderdrukking
door EM. Er vond uitstel van besmetting van wortels plaats bij met EM-Bokashi behandelde
gronden. Uiteindelijk werden alle wortels besmet. Toevoeging van EM-Bokashi in afwezigheid
van de ziekteverwekker resulteerde niet in een hoger bolgewicht (Breeuwsma & De Boer,
2004).

e Behandeling van tarwezaad met EM had een significant effect op de veroorzaker van steen-
brand. Het ziekteniveau nam af met 87% bij gebruik van hoge EM-doseringen. De kiemkracht
en opkomst in het veld werden daarentegen ook negatief beinvioed. Vergelijkbare resultaten
met gesteriliseerde EM demonstreerden dat stofwisselingsproducten van de micro-organismen
en niet de EM zéIf verantwoordelijk waren voor de waargenomen effecten (Borgen, 1997).
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4.1.7 Doelstellingen
De onderzoeksvraag “welk effect heeft de toepassing van EM-bokashi op de ziektewerendheid
van de bodem?” (2.2.2) leidt tot de volgende onderzoeksdoelstellingen:

e Bewijzen of EM-Bokashi effect heeft op de ziekteonderdrukking van biologische gronden

¢ Bepalen of een toegenomen ziekteonderdrukking wordt veroorzaakt door de toevoeging van
EM of van organisch materiaal

e Bepalen of EM-Bokashi een verschil oplevert in de ziekteonderdrukking van verschillende
bodemgebonden schimmels

e Bepalen of toepassing van EM-Bokashi een verandering in de microbiéle diversiteit van
de bodem veroorzaakt

4.2 Materiaal & methoden

4.2.1 Algemene methodologie

Grondmonsters werden verzameld bij Velt-leden met een moestuin op een perceel waar minstens
3 jaar biologisch geteeld was. Uitsluitend zandgronden werden verzameld, omdat deze het meest
gevoelig zijn voor bodemgebonden ziekten. leder grondmonster bestond uit een mengsel van
submonsters, die tot een diepte van 20 cm uit de moestuinen waren genomen. Bijlage 1 geeft een
overzicht van specificaties van deze gronden, analyseresultaten en welke gronden in de diverse
biotoetsen (zie 4.2.2) werden gebruikt.

Er werden twee soorten Bokashi bereid: Bokashi mét en zonder EM. De instructies van Agriton
werden nauwkeurig gevolgd. Bladafval van prei, kool en tarwestro werden in gelijke hoeveelheden
bijeengevoegd, in kleine stukken gesneden en vervolgens goed gemengd. Dit substraat werd over
twee vaten van 34 liter verdeeld. In één vat werd EM-A (Agriton) toegevoegd in een concentratie
van 1.23 | per 100 kg vers substraat. Aan beide vaten werden Edasil-kleimineralen en zeeschel-
penkalk toegevoegd, beide in een concentratie van 2.50 kg per 100 kg vers substraat. De inhoud
van beide vaten werd goed gemengd, waarna de vaten luchtdicht werden afgesloten om anae-
robe fermentatie op gang te brengen. Door de aanwezigheid van een drukventiel in het dekselvat
werd drukopbouw binnenin het vat voorkomen. Het substraat werd gedurende 6 weken bij 25°C
gefermenteerd. Het substraat in beide vaten was na deze periode nog niet gefermenteerd en
leek nog steeds op het uitgangsmateriaal. De inhoud van beide vaten stonk, terwijl EM-Bokashi
een zoetige gefermenteerde geur, zoals de geur van bier, zou moeten hebben. Bokashi moest
dus op een andere wijze worden verkregen.

EM-Bokashi werd beschikbaar gesteld door
Agriton, de Nederlandse leverancier van EM
(Fig. 8). Een deel van de EM-Bokashi werd in
een zak gesteriliseerd (121°C) om de effectieve
micro-organismen te doden en het effect van de
toevoeging van organisch materiaal te testen. Na
de sterilisatieprocedure werd de zak gedurende
twee dagen open aan de lucht blootgesteld zodat
micro-organismen uit de lucht op de gesterili-
seerde Bokashi konden neerdalen. De standaard
en gesteriliseerde Bokashi werden tot gebruik
luchtdicht opgeslagen bij 20°C en volgens de
aanbevelingen van Agriton in een concentratie
van 5% op volumebasis aan de gronden toege-
voegd.

Fig. 8. EM-Bokashi van Agriton.
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De zaden werden voor gebruik in de experimenten gedurende 1 minuut ontsmet met bleekmiddel
(1% op volumebasis), waarna de zaden grondig werden gespoeld met kraanwater om restanten
bleekmiddel te verwijderen.

Met uitzondering van de Pythium biotoets, werden in alle biotoetsen meststoffen aan de potten
toegevoegd. Hiertoe werden biologische mestkorrels (Culterra, Workum, Nederland; N-P-K: 10-4-6)
tot poeder vermalen en toegevoegd volgens de aanbevelingen van de leverancier in een hoeveel-
heid van 12 g per liter verse grond.

4.2.2 Besmettingsniveaus van natuurlijk voorkomende pathogenen

De eerste biotoets werd uitgevoerd om het besmettingsniveau van natuurlijk voorkomende patho-
genen in de 15 verzamelde gronden te testen. De reden hiervoor was om onderscheid te kunnen
maken tussen eventueel natuurlijk aanwezige ziektekiemen en toegevoegde ziektekiemen van
een bepaalde schimmelsoort.

In een geconditioneerde kweekcel (20°C, RLV 60%, 16 uur licht per dag) werd een kiemingsproef
uitgevoerd, waarbij 5 testplanten werden gebruikt, die gevoelig zijn voor verschillende grond-
gebonden ziekten: Wortel (cv. Nantes) en komkommer (cv. Hoffmans Giganta) om te testen op
omvalziekten, vlas (cv Regina) om te testen op verwelkingsziekten, tomaat (cv Moneymaker) om
te testen op wortelrot en Chinese kool (cv. Granaat) om te testen op knolvoet.

Per grondmonster werden per plantensoort elk 3 potten ingezet. Een pot werd ingezaaid met
tomaat (10 zaden), komkommer (10 zaden), peen (15 zaden), vlas (15 zaden) of Chinese kool
(7 zaden). Gedurende een periode van 6 weken, werd tweemaal per week de opkomst en gezond-
heid van de zaailingen bepaald.

Met behulp van deze observaties werden drie gronden geselecteerd, die de minste symptomen
van zaailingziekten op de gastheerplanten vertoonden; in dit rapport worden dit de “gezonde
gronden” genoemd. Ook werden drie gronden geselecteerd, die de meeste ziektesymptomen
lieten zien (“zieke gronden”). Een grond die besmet wordt ten behoeve van een experiment wordt
besmette grond genoemd.

4.2.3 Effecten van EM op de gezonde gronden

Om het effect van EM op algemene grondgebonden ziekten te testen, werden de drie gezonde gron-

den gebruikt voor biotoetsen in de kas. Van elk van de gronden werden drie EM-grondbehandelingen

ingezet:

1. grond verrijkt met EM-Bokashi (5% op volumebasis)

2. grond verrijkt met gesteriliseerde EM-Bokashi (5% op volumebasis)

3. grond zonder toevoegingen (de controle)

Twee verschillende biotoetsen werden uitgevoerd voor elke grondbehandeling:

1. Pythium biotoets met de ziekteverwekker Pythium ultimum en komkommer als gastheer
plant (komkommer cv. Hoffmans Giganta)

2. Rhizoctonia biotoets met de ziekteverwekker Rhizoctonia solani en peen (cv. Nantes) als
gastheer

4.2.3.1 Pythium biotoets

Er werden voor deze biotoets drie grondbesmettings-behandelingen toegepast:

1. Besmette grond met een hoge inoculumdosering (0.5 % op volumebasis)

2. Besmette grond met een lage inoculumdosering (0.05 % op volumebasis)

3. Onbesmette grond (de controle)

De grondbesmettingen werden gerealiseerd met behulp van een inoculum van Pythium ultimum,
die onder geconditioneerde omstandigheden in het laboratorium was opgekweekt.

Voor deze biotoets werden de 3 gezonde gronden gebruikt. Het aantal ingezette objecten in
deze biotoets was:

3 (gronden) x 3 (EM-behandelingen) x 3 (grondbesmettingen) = 27 objecten

Een object werd gecreéerd door één van de EM-behandelingen en één van de pathogeen besmet-
tingen in één van gronden te realiseren, waarna de grond goed werd gemengd. Potten werden
met het grondmengsel gevuld en vervolgens werden per pot 9 komkommerzaden ingezaaid.
Per object werden 5 potten (herhalingen) ingezet; het aantal ingezette potten was dus:

27 (objecten) x 5 (herhalingen) = 135 potten
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De potten werden in de kas (20°C, 16 uur licht per dag) geplaatst en de opkomst van de zaai-
lingen en de ontwikkeling van de ziekte (Fig. 9) werd tweemaal per week gedurende drie weken
bekeken.

Fig. 9. Matige opkomst en reeds één zieke
komkommerplant in een experimentele pot

4.2.3.2 Rhizoctonia biotoets

Ook voor deze biotoets werden de 3 gezonde gronden gebruikt. Per grond werden de drie
EM-behandelingen gerealiseerd, waarna de grond goed werd gemengd. In de lengte gehalveer-
de PVC-pijpen (lengte 40 cm, diameter 6 cm) dienden als biotoets -pot, waarin 500 ml van een
EM-behandelde grond werd gebracht. In elke pijp werd een rij wortelzaadgroepen gezaaid, waarbij
elke groep uit 10 zaadjes was opgebouwd. Voor deze groepsvorming werd gekozen om ervoor
te zorgen dat de ziekteverwekker niet bovengronds van plant tot plant kon worden overgedragen,
maar in of op de grond moest groeien, waarbij een wisselwerking met de bodemmicroflora moest
worden aangegaan. Per pijp werden 17 groepen gezaaid met een onderlinge afstand van 2.5 cm.
De pathogeen Rhizoctonia solani, die onder geconditioneerde omstandigheden in het laboratorium
was opgekweekt, werd aan het begin van elke rij tegen de eerste plant in de grond gebracht. Het
aantal ingezette objecten in deze biotoets was:

3 (gronden) x 3 (EM-behandelingen) = 9 objecten.

Per object werden 7 pijpen (herhalingen) ingezet; het aantal ingezette pijpen is dus:

9 (objecten) x 7 (herhalingen) = 63 pijpen.

De pijpen werden in de kas (20°C, 16 uur licht per dag) geplaatst, waarover een transparante
PVC tent werd geplaatst om een relatieve luchtvochtigheid van 100% te realiseren. Dit is van
belang voor een goede ontwikkeling van deze pathogeen. De opkomst van zaailingen en de
ontwikkeling van de ziekte (Fig. 10) werd tweemaal per week gedurende vier weken bekeken.
De afstand tussen het inoculatiepunt en de eerste gezonde planten werd als maat gebruikt voor
ziekteonderdrukking.
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Fig. 10. Ontwikkeling van Rhizoctonia solani in de biotoets

4.2.4 Effecten van EM op de zieke gronden

Het effect van EM op natuurlijk voorkomende ziekten in drie zieke gronden werd bestudeerd.
Van elk van de gronden werden drie EM-behandelingen ingezet (zie 4.2.3) en goed gemengd.
De behandelde gronden werden in potten gedaan, waarna in twee van de drie behandelde zieke
gronden drie gastheerplanten (peen, komkommer of vlas) werden gezaaid.

Van de laatste grond was bekend dat er besmetting van knolvoet aanwezig was, dus werd er
Chinese kool gebruikt als toetsplant. De Chinese kool werd daartoe in potgrond gezaaid en na drie
weken werden in elke pot met behandelde zieke grond 3 plantjes overgebracht. Per behandeling
werden 5 potten (herhalingen) ingezet. De potten werden in de kas (20°C, 16 uur licht per dag)
geplaatst en de opkomst en ziekteontwikkeling werd geobserveerd gedurende 6 weken.

4.2.5 Karakterisering van de grond

Grondmonsters werden gedurende 24 uur bij 40°C gedroogd, waarna de zuurgraad en N-P-K
van deze luchtdroge monsters werd bepaald. Ook werd het gehalte aan organische stof bepaald.
Daartoe werd de grond gedurende 24 uur verhit bij 105°C om al het water te doen verdampen.
Vervolgens werd de grond verast (3 uur bij 550°C) om al de organische stof te verbranden. Het
organisch stofgehalte is het percentageverschil tussen het gewicht van de veraste grond en de
luchtdroge grond.

4.2.6 Myceliumgroeitest

De myceliumgroeitest is een test waarin de groei van een schimmelmycelium van een testpa-
thogeen kan worden bekeken. Een dun doorlaatbaar vlies (membraan) wordt over een grond
gespannen, waarna de schimmel op het membraan wordt gebracht. In een ziekteonderdrukkende
grond wordt de myceliumgroei geremd.

In dit onderzoek werd de methode van Blok and Bollen (1996) gebruikt om te bepalen wat het
effect is van de EM-behandelingen op de pathogeenonderdrukking van de drie gezonde gronden.
Uit ervaring (W. Blok, 2006) was gebleken dat Fusarium oxysporum het meest bruikbare patho-
geen is voor deze methode.

Van elk van de gezonde gronden werden vier EM-behandelingen ingezet:

1. grond normaal verrijkt met EM-Bokashi (5% op volumebasis)

2. grond sterk verrijkt met EM-Bokashi (25% op volumebasis)

3. grond normaal verrijkt met gesteriliseerde EM-Bokashi (5% op volumebasis)

4. grond zonder toevoegingen (de controle)

Een extra groeitest werd ingezet met dezelfde vier behandelingen, die vervolgens werden geste-
riliseerd. Dit werd gedaan om te bepalen of de gevonden effecten in de test het gevolg zijn van
de aanwezigheid van de EM (biologisch effect) of zijn toe te schrijven aan de aanwezige stoffen
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in de Bokashi en/of de stofwisselingsproducten geproduceerd door de EM (chemisch effect).
Behandelde grond werd in 2.5 | zakken gedaan en gedurende drie weken in een klimaatcel (20°C)
geplaatst, waarna de grond werd geanalyseerd (zie 4.2.5). Cellofaan membraan met een dikte
van 17.5/1000 mm werd over aluminium ringen (diameter 75 mm, hoogte 8 mm) gespannen en
met een rubber band vastgezet. Deze ringen werden in glazen afgesloten schaaltjes geplaatst,
gevuld met een laagje water en gesteriliseerd (15 min bij 121 °C). Vervolgens werd het water uit
de schaaltjes verwijderd en werden de ringen gevuld met 25 ml grond, waaraan 20 ml handwarme
wateragar (agar concentratie 1.5%) werd toegevoegd. Bij het afkoelen van de agar stolt deze en
wordt een vaste laag verkregen die vastkleeft aan het membraan. Van elk van de behandelingen
worden 5 ringen (herhalingen) ingezet. De ringen werden in een incubator (25°C) geplaatst met
het membraan aan de onderkant, zodat stoffen afkomstig van de behandelde grond als gevolg
van de zwaartekracht langzaam naar beneden richting het membraan zouden gaan. Na een dag
werden de ringen omgedraaid en werd Fusarium oxysporum in het midden van de ringen op het
membraan geént. Na 7 dagen werd de diameter van het mycelium bepaald (Fig. 11).

Fig. 11. Opzet Fusarium oxysporum myceliumgroeitest

4.2.7 Ademhalingstest

Om de microbiéle activiteit van de gronden te bepalen, werd de ademhaling ofwel productie van
kooldioxide (CO,) gemeten. Met behulp van deze test werd bepaald wat het effect is van toevoe-
ging van EM-Bokashi op de adembhaling. Als toevoeging van EM-Bokashi resulteert in een grotere
microbi€le activiteit, wordt de productie van CO, groter. Door lucht met een bekende snelheid
over een bekende hoeveelheid grond in een liggende buis te leiden, zal door de ademhaling de
CO,.concentratie verhogen. Door het verschil te meten in CO, concentratie tussen de ingaande
en uitgaande lucht van de buis, kan de ademhaling worden bepaald en worden uitgedrukt in pg
CO, per g droge grond per uur. Voor deze meting is het van belang dat de buizen met grond in
een constante omgevingstemperatuur van 20°C liggen en dat de doorgaande lucht bevochtigd
is, zodat de grond niet uitdroogt.

Er werden vier gronden met drie EM-behandelingen per grond (zie 4.2.3) getest. De gronden
werden in plastic zakken goed gemengd met de EM-Bokashi en vervolgens opgeslagen bij 20°C,
waarbij de zakken tweemaal per week werden gemengd. De ademhaling van twee van de behan-
delde gronden werd gemeten één week na het mengen van de gronden; de andere twee gronden
werden gemeten acht weken na het mengen. Door deze tijdsverschillen in voorbehandeling en
ademhalingsmeting werden deze grondparen als onafhankelijke experimenten beschouwd.
Glazen buizen werden elk gevuld met 100 g behandelde grond en in een incubator (20°C) geplaatst
(Fig. 12). Over de grond in de buizen werd bevochtigde lucht met een snelheid van 54.8 liter per
minuut geleid. De ademhaling werd gedurende 24 uur gemeten met een CO, analyseapparaat
(Analytical Development Co., Hoddesdon, England). Het vochtgehalte van de grond werd bepaald
om de CO,-productie uit te kunnen drukken op basis van drooggewicht.
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Fig. 12. Opzet ademhalingstest. Lucht wordt door de liggende buizen in de incubator geleid en wordt
na droging via het systeem aan de muur het CO,analyseapparaat in geleid. Door een schakel-
systeem wordt het meten van de CO, tussen buizen afgewisseld.

4.2.8 Bacteriéle soortensamenstellingstest

Met de bacteriéle soortensamenstellingstest wordt onderzocht of de diversiteit van bodem-
bacterieleven verandert door de toediening van EM. Hierbij wordt het DNA van planten, dieren
en/of micro-organismen in de grond of organisch materiaal (Bokashi) geisoleerd en wordt een
soortenmengsel van DNA verkregen. In dit onderzoek werd de bacteriéle soortensamenstelling
bepaald. In het verkregen mengsel van DNA bevinden zich vele stukken verschillend DNA, die o.a.
afkomstig zijn van verschillende soorten bacterién. De volgorde van bouwstenen in het DNA van
elke bacteriesoort verschilt namelijk. De bacteriéle soortensamenstelling van het DNA-mengsel
is representatief voor de bacteriéle soortensamenstelling in het oorspronkelijke monster. De
hoeveelheid DNA in dit mengsel is echter te klein om te bepalen hoeveel soorten DNA en in welke
verhouding het mengsel bevat. Daartoe wordt met de PCR-techniek heel specifiek het DNA van
alleen bacterién vermenigvuldigd. Hierbij verandert de verhouding van de verschillende soorten
niet. Een stuk DNA uit een bacterie kan bij een succesvolle PCR wel 1 miljard kopieén opleveren.
Met behulp van de DGGE-techniek kunnen de verschillende bacterie DNA-soorten in een verticale
gel door middel van het aanbrengen van een spanningsverschil over de gel worden gescheiden
(Fig. 13) en na kleuring zichtbaar worden gemaakt voor het menselijk oog. Hierdoor onstaat een
bandenpatroon. Elk bandje in dit patroon staat in het algemeen voor één bacteriesoort. De dikte
of intensiteit van dit bandje is een maat voor de hoeveelheid bacterién in het oorspronkelijke
monster. Omdat DNA van een bepaalde bacteriesoort na vergelijkbare stroombehandelingen
steeds op dezelfde hoogte in de verticale gel verschijnt, kan de verandering van de bacteriéle
soortensamenstelling of diversiteit van een monster in de tijd worden gevolgd. In dit onderzoek
bijvoorbeeld, kan worden onderzocht of toevoeging van EM-Bokashi invloed heeft op de oorspron-
kelijke bacteriéle samenstelling van een grondmonster en of de EM in de Bokashi na toevoeging
aan de grond zich kunnen handhaven of uitbreiden.
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Fig. 13. Scheiding van bacterieel DNA in een verticale gel bij 100 V gedurende 16 uur.
De DNA-monsters worden in uitsparingen boven in de gel opgebracht. Het DNA migreert o.i.v.
een spanningsverschil naar beneden. De blauwe lijn geeft de voortgang van het proces aan.

In dit onderzoek is de keuze gemaakt om de pijlen te richten op het bacteriéle leven in de grond.
Tijdens de PCR-techniek wordt heel specifiek het bacterieel DNA vermenigvuldigd. DNA afkom-
stig van andere micro-organismen in EM-A suspensie, EM-Bokashi of grond, zoals schimmels
en gisten, worden tijdens de PCR niet vermenigvuldigd, zodat de verandering van deze groepen
micro-organismen na bijvoorbeeld toevoeging van Bokashi aan grond niet in de tijd kan worden
gevolgd.

Er werden twee gezonde gronden met drie EM-behandelingen per grond (zie 4.2.3) getest. Potten
van 500 ml werden gevuld met de behandelde gronden, waarin tomatenzaailingen (cv Moneymaker)
van 14 dagen oud werden geplant. Deze tomatenzaailingen werden in potgrond opgekweekt. Uit
de literatuur (Van Rijn et al., 2007) is bekend dat tomatenplanten gevoelig zijn voor veranderingen
in de bodemmicroflora, wat tot uitdrukking komt in de microbiéle samenstelling rond de wortels
(rhizosfeer). De potten werden in de kas bij een temperatuur van 20°C en een lichtperiode van 16
uur per dag geplaatst. Na 2 en 3 weken werd aan elke pot 150 ml opgeloste kunstmest (N-P-K-
MgO= 19-6-20-3) toegevoegd.

Na 6 weken werden monsters genomen van de rhizosfeer en bulkgrond (onbewortelde grond).
In een eerder stadium werden bulkgrondmonsters genomen direct na het behandelen van de
gezonde gronden met EM-Bokashi en werden monsters genomen van de EM-Bokashi, de gesterili-
seerde EM-Bokashi en EM-A suspensie (zie 4.2.1). Variatie tussen twee aangeleverde en gebruikte
EM-Bokashi-partijen en twee EM-A suspensies gedurende het onderzoek werd ook bepaald door
hiervan monsters te nemen. Tevens werden monsters genomen van het resultaat van de poging
om Bokashi zéIf te maken (zie 4.2.1), met en zonder EM, met als doel om te bepalen of de EM
micro-organismen het slecht gefermenteerde substraat hadden gekoloniseerd.

Van de monsters werd DNA geisoleerd, waarna met behulp van de PCR-techniek de hoeveelheid
bacterieel DNA in de monsters specifiek werd vermenigvuldigd. Vervolgens werd DGGE uitgevoerd,
waarbij de bacterie-DNA-mengsels op een verticale gel werden gebracht. Na het aanbrengen van
een spanningsverschil over de gel (100 V gedurende 16 uur) werden na kleuring van de gel de
bandenpatronen zichtbaar gemaakt (Fig. 14). Het bandenpatroon van alle objecten werd met de
specifieke software (Phoretix 1D, Nonlinear Dynamics Ltd, UK) geanalyseerd. Van elk monster
werd van het bandenpatroon het aantal bandjes geteld en werd de diversiteitsindex berekend.
Deze diversiteitsindex is een waarde die groter wordt bij een toenemend aantal bandjes én bij
een evenredige verdeling van de intensiteit van de bandjes in het bandenpatroon (Van Vliet et al.,
2006). Vervolgens werd met de software bekeken in hoeverre toevoeging van gesteriliseerde of
niet-gesteriliseerde Bokashi de soortensamenstelling van de grond beinvloedde.
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Fig. 14. Voorbeeld van een gekleurde gel met bacterieel
DNA-bandenpatronen van 10 grond- en 3 referentiemonsters.

4.3 Resultaten

4.3.1 Besmettingsniveaus van natuurlijk voorkomende pathogenen

In de eerste biotoets, waarin het besmettingsniveau van natuurlijk voorkomende pathogenen van
15 gronden werd gescreend, werden diverse verschillen waargenomen. Uit de resultaten van
deze toets werden drie gronden geselecteerd, die de beste kieming van testplantzaden en de
minst geinfecteerde kiemplanten te zien gaven. Tevens werden drie gronden geselecteerd die de
meeste ziektesymptomen lieten zien. In deze toets, maar ook in volgende experimenten, bleek
het moeilijk om het vochtgehalte van de zandgronden op een juist niveau te houden. Het probleem
met zandgronden is namelijk dat ze snel uitdrogen door een kleine waterhoudende capaciteit.
Bij gebruik van natuurlijke gronden is het altijd moeilijk om constante resultaten te verkrijgen;
bodemeigenschappen zoals de aanwezigheid van voedselbronnen en de waterhoudende capaciteit
variéren en storende factoren zoals van nature voorkomende pathogenen kunnen de experimentele
resultaten beinvloeden. Voor practische toepassing echter, is het relevant om natuurlijke gronden
voor de experimenten te gebruiken. Om het effect van onbekende factoren te verminderen, zijn
alle experimenten met ten minste twee verschillende gronden per experiment uitgevoerd.

4.3.2 Gezonde gronden met EM

4.3.2.1 Pythium biotoets

Het Pythium ultimum inoculum was zeer effectief; de hoge inoculumdosering (0.5% op volumeba-
sis) gaf een klein opkomstpercentage van de planten en bijna alle opgekomen planten waren ziek.
Een vernietigend effect van het Pythium inoculum werd verkregen in grond 3. In de controlegrond
waren slechts enkele zaailingen gezond en in de behandelingen met EM-Bokashi overleefde geen
enkele plant. De lage inoculumdosering (0.05% op volumebasis) vertoonde een hoge ziektegraad,
dus in het vervolg werden voor analyse alleen de resultaten van lage inoculumdosering- en
controlebehandelingen gebruikt.

Er werden grote verschillen in het aantal gezonde planten tussen de gronden en tussen de
grondbehandelingen waargenomen (Fig. 15). De met Pythium geinoculeerde gronden vertoonden
een kleinere plantenopkomst, maar ook in de niet-geinoculeerde gronden werden verschillen in
opkomst waargenomen (vergelijk grond 1 met 2 en 3).

Met behulp van statistische analyses werden de resultaten getoetst om gefundeerd uitspraken te
kunnen doen over het effect van de gronden en EM-behandelingen op de opkomst en ziekteont-
wikkeling van de testplanten. Zo werd via statistische toetsen een significant verschil gevonden
tussen de effecten van gesteriliseerde en niet-gesteriliseerde EM-Bokashi, maar deze verschillen
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waren tussen de besmette en onbesmette gronden niet eenduidig. Voor de onbesmette grond
1 bijvoorbeeld, werd een kleiner percentage gezonde planten gevonden bij de behandeling met
niet-gesteriliseerde EM-Bokashi in vergelijking met de gesteriliseerde behandeling; dit duidt op
een negatief effect van EM op de plantengroei. Maar voor de besmette grond 1 was het percen-
tage gezonde planten juist groter in de niet-gesteriliseerde EM-Bokashibehandeling; dit duidt op
mogelijke onderdrukking van de toegediende pathogeen door EM. Grond 2 vertoonde echter
tegenovergestelde resultaten.

Statistische toetsing van de besmette gronden met de onbesmette gronden per behandeling,
leverde een significant groter percentage gezonde planten bij alle behandelingen in de onbesmette
gronden in vergelijking met de besmette gronden.

Aantal gezonde planten in controle
en met Pythium ultimum besmette gronden

100

80 ] .
60 oGrond 1
i B Grond 2

40 oGrond 3
0 T T T
P-C P-Bs P-Bn

Aantal gezonde planten (%)

0-C 0-Bs 0-Bn
Behandeling
Fig. 15. Aantal gezonde planten in onbesmette (0) en P. ultimum-besmette (P) gronden met drie

EM-grondbehandelingen: controle (C), gesteriliseerde Bokashi (Bs) en niet-gesteriliseerde
Bokashi (Bn). De percentages zijin gemiddelden van resultaten van 5 herhalingen per object.

4.3.2.2 Rhizoctonia biotoets

De Rhizoctonia solani biotoets gaf betrouwbare resultaten bij één van de drie gronden. In de
andere twee gronden was de opkomst van de zaailingen te onregelmatig, zodat de ontwikkeling
van de schimmel door de gronden in de pijpen niet goed gemeten kon worden. De schimmel was
in 4 weken tijd door de grond in de gehele pijp gegroeid, zowel in de controlegrond als in de met
gesteriliseerde EM-Bokashi behandelde grond (Fig. 16).

Statistische analyse vertoonde een significant verschil tussen de gesteriliseerde en niet-gesterili-
seerde EM-Bokashi grondbehandeling. Er werd een mindere ontwikkeling van Rhizoctonia gevon-
den in de niet-gesteriliseerde Bokashi t.0.v. de gesteriliseerde Bokashibehandeling gevonden. Er
was geen verschil tussen de controle en gesteriliseerde Bokashi grondbehandeling. Dit duidt op
een onderdrukkend effect van EM, en niet van het toegevoegde substraat.

De pijpen met de verschillende Bokashibehandelingen werden drie weken na het experiment
nogmaals geobserveerd. De ontwikkeling van Rhizoctonia door de grond in de pijpen was niet
verder gegaan. Op dat moment waren de peenplanten dermate groot en stonden dermate dicht
opeen dat ze elkaar in de groei belemmerden.
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Ontwikkeling van R. solani door de grond
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Fig. 16. Ontwikkeling van R. solani door de grond gedurende 4 weken. Drie EM-behandelingen werden
gebruikt: een controle, gesteriliseerde EM-Bokashi (Bok-EM) en niet-gesteriliseerde EM-Bokashi (Bok+EM).
De waarden zijn gemiddelden van resultaten van 7 herhalingen per object.

4.3.3 Zieke gronden met EM ]

De biotoets met komkommer op de zieke gronden gaf bruikbare resultaten. Eén zieke grond
vertoonde geen omvalziekte, dus waarschijnlijk was deze grond van nature niet zwaar besmet
met grondgebonden ziekten. De andere grond vertoonde een groot aantal besmette planten bij
alle behandelingen (Fig. 17). Voor de statistische analyse werd het percentage gezonde planten na
drie weken gebruikt. Statistische analyse liet geen significante verschillen zien tussen de controle
en de behandelingen met de gesteriliseerde of niet-gesteriliseerde EM-Bokashi. Ook werden geen
significante verschillen zichtbaar tussen een combinatie van beide Bokashi-behandelingen en de
controle of tussen de gesteriliseerde en niet-gesteriliseerde EM-Bokashi.

Het experiment met Chinese kool op de met knolvoet besmette grond gaf geen bruikbare resul-
taten. De planten groeiden goed, maar er werd na 7 weken geen knolvoet waargenomen bij de
knolvoetgevoelige Chinese kool. Van deze grond was bekend dat er natuurlijke besmetting van
knolvoet aanwezig was, maar waarschijnlijk was de besmettingsgraad niet hoog genoeg.

Het experiment met peen en vlas gaf geen betrouwbare resultaten. De variatie in opkomst van
peenzaailingen tussen de potten was te groot om betrouwbare conclusies te trekken. De potten
met vlas vertoonden dezelfde problemen als in het gezonde grondexperiment: slechte opkomst
en ook fysiologische verwelking.
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Aantal gezonde planten in een
besmette grond in de tijd
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Fig. 17. Aantal gezonde zaailingen in een natuurlijk besmette grond gedurende drie weken. Drie
EM-grondbehandelingen werden gebruikt: een controle, gesteriliseerde Bokashi (Bok-EM) en niet-
gesteriliseerde Bokashi (Bok+EM). De getallen zijn gemiddelde percentages van 5 herhalingen.

4.3.4 Myceliumgroeitest

De resultaten van de myceliumgroeitest lieten geen grote verschillen tussen de EM-grond-
behandelingen zien (Fig. 18). De behandeling met de hoge EM-Bokashi dosering (25% op volu-
mebasis) gaf geen bruikbare resultaten. In de meeste gevallen was de myceliumdiameter na 5
dagen groter in vergelijking met de andere behandelingen, maar in sommige gevallen was het
membraan waarop de schimmel groeide volledig vergaan. Bij deze ringen kon de myceliumgroei
na vijf dagen niet worden gemeten. De behandeling met de hoge EM-Bokashi dosering werd in
het experiment opgenomen, om te onderzoeken of een hogere EM-concentratie een grotere ziek-
teonderdrukking zou opleveren, resulterend in een kleinere myceliumdiameter. Dit was blijkbaar
niet het geval, dus de resultaten van deze behandeling werden voor statistische analyse buiten
beschouwing gelaten. Een bodemverrijking met organisch materiaal van 25% op volumebasis
wordt evengoed in de praktijk niet gebruikt.

Statistische analyse gaf een significant grotere myceliumgroeisnelheid aan voor alle
EM-behandelingen op de gesteriliseerde gronden in vergelijking met de verse gronden. Voor
de verse gronden had de gecombineerde Bokashi behandeling een significant grotere myceli-
umdiameter tot gevolg in vergelijking met de controle. Dus deze EM en Bokashi behandelingen
stimuleerden de groei van de pathogeen. Voor de steriele gronden had de gecombineerde Bokashi
behandeling een significant kleinere myceliumdiameter tot gevolg in vergelijking met de controle.
Er werden m.b.v. statistiek geen significante verschillen gevonden tussen de gesteriliseerde en
niet-gesteriliseerde EM-Bokashi behandelingen.

Wetenschapswinkel Wageningen UR -28 - Rapport 245



EM: Effectieve microben of effectieve magie?

Myceliumgroei van F. oxysporum op 6 gronden,
5 dagen na beénting
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Fig. 18. Myceliumgroei van Fusarium oxysporum, vijf dagen na beénting. Drie verse gronden en drie
gesteriliseerde gronden (steriele grond) werden gebruikt. Toegepaste EM-behandelingen zijn:
controle, gesteriliseerde Bokashi (Bok-EM) en niet-gesteriliseerde Bokashi (Bok+EM). De getallen
zijn gemiddelde diameters van het mycelium van 5 herhalingen.

4.3.5 Ademhalingstest

Tussen de behandelingen in de verse gronden (Fig. 19) werden grote verschillen in ademha-
ling gevonden. Statistische analyse gaf significante verschillen tussen de behandelingen aan.
Contrastanalyse tussen beide Bokashibehandelingen en de controle gaf een significant verschil
weer; de verrijking van de grond met zowel de gesteriliseerde als niet-gesteriliseerde variant van
EM-Bokashi resulteerde in een veel grotere CO,-productie. Er werden geen verschillen gevonden
tussen de gesteriliseerde en niet-gesteriliseerde EM-Bokashi.

Bij de rijpere grondmengsels werden enkele verschillen zichtbaar (Fig. 20), maar deze verschillen
waren niet zo significant als bij de verse grondmengsels. Statistische analyse liet significante
verschillen tussen de behandelingen en tussen de gronden zien. Contrastanalyse gaf ook bij de
rijpe gronden een significant verschil tussen beide Bokashibehandelingen en de controle weer;
beide Bokashibehandelingen gaven in vergelijking met de controle een grotere CO,-productie. Er
werden geen verschillen gevonden tussen de gesteriliseerde en niet-gesteriliseerde EM-Bokashi.
Het rijpe grondmengsel 2 gaf een significant grotere CO,-productie dan het rijpe grondmengsel 1.
Dus: toediening van Bokashi leidde tot een verhoogde adembhaling door de grotere beschikbaar-
heid van voedingsstoffen, onafhankelijk van de aanwezigheid van EM micro-organismen.
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CO -productie van verse Bokashi-grondmengsels
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Fig. 19. CO,-productie (ademhaling) van twee verse EM-Bokashigrondmengsels gemeten één
week na het toepassen van de EM-Bokashibehandelingen. Toegepaste behandelingen
zijn: controle, gesteriliseerde Bokashi (Bok-EM) en niet-gesteriliseerde Bokashi (Bok+EM).
De weergegeven CO,-productiewaarden zijn gemiddelden van 3 herhalingen.

CO2-productie van rijpe Bokashi-grondmengsels
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Fig. 20. CO,-productie (ademhaling) van twee rijpe EM-Bokashigrondmengsels gemeten acht
weken na het toepassen van de EM-Bokashibehandelingen. Toegepaste behandelingen
zijn: controle, gesteriliseerde Bokashi (Bok-EM) en niet-gesteriliseerde Bokashi (Bok+EM).
De weergegeven CO,-productiewaarden zijn gemiddelden van 3 herhalingen.

4.3.6 Bacteriéle soortensamenstellingstest

Analyse van de bandenpatronen leverde op, dat er zich verschillende aantallen en soorten micro-
organismen in de twee aangeleverde EM-A suspensies bevonden. Uit het aantal bandjes en de
intensiteit of dikte van deze bandjes werd de diversiteitsindex berekend (Tabel 5). EM-A suspensie
1 leverde meer bandjes en een hogere diversiteitsindex op dan EM-A suspensie 2. Het betekent
dat er meer bacterién in een meer evenredige verdeelde toestand in EM-A suspensie 1 voorkwa-
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men in vergelijking tot suspensie 2. Tussen de twee aangeleverde EM-Bokashipartijen was er
een klein verschil; er was een grote overeenkomst in de aanwezige bacteriesoorten tussen beide
partijen; het aantal bacteriesoorten en diversiteitsindex verschilden iets. Onderlinge vergelijking
van de zelfgemaakte “Bokashi” met en zonder de EM leverde enige variatie in bacteriesoorten op;
deze variatie was niet terug te voeren op de toevoeging van de EM, want deze soorten werden
niet teruggevonden in de EM-A suspensies of Bokashipartijen. De zelfgemaakte “Bokashi” had
zeer weinig overeenkomsten in bacteriesoortensamenstelling met zowel de aangeleverde EM-A
suspensies als met de aangeleverde Bokashipartijen. Bij het vergelijken van de aangeleverde
EM-A suspensies met de Bokashipartijen viel op dat de Bokashi een groter aantal bacterién in
een meer evenredig verdeelde toestand herbergde, maar dat er zeer weinig soortensamenstel-
lingsovereenkomsten waren.

Er werden verschillen gevonden tussen de twee gronden door verschillen in de natuurlijk voorko-
mende grondbacterién. Grond 2 bevatte voor zowel de bulkgrondmonsters (t=0 en t=6) als voor
de rhizosfeermonsters (t=6) een groter aantal bandjes en grotere diversiteitsindex dan grond 1
(Tabel 5). Er werden per grond echter geen significante verschillen gevonden tussen de verschil-
lende behandelingen (controle, gesteriliseerde EM-Bokashi of niet-gesteriliseerde EM-Bokashi),
zowel in de bulkgrondmonsters direct na het mengen (t=0), als in de bulkgrond- en rhizosfeer-
monsters op tijdstip t=6 weken.

Tabel 5. Bacteriéle diversiteit uitgedrukt in aantallen banden en de diversiteitsindex in EM producten en
grondmonsters. Bulkgrond- en rhizosfeermonsters werden verzameld op verschillende tijdstip-
pen (0 en 6 weken) na het behandelen van de gezonde gronden met EM-Bokashi. Op tijdstip O
weken is er nog geen rhizosfeergrond.

Monster Type grondmonster Aantal banden Diversiteitsindex
EM-A suspensie 1 13 1.01
EM-A suspensie 2 10 0.95
Bokashi partij 1 22 1.20
Bokashi partij 2 20 1.24
Zelfgemaakte Bok-EM 29 1.23
Zelfgemaakte Bok+EM 29 1.2
Grond 1 Controle Bulkgrond t= 0 33 1.45
Grond 1 Bok-EM Bulkgrond t= 0 32 1.41
Grond 1 Bok+EM Bulkgrond t= 0 32 1.44
Grond 2 Controle Bulkgrond t= 0 42 1.55
Grond 2 Bok-EM Bulkgrond t= 0 43 1.58
Grond 2 Bok+EM Bulkgrond t= 0 42 1.58

Grond 1 Controle Bulkgrond t= 6 29 1.38
Grond 1 BokEM Bulkgrond t= 6 30 1.41
Grond 1 Bok+EM Bulkgrond t= 6 32 1.40
Grond 2 Controle Bulkgrond t= 6 44 1.55
Grond 2 Bok-EM Bulkgrond t= 6 44 1.55
Grond 2 Bok+EM Bulkgrond t= 6 41 1.54

Grond 1 Controle Rhizosfeer, t= 6 38 1.48
Grond 1 Bok-EM Rhizosfeer, t= 6 39 1.48
Grond 1 Bok+EM Rhizosfeer, t= 6 39 1.47
Grond 2 Controle Rhizosfeer, t= 6 40 1.54
Grond 2 BokEM Rhizosfeer, t= 6 40 1.55
Grond 2 Bok+EM Rhizosfeer, t= 6 38 1.51
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4.4 Conclusies

EM vertoonde geen algemeen ziekteonderdrukkend effect, behalve voor Rhizoctonia solaniin één
van de gronden. In het Pythium-omvalziekte experiment werd de ziekte soms zelfs gestimuleerd
door EM-Bokashi. Toevoeging van EM had ook geen effect op de ziekteontwikkeling op van nature
besmette gronden. De myceliumgroeitest toonde aan dat er ook geen schimmelremmend effect
van EM op Fusarium oxysporum was.

EM werd toegepast door gronden te verrijken met Bokashi, waardoor niet alleen EM maar ook orga-
nisch materiaal werd toegevoegd. Dit organisch materiaal (met of zonder levende EM) verhoogde
de bodemademhaling. Uit de resultaten van de ademhalingstest en het P. ultimum — komkom-
merexperiment bleek, dat toevoeging van Bokashi niet alleen het bodemleven in het algemeen
stimuleert, maar mogelijk ook de ontwikkeling van plantenpathogenen zoals P. ultimum.

In de gronden met levende EM werd geen hogere microbiéle activiteit gevonden dan in de controle
gronden met gedode EM. Dit hoeft niet te betekenen dat de bodemmicroflora niet veranderd was
door toevoeging van EM. Analyse van de bacteriesoortensamenstelling toonde echter aan dat
toevoeging van EM aan de gronden geen significante verandering van de bacteriéle populaties
teweeg bracht. De schimmelsamenstelling zou echter wel veranderd kunnen zijn (Formowitz et
al., 2007), maar dit is niet getest.
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5. Algemene discussie

5.1. Compostering in het veld

Hoewel EM-A toegevoegd aan het te composteren materiaal soms leidde tot een verhoging van
de temperatuur, had EM geen duidelijk effect op het verloop van het composteerproces, noch
op het organisch stof gehalte en de nutriéntengehaltes van de geproduceerde compost. EM
had zeker geen temperatuur-verlagend effect zoals geclaimd door de producent. Als er al een
effect was, was het eerder een versnellend effect resulterend in een lager organisch stofgehalte
en stikstofgehalte in het uiteindelijke product (hoewel niet significant). EM zou een ander effect
kunnen hebben op de compostering en het uiteindelijke product in grotere composthopen die
regelmatig gekeerd worden (bijvoorbeeld eens per week). Het is echter waarschijnlijk dat de
organismen in EM zich niet zouden kunnen vestigen in materiaal dat van zichzelf al rijk is aan
micro-organismen, zoals biologisch geproduceerd plantenmateriaal. Als EM-organismen zich al
zouden kunnen vestigen zou het merendeel van de toegevoegde organismen dood gaan tijdens
de verhittingsperiode, zeker als temperaturen boven de 60°C worden bereikt.

5.2. Bokashi productie in het lab

De Bokashi werd gemaakt volgens de richtlijnen van Agriton. De richtlijnen zijn niet erg nauwkeurig
opgesteld; het is een algemene beschrijving op welke manier de verschillende typen organisch
materiaal dienen te worden gemengd om gefermenteerde Bokashi te verkrijgen. Ondanks een
nauwgezette voorbereiding van het substraat en goede omstandigheden voor anaerobe fermen-
tatie, was het substraat na 6 weken nog niet gefermenteerd. Mogelijke verklaringen kunnen zijn
dat de fermentatieperiode voor de gebruikte substraten (bladafval van prei, kool en tarwestro) te
kort was of dat het vochtgehalte van 59% te hoog was. Het is aannemelijk dat moestuinhouders
bij het maken van Bokashi van tuinafval soortgelijke problemen zullen ondervinden. Het is van
belang dat Agriton nauwkeuriger richtlijnen opstelt voor het zelf bereiden van Bokashi 6f adviseert
om zelf geen Bokashi te maken en het gefermenteerde product te kopen.

5.3. Ziekten- en pathogenenonderdrukking

Pythium ultimum - komkommer. De beide Bokashi behandelingen vertoonden een kleiner
aantal gezonde planten in vergelijking met de controle. Dit geeft aan dat Bokashi P. ultimum niet
onderdrukt maar stimuleert. De toegevoegde Bokashi had zich waarschijnlijk niet voldoende
gestabiliseerd. Ongerijpt en instabiel organisch materiaal zoals Bokashi dient niet alleen als
voedselbron voor de effectieve micro-organismen, maar ondersteunt ook de ontwikkeling van
ziekteverwekkers (Hoitink & Boehm, 1999). Tussen de behandelingen met gesteriliseerde en
niet-gesteriliseerde Bokashi werden verschillen waargenomen, maar deze verschillen waren niet
eenduidig voor alle gronden en lieten geen algeheel ziekteonderdrukkend effect door EM zien.
Uit dit onderzoek blijkt dat EM geen effect heeft en P. ultimum niet wordt onderdrukt zoals dat
wel het geval was in een ander onderzoek (Breeuwsma & De Boer, 2005).

Zoals verwacht werd een groter aantal gezonde planten gevonden bij de onbesmette gronden in
vergelijking met de P. ultimum besmette gronden. Bij de onbesmette gronden bleek met name
grond 1 gevoelig voor een laag opkomstpercentage van de planten in vergelijking met de andere
gronden. Dit is mogelijk te wijten aan natuurlijk voorkomende en dominante pathogenen in de
grond. Een kleine opkomst en een klein aantal gezonde planten in de P. ultimum besmette gronden
bewees dat het inoculum zeer effectief was.

Rhizoctonia solani - peen. Bij deze biotoets werd een duidelijke ziekteonderdrukking door EM
waargenomen. Hoewel deze resultaten werden verkregen uit slechts één experiment met één
grond, werd in alle zeven herhalingen met niet-gesteriliseerde Bokashi een verminderde ziekte-
ontwikkeling door R. solaniin vergelijking met de andere behandelingen waargenomen. Er werd
een significant verschil tussen de gesteriliseerde en niet-gesteriliseerde Bokashi aangetoond.
Het ziekteonderdrukkend effect moest dus het resultaat zijn van de toegevoegde EM en niet het
resultaat van de toevoeging van organisch materiaal alléén.

Zelfs na zeven weken had R. solani zich niet verder door de grond ontwikkeld. Dit geeft aan dat de
groei van de pathogeen daadwerkelijk was gestopt door EM en niet slechts was vertraagd zoals
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dat wel het geval was in een ander onderzoek (Breeuwsma & De Boer, 2004). Deze waarnemingen
zijn een aanwijzing voor veelbelovende toepassingen van EM voor het terugdringen van problemen
veroorzaakt door Rhizoctonia solani in sommige gronden, maar niet in andere.

Uit de literatuur (Nelson et al., 1983; Hoitink & Boehm, 1999) is bekend, dat R. solaniin de groei
en ontwikkeling wordt belemmerd door een smaller spectrum van biologische remmers in vergelij-
king tot bijvoorbeeld Pythium. Pythium wordt gecontroleerd door algemene ziekteonderdrukking,
bijvoorbeeld door concurrentie met andere micro-organismen om voedingsstoffen, terwijl de
remming van R. solani het gevolg is van specifieke ziekteonderdrukking. De onderdrukking van
R. solani wordt dus waarschijnlijk veroorzaakt door specifieke micro-organismen die aanwezig
zijn in EM of gestimuleerd worden door EM. Hoitink & Boehm (1999) wijzen erop dat parasitisme
van kritisch belang is voor biologische bestrijding van R. solani. Blijkbaar resulteerde de toevoe-
ging van Bokashi niet in algemene onderdrukking van grondgebonden ziekten maar in specifieke
onderdrukking van R. solani in bepaalde gronden.

Besmette gronden. Bij de verschillende behandelingen van de besmette grond werden geen
verschillen in ziekteonderdrukking gevonden. Statistische analyse stelde geen verschillen tussen
de behandelingen vast. De behandelingen met Bokashi zonder en met EM hadden geen effect op
de ziekteonderdrukking in natuurlijk besmette gronden.

Myceliumgroeitest. De diameter van het mycelium was zoals verwacht groter op de gesteri-
liseerde gronden in vergelijking met de verse gronden. In de gesteriliseerde gronden was geen
competitie om beschikbare voedingsstoffen van micro-organismen met de Fusarium. Voor zowel
de verse als gesteriliseerde gronden werden tussen de beide Bokashi-behandelingen en de
controle verschillen vastgesteld. Voor de verse gronden was de myceliumgroei significant groter
voor de gecombineerde Bokashi behandeling t.o.v. de controle. Dit bewijst dat de verrijking van
de gronden met Bokashi niet resulteert in een schimmelonderdrukkend effect, maar juist een
groeistimulerend effect op F. oxysporum bewerkstelligt. Er werden geen significante verschillen
gevonden tussen de Bokashi-behandelingen met en zonder EM. Voor de gesteriliseerde gronden
was de myceliumgroei significant kleiner voor de gecombineerde Bokashi-behandeling t.o.v. de
controle, maar de verschillen tussen de afzonderlijke behandelingen waren relatief klein (zie figuur
18). Hierdoor werden er geen significante verschillen gevonden tussen de Bokashi-behandelingen
met en zonder EM, waardoor er geen duidelijk effect van de toevoeging van EM-Bokashi op schim-
melgroeiremming kon worden aangetoond. Dit impliceert dat er geen schimmelonderdrukkend
effect van EM tegen F. oxysporum uitgaat.

5.4. Grondanalyses

Bodemademhalingstest. Er waren grote verschillen tussen de Bokashi-behandelingen en de
controle voor de verse gronden. Net als in de P. ultimum biotoets, werd het verschil veroorzaakt
door de toevoeging van organisch materiaal (Bokashi). Er waren geen verschillen tussen de behan-
delingen met gesteriliseerde Bokashi en EM-Bokashi. Voor de rijpe gronden had de gecombineerde
Bokashi-behandeling een grotere CO,-productie dan de controle, maar er waren geen verschillen
tussen de gesteriliseerde Bokashi en EM-Bokashi behandelingen. Na acht weken diende de Bokashi
nog steeds als een extra voedingsbron voor de micro-organismen in de bodem. Er werd geen
significant verschil in bodemadembhaling vastgesteld tussen de Bokashi-behandelingen. Hieruit
mag niet worden afgeleid dat de samenstelling van de bodemmicroflora niet veranderd was.
Mogelijk hebben de micro-organismen in EM een deel van de natuurlijk aanwezige grondbacte-
rién vervangen. In dat geval zou de totale CO,-productie niet significant verschillen, maar het is
waarschijnlijker dat de EM is weggeconcurreerd door de oorspronkelijk aanwezige microflora.
Bacteriéle soortensamenstellingstest. Tussen de EM-A suspensies die op verschillende
tijden werden aangeleverd, werden verschillen vastgesteld. Het uitgangsmateriaal is dus niet
uniform. In het onderzoek van Van Vliet et al. (2006) werd hetzelfde vastgesteld; twee EM-partijen
verschilden in aantal banden en diversiteitsindex. Het gevolg is dat er variatie zal optreden in het
resultaat van behandelingen met de EM, afhankelijk van de kwaliteit van het uitgangsmateriaal.
De EM-Bokashi had een grotere bacteriéle diversiteit dan de EM-A suspensies. De overeenkomst
tussen de bacteriesoorten tussen de EM-A en EM-Bokashi was klein, wat aangeeft dat er een
verschil in bacteriesamenstelling was tussen beide producten. De poging om zelf EM-Bokashi te
maken was niet succesvol; er vestigden zich geen EM in het te fermenteren plantenmateriaal. Er
werden slechts kleine verschillen gevonden tussen de “Bokashi” mét en “Bokashi” zonder EM.
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Kenmerkende bandjes van de EM-A suspensie werden niet teruggevonden in het zelfgemaakte
resultaat met EM.

Er werden geen verschillen gevonden in bacteriesamenstelling in de verschillend behandelde
grondmonsters. Dit wijst erop dat EM niet in staat was om de bacteriesamenstelling significant
te veranderen op een detecteerbaar niveau. Zelfs tussen de bulkgrondmonsters direct genomen
na mengen werden geen verschillen waargenomen, dus waarschijnlijk werden de EM micro-
organismen direct toegevoegd onder het detectieniveau. Dit verklaart tevens de resultaten van
het grootste deel van de biotoetsen, waarin geen invloed van EM werd waargenomen. Alleen één
biotoets met Rhizoctonia solani vertoonde een ziekteonderdrukkend effect door EM. De bacteriéle
soortensamenstellingstest bepaalde dat toevoeging van EM niet resulteerde in een verandering
van de bacteriéle microflora in de grond, dus de toename in ziekteonderdrukking van R. solani
werd waarschijnlijk niet veroorzaakt door veranderde bacteriéle populaties. Mogelijk hebben
niet-bacterién aanwezig in EM bokashi, zoals schimmels en gisten, een verandering in de bodem-
microflora veroorzaakt, die geresulteerd heeft in onderdrukking van R. solani.
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6. Algemene conclusies en aanbevelingen

EM-A had geen duidelijk effect op het verloop van het composteerproces, noch op het organisch
stof gehalte en de nutriéntengehaltes van de geproduceerde compost. EM zou misschien een
effect kunnen hebben op de compostering en het uiteindelijke product in grotere composthopen
die regelmatig gekeerd worden. Voor kleine tuinders zoals de leden van Velt is dit moeilijk te
bewerkstelligen, en de effecten van EM op hun kleine composthopen is waarschijnlijk verwaar-
loosbaar klein. Bovendien is het biologisch geproduceerd plantenmateriaal dat door Veltleden
gebruikt wordt als uitgangsmateriaal voor de compostering van zich zelf waarschijnlijk al rijk
genoeg aan diverse micro-organismen. Het is wel belangrijk om te proberen de luchttoevoer in
de composthopen te verbeteren, zodat de temperatuur minder hoog oploopt.

EM toegevoegd in Bokashi vertoonde meestal geen ziekteonderdrukkend effect, behalve voor
Rhizoctonia solaniin één van de gronden. EM verhoogde dus niet de algemene ziekteonderdruk-
king van de gebruikte gronden. Toevoeging van Bokashi stimuleerde zelfs de ontwikkeling van
Pythium ultimum in sommige gevallen. Toevoeging van EM had geen effect op de ziekteontwik-
keling op de besmette gronden.

Onderdrukking van R. solani door EM in één van de gronden duidt op specifieke onderdrukking.
Ook in eerder onderzoek werd bewezen dat EM van invloed was op R. solani (Innoventis, 2002).
De oorzaak van het ziekteonderdrukkend effect in dit experiment is onbekend, maar waarschijnlijk
is het effect het gevolg van specifieke onderdrukking door bepaalde soorten micro-organismen
in de EM-Bokashi of gestimuleerd door dit product.

Toevoeging van levende EM organismen aan de Velt-gronden bracht geen significante verandering
van de bacteriesamenstelling teweeg en verhoogde ook niet de bodemademhaling. Een mogelijke
verklaring zou kunnen zijn dat andere micro-organismen dan bacterién die aanwezig zijn in de
EM zoals schimmels en gisten, verantwoordelijk zijn voor het ziektenonderdrukkend effect op
R. solani. De myceliumgroeitest toonde aan dat er geen schimmelremmend effect van EM op
Fusarium oxysporum is. Het zou interessant zijn om de myceliumgroei van R. solani op dezelfde
wijze te toetsen. Het zou ook interessant zijn om meer experimenten met EM en Rhzoctonia solani
uit te voeren, om zo te kunnen onderzoeken voor welke gewassen en onder welke omstandighe-
den EM een ziekteonderdrukkend effect vertoont. Het mechanisme van ziekteonderdrukking van
R. solani dient ook te worden opgehelderd. Een soortensamenstellingstest specifiek gericht op
bijvoorbeeld bodemschimmels zou interessant zijn om te achterhalen of deze micro-organismen
verantwoordelijk zijn voor de toegenomen ziekteonderdrukking van R. solani. De uitgevoerde
experimenten vestigen de aandacht op drie van de meest algemene grondgebonden schimmels:
Pythium, Rhizoctonia en Fusarium. Toegevoegd onderzoek zou kunnen worden uitgevoerd om de
effecten van EM op andere grondgebonden schimmelziekten, grondgebonden bacterieziekten
of plantparasitaire nematoden te bepalen. Tevens zouden de effecten van EM op bladziekten
kunnen worden onderzocht.

De resultaten van het P. ultimum — komkommerexperiment en de bodemademhalingstest toonden
aan dat toevoeging van Bokashi niet alleen het bodemleven in het algemeen stimuleert, maar
mogelijk ook de ontwikkeling van sommige plantenpathogenen. Indien de gronden een aantal
weken na verrijking met Bokashi onaangeroerd waren gebleven, zodat de effectieve micro-organis-
men zich konden vestigen en een nieuw evenwicht konden bereiken met de gevestigde microflora,
dan zouden misschien andere resultaten zijn verkregen. Aanvullend onderzoek is nodig om te
bepalen wat de meest effectieve manier is om EM (vioeibaar EM-A, Bokashi of een combinatie
van beide) toe te passen en welke EM concentratie optimaal is om problemen veroorzaakt door
bodemgebonden plantenpathogen te verminderen. Stabieler organisch materiaal zou kunnen
dienen als een beter substraat voor het maken van Bokashi. Voor de producenten voor EM is het
van belang om uniform uitgangsmateriaal van constante kwaliteit te leveren. Anders zullen de
effecten van EM niet duidelijk en betrouwbaar zijn voor tuiniers, boeren en onderzoekers. Tevens
zijn betere richtlijnen nodig voor het thuis produceren van Bokashi.

Dit onderzoek heeft, evenals voorgaand onderzoek, aangetoond dat de resultaten van het gebruik
van EM zeer variabel kunnen zijn, afhankelijk van de werkelijke microbiéle samenstelling van het EM
product, de grond, de plantensoort en de pathogenen. Veltleden kunnen natuurlijk zelf besluiten
of zij EM producten willen gebruiken. Het is echter wetenschappelijk aangetoond dat biologisch
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beteelde gronden van zich zelf al ziekteonderdrukkend zijn, mede door een grote diversiteit aan
micro-organismen (van Bruggen en Termorshuizen, 2003). Het is dan ook twijfelachtig of het onder-
drukkend vermogen verbeterd kan worden door toevoeging van gekweekte micro-organismen
aan een toch al zeer rijke bodem (Hiddink et al., 2005).
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Bijlage 1. Specificaties van de gebruikte gronden

N-totaal ‘ P-fosfaat ‘ Organisch
oplosbaar materiaal
mg/kg mg/kg | %
1. Frans Delie 109.7 208 24.50 5.72
2. Veltinks 77.4 132 25.00 6.28
3. R Meulemans 127.7 178 19.60 13.52
4. Droevendaall 37.8 29.6 4.90 3.47
5. Heemtuin 50.5 19.6 1.60 4.69
6. Proeftuin 30.4 83.6 13.20 4.65
7. Velt-mengsel 79 108 12.00 5.90
8. Droevendaal? 25.2 30.4 3.20 3.17
9. Potgrond 785.25 862.5 141.00 57.61

Gronden 1, 2, 3, 7 en 8 zijn onbesmet (gezonde gronden) en gronden 4, 5 en 6 zijn van nature
besmet (zieke gronden).

Grondgebruik per experiment

Pythium ultimum - komkommer biotoets :grond 7, 8, 9
Rhizoctonia solani — peen biotoets ;grond 1, 2,3
Natuurlijk besmette gronden experiment : grond 4, 5, 6
Mycelium groeitest ;grond 1, 2, 3
Bodemadembhalingstest ;grond 1,3,7,8
Bacteriéle soortensamenstellingstest ;grond 1, 3
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