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Samenvatting 

In dit verslag is een vierjarig onderzoek beschreven dat is uitgevoerd aan het 
Proefstation voor de Bloemisterij in Aalsmeer. Het doel van het onderzoek was 
"de bestudering van de epidemiologie van schimmelziekten, veroorzaakt door 
pathogène wortelschimmels van bloemisterijgewassen, in eb/vloedsystemen om te 
komen tot met name fysische beheersing van het optreden van de ziekten". 

De verspreiding van ziekten vormt een van de grote problemen die kunnen ontstaan 
wanneer van drainagesystemen wordt overgegaan op gesloten teeltsystemen, waarin 
de voedingsoplossing wordt hergebruikt. Nader onderzoek was nodig om inzicht te 
krijgen in het gedrag van pathogenen in gesloten teeltsystemen, het risico op 
verspreiding van ziekten en nieuwe mogelijkheden voor het beheersen van ziekten in 
deze systemen. Als onderzoeksmodel werd gekozen voor het pathogeen Fusarium 
oxysporum f. sp. cyclaminis en het gewas Cyclamen bij teelt op het eb/vloedsysteem. 
Fusarium oxysporum veroorzaakt verwelkingsziekte bij Cyclamen. Eenmaal werd een 
proef uitgevoerd met een ander pathosysteem, te weten Cylindrocladium spathiphylli 
bij spathiphyllum. 

Uit in vitro-experimenten waarin de overleving van Foc in voedingsoplossing werd 
onderzocht bleek dat de schimmel zich gedurende minimaal een jaar in 
voedingsoplossing kan handhaven en dan nog steeds pathogeen is. Er werd een 
afname tot 20% van de oorspronkelijke inoculumdichtheid waargenomen. In steriele 
voedingsoplossing bleek er zelfs een toename plaats te kunnen vinden tot circa 30 
maal de oorspronkelijke dichtheid. Het toevoegen van organisch materiaal had een 
extra verhoging van de dichtheid tot gevolg. 

In verschillende proeven werd onderzocht of en hoe de schimmel zich in het 
eb/vloedsysteem kan verspreiden. Verspreiding van pathogène schimmels vindt door 
het gehele systeem plaats met voedingsoplossing. Op de tafel(s) van het gebruikte 
eb/vloedsysteem was de dichtheid schimmeldeeltjes tijdens bevloeiing overal even 
groot. Dit kwam ook tot uiting in het gevonden willekeurige verspreidingspatroon van 
aangetaste planten. Vergelijkbare resultaten werden gevonden bij de verspreiding van 
Cylindrocladium spathiphylli bij spathiphyllum. Alle planten werden tijdens een 
bevloeiing dus blootgesteld aan dezelfde inoculumdruk. In de tijd bleek er wel een 
verandering op te kunnen treden in de dichtheid schimmeldeeltjes in de 
voedingsoplossing die tijdens bevloeiing op de tafels kwam. In experimenten waarin 
de voedingsoplossing in de tank besmet werd bleek er in de tijd een sterke reductie 
(tot ca. 99%) van de dichtheid op te treden. Deze kon onder andere verklaard 
worden door mortaliteit van de toegevoegde microconidiën en door bezinking van 
schimmeldeeltjes op de bodem van de tank, in de periode tussen twee bevloeiingen. 

Aangetaste planten bleken een belangrijke bron van besmetting te kunnen vormen. 
De aanwezigheid van aangetaste planten op de tafels kan leiden tot een toename van 
de dichtheid schimmeldeeltjes in de voedingsoplossing en verspreiding van de ziekte. 
Met het overtollige drainwater spoelen schimmeldeeltjes uit de potkluit van 
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aangetaste planten. Door de geringe opname van voedingsoplossing door aangetaste 
planten is juist hier de hoeveelheid drainwater groot. Bij Spathiphyllum waren in het 
onderzoek op aangetaste wortels duidelijk sporendragers met sporen van 
C.spathiphylli zichtbaar. Bij Cyclamen kon echter de productie van sporen of andere 
deeltjes van F.oxysporum in de potkluit niet microscopisch aangetoond worden. 

In het onderzoek werd ook nagegaan hoe de relatie tussen de dichtheid van de 
schimmel in grond of in voedingsoplossing en de uitval van Cyclamen op het 
eb/vloedsysteem is. Bij een besmetting met slechts 10 sporen per plant werd nog 2% 
van de planten aangetast. Gezien deze gevoeligheid van het gewas en de zeer lange 
teeltduur van Cyclamen is ook bij een extreem lage inoculumdichtheid in het 
eb/vloedsysteem het risico op uitval door F.oxysporum nog groot. 

Voor grote problemen zorgde een steeds terugkerende besmetting van één of 
meerdere onbesmette controlebehandelingen. Er werden aanwijzingen gevonden dat 
deze besmettingen veroorzaakt werden door een onvoldoende goede ontsmetting van 
de systemen tussen de proeven. 

De gebruikte detectiemethoden bleken niet voldoende selectief en zorgde daardoor 
meerdere malen voor problemen. Voor verder onderzoek aan bodempathogenen is 
van groot belang dat nauwkeurige detectiemethoden beschikbaar zijn. 

Verspreiding van pathogène bodemschimmels in het eb/vloedsysteem vindt plaats 
met voedingsoplossing. Het risico op het optreden van ziekten in het eb/vloedsysteem 
is in belangrijke mate afhankelijk is van de mate waarin uitspoeling van 
schimmeldeeltjes uit de potkluit van aangetaste planten plaatsvindt en van de 
gevoeligheid van het gewas. Het lijkt mogelijk door middel van (teelt-)technische 
factoren het risico op verspreiding van ziekten op het eb/vloedsysteem te beperken. 
Enkele van deze maatregelen worden genoemd. Geconcludeerd wordt echter dat 
maatregelen om het risico op verwelkingsziekte bij Cyclamen te beheersen gericht 
moeten zijn op het volledig uitroeien van de ziekte. Nader onderzoek is nodig om te 
bepalen hoe dit bij andere pathosysternen ligt. 
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1 Inleiding 

De laatste jaren zijn er in de glastuinbouw verschillende nieuwe, veelal 
substraatarme, teeltsystemen ontwikkeld waarbij los van de ondergrond wordt geteeld. 
De meeste van deze teeltsystemen zijn momenteel nog drainagesystemen, waarbij de 
overtollige voedingsoplossing die toegediend wordt verdwijnt naar de ondergrond en 
het oppervlaktewater. Dit heeft een hoge belasting van het milieu tot gevolg en 
brengt bovendien extra kosten met zich mee door verlies van water met nutriënten. 
Door de systemen 'gesloten' te maken kan dit worden voorkómen. In gesloten 
teeltsystemen wordt de overtollige voedingsoplossing opgevangen en bij een volgende 
gietbeurt hergebruikt. In de Structuurnota Landbouw wordt het jaar 2000 genoemd 
als streefdatum waarop 100% van de sierteeltgewassen onder glas geteeld moet 
worden in gesloten teeltsystemen (Anon., 1989). Voor gewassen die op kunstmatig 
substraat geteeld worden en voor potplanten wordt momenteel januari 1995 als 
streefdatum genoemd. Een belangrijk nadeel van gesloten systemen is echter dat door 
hergebruik van voedingsoplossing het risico op verspreiding van ziekten groter is dan 
in conventionele teeltsystemen. Dit is zeker een van de redenen die de introductie 
van gesloten teeltsystemen in de praktijk bemoeilijkt. 

De afgelopen tien à vijftien jaar is er in Nederland en daarbuiten slechts in 
beperkte mate onderzoek gedaan naar verspreiding van ziekten in gesloten 
teeltsystemen. Een overzicht van de literatuur op dit gebied is gegeven in bijlage 0. 
Het gebrek aan kennis over het risico van verspreiding van ziekten in gesloten 
teeltsystemen is een eerste aanleiding geweest tot het opstarten van het in dit verslag 
beschreven project, waarin het gedrag van scliimmelziekten in gesloten teeltsystemen 
centraal staat. 

Het project werd in oktober 1989 gestart en op 30 september 1993 beëindigd. Het 
werd gefinancierd met Energie Beleidsgelden (EBG) door het Ministerie van 
Landbouw, Natuurbeheer en Visserij. Het onderzoek werd uitgevoerd aan het 
Proefstation voor de Bloemisterij in Nederland (PBN) te Aalsmeer. 

Om het optreden van ziekten te kunnen beheersen is in eerste instantie een goed 
inzicht nodig in de ontwikkeling en verspreiding van ziektekiemen in het teeltsysteem. 
Het onderzoek heeft zich dan ook voornamelijk hierop gericht. In dit rapport wordt 
een overzicht gegeven van het onderzoek dat werd uitgevoerd binnen bovengenoemd 
project. De resultaten van verschillende proeven die zijn uitgevoerd zullen uitgebreid 
worden besproken. In de discussie zal worden ingegaan op de resultaten en de 
consequenties daarvan voor de praktijk. Ook zullen aanbevelingen worden gedaan 
voor verder onderzoek. 

Delen van het in dit verslag beschreven onderzoek zijn eerder gepubliceerd. Deze 
zijn vermeld in hoofdstuk 12. Publikaties van de resultaten in wetenschappelijke 
tijdschriften zijn in voorbereiding. 
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1.1 Doel van het project 

Het doel van het project was alsvolgt gedefinieerd: 

"Bestudering van de epidemiologie van schimmelziekten veroorzaakt door pathogène 
wortelschimmels van bloemisterijgewassen in eb/vloedsystemen om te komen tot met 
name fysische beheersing van het optreden van de ziekten. " 

1.2 Onderzoeksmodel 

Voor een goed inzicht in de oorzaak van problemen met ziekten in gesloten 
teeltsystemen en voor het ontwikkelen van oplossingen hiervoor is het noodzakelijk 
de achtergrond van processen die zich in deze systemen afspelen te kennen. Bij 
aanvang van het project werd daarom gekozen voor een opzet waarin een 
onderzoeksmodel, bestaande uit één gewas, één pathogeen en één teeltsysteem, 
centraal stond. Deze opzet maakt het mogelijk verschillende processen die zich in het 
systeem afspelen en de achtergronden hiervan voor de gekozen 
plant/pathogeencombinatie nauwkeurig te onderzoeken. Vervolgens kan, eventueel 
op grond van korte aanvullende proeven, een evaluatie van de gevonden gegevens 
voor andere plant/pathogeen/systeem-modellen gegeven worden. 

Op grond van kennis over de relatie tussen plant, pathogeen en systeem kan worden 
vastgesteld op welke wijze, gebruik makend van eigenschappen van het systeem, 
beheersing van ziekten in gesloten een teeltsysteem mogelijk is. Aanwijzingen dat 
verspreiding van ziekten in een gesloten teeltsysteem in belangrijke mate kan worden 
beïnvloed door het systeem werden verkregen uit onderzoek van Rattink (1991). 
Hieruit bleek dat de verspreiding van Fusarium in het eb/vloedsysteem beperkt was. 
Bezinking van schimmeldeeltjes op de bodem van de tank, dus fysische eigenschappen 
van het systeem, zouden hieraan ten grondslag liggen. 

1.2.1 Pathosysteem 

Als pathosysteem werd, op grond van literatuuronderzoek en de resultaten van 
eerdere proeven aan het PBN, gekozen voor het pathogeen Fusarium oxysporum f. sp. 
cyclaminis (Foc) bij Cyclamen. De schimmel Fusarium oxysporum van Cyclamen is een 
vaatparasiet die verwelkingsziekte veroorzaakt. De schimmel infecteert de wortels van 
de waardplant en groeit voornamelijk via de houtvaten naar de knol en de boven
grondse delen van de plant. De vaten raken verstopt en waardoor de wateropname 
geremd wordt en typische verwelkingssymptomen ontstaan. (Gerlach, 1954) De ziekte 
kan voor belangrijke problemen zorgen in de Cyclamenteelt. In figuur 1.1 zijn de 
verschillende structuren van Fusarium oxysporum weergegeven. 
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Figuur 1.1 Morfologie van Fusarium oxysporum. (A) sporendragers, (B) microsporen, 
(C) macrosporen en (D) chlamydosporen. (Overgenomen uit Booth ,1971) 

Ten behoeve van het onderzoek werd één isolaat van Foc geselecteerd uit een 
totaal van 10 verschillende isolaten van de schimmel. De isolaten werden vergeleken 
op grond van groei en sporenproductie en pathogeniteit voor Cyclamen. Deze 
vergelijking werd uitgevoerd op verschillende media. Er werd een isolaat gekozen 
(Foc 90-4) dat begin 1990 aan het PBN geïsoleerd was uit een Cyclamen met 
verwelkingssymptomen, afkomstig van een praktijkbedrijf. Dit isolaat was duidelijk 
pathogeen voor Cyclamen en was in staat tot productie van zowel micro-, macro- als 
chlamydosporen (zie figuur 1.1). Dit is van belang omdat deze sporen een 
verschillende betekenis kunnen hebben voor de overleving en verspreiding van de 
schimmel. 

1.2.2 Teeltsysteem 

Het eb/vloedsysteem is een gesloten teeltsysteem dat aanvankelijk ontwikkeld werd 
voor de teelt van potplanten. Bij dit systeem wordt voedingsoplossing vanuit een 
voorraadtank op waterdichte teelttabletten of een betonvloer gepompt waarop de 
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potplanten staan. Na enkele minuten stroomt de voedingsoplossing weer terug in de 
voorraadtank. Verschillende vloeren of tafels kunnen zo achtereenvolgens worden 
bevloeid, waarbij de voedingsoplossing telkens wordt hergebruikt. Deze techniek 
wordt ook toegepast bij de teelt van uitgangsmateriaal van perkplanten en 
glasgroentegewassen. Ook voor de teelt van snijbloemen is gebleken dat watergift 
volgens het eb/vloedprincipe goede toekomstmogelijkheden heeft (Ruijs en van Os, 
1990; Buwalda, 1992). Het eb/vloedsysteem heeft verschillende arbeids- en 
teelttechnische voordelen boven andere gesloten teeltsystemen, die vooral voor 
verdere automatisering van de glastuinbouw van grote betekenis zijn (Van Weel, PBN 
Aalsmeer, pers. mededeling). Een belangrijke vraag is hoe groot het risico op 
verspreiding van ziekten in het eb/vloedsysteem is. In de praktijk wordt de laatste 
jaren steeds vaker overgegaan tot de aanschaf van ontsmettingsapparatuur voor 
voedingsoplossing, om het risico op verspreiding van ziekten in een gesloten 
teeltsysteem te beperken. Deze apparatuur is erg kostbaar. Vanwege de grote 
hoeveelheid voedingsoplossing die in omloop is in het eb/vloedsysteem is ontsmetting 
op genoemde wijze veelal niet economisch haalbaar. Alternatieve mogelijkheden voor 
het beperken van verspreiding van ziekten in dit systeem zijn dus gewenst. Op grond 
hiervan en naar aanleiding van de eerder genoemde resultaten van Rattink (1991) 
werd in het onderzoeksmodel gekozen voor het eb/vloedsysteem. 

1.2.3 Plant en pathogeen in het eb/vloedsysteem 

Het onderzoek dat beschreven is in dit verslag heeft zich primair gericht op de 
ontwikkeling en verspreiding van pathogenen in het eb/vloedsysteem. De meest voor 
de hand liggende manier waarop pathogenen zich in een gesloten systeem zullen 
verspreiden is met voedingsoplossing. In figuur 1.2 is een stromingsdiagram gegeven 
van voedingsoplossing in een eb/vloedsysteem. 

Voordat verspreiding van ziekten in een systeem kan optreden zal er een 
besmettingsbron moeten zijn. In principe kan dit op twee manieren. Vermoedelijk de 
voornaamste besmettingsbron van (gesloten) teeltsystemen in de praktijk is de 
besmette plant (A). Een belangrijk deel van het onderzoek heeft zich dan ook gericht 
op de ontwikkeling van een pathogeen in de kluit van aangetaste planten en het risico 
dat, tijdens of na de watergift, schimmeldeeltjes uit de potkluit spoelen waardoor de 
voedingsoplossing besmet raakt. Ook is het mogelijk dat een besmetting vanuit een 
besmet regenwaterbassin plaats kan vinden (B). Dit was enkele jaren geleden voor 
Fusarium bij tomaat aangetoond. Ook voor Cyclamen werd dit onderzocht. 

Wanneer er eenmaal een besmetting is opgetreden dan kan het pathogeen met de 
voedingsoplossing in het systeem worden verspreid. Deze verspreiding kan 
plaatsvinden op de tafel (C) en van de tafel naar de tank en vise versa (D). Het is 
van belang te weten in welke mate dit transport plaatsvindt en of het risico dat 
andere planten op het systeem worden aangetast op alle plaatsen gelijk is. Deze 
verspreiding werd onderzocht vanuit een situatie waarin de voedingsoplossing besmet 
was en wanneer aangetaste planten de besmettingsbron vormden. Ook de 
ontwikkeling en overleving van schimmeldeeltjes in de voedingsoplossing (E) is een 
zeer belangrijke factor in de epidemiologie van de ziekte. Het is van groot belang te 
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weten waar, hoe en hoe lang pathogenen in het systeem kunnen overleven en of de 
dichtheid van het pathogeen in de voedingsoplossing afneemt of dat het pathogeen in 
staat is zich buiten de waardplant te vermenigvuldigen. De hoeveelheid inoculum 
waaraan een gewas wordt blootgesteld is van grote invloed op de ontwikkeling van de 
ziekte. Er werd in het onderzoek dan ook nagegaan hoe deze relatie ligt voor 
Fusarium bij Cyclamen. Ook werd onderzocht in hoeverre de eerder genoemde 
bezinking van schimmeldeeltjes (F) van invloed is op de dichtheid schimmeldeeltjes in 
de voedingsoplossing en of dit mogelijkheden biedt de verspreiding van ziekten te 
beheersen. 

teeltoppervlakte 

regenwaterbassin voorraadtank met 
voedingsoplossing 

detail pot 

Figuur 1.2 Stromingsdiagram van water en voedingsoplossing in een 
eb/vloedsysteem. 
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2 Systeem, uitgangsmateriaal en algemeen gebruikte methoden en technieken 

In het onderzoek werd gebruik gemaakt van één type eb/vloedsysteem, waarvan in 
dit hoofdstuk een beschrijving wordt gegeven. In verschillende proeven werden vaak 
dezelfde methoden en technieken gebruikt. Om veelvuldige herhaling van de gevolgde 
methoden te voorkomen worden in dit hoofdstuk de meest gebruikte technieken 
beschreven. In de proeven zal hiernaar worden verwezen. Eventuele aanpassingen 
worden bij de betreffende proeven aangegeven. 

2.1 Het eb/vloedsysteem 

Een tekening van een eb/vloedsysteem zoals dat gebruikt werd voor een groot deel 
van de proeven is weergegeven in figuur 2.1. Eén eb/vloedsysteem bestond uit een 
roltafel van circa 11 m2 en een voorraadtank van 550 liter. In de voorraadtank bevond 
zich een dompelpomp. De tafels waren voorzien van een kunststof profielbodem 
(Deense bodem). De aan- en afvoer van voedingsoplossing vond plaats door middel 
van een venturi-systeem (zie inzet figuur 2.1) dat zich in het centrum van de tafel 
bevond. Tijdens bevloeiing wordt voedingsoplossing door de aanvoerleiding op de 
tafel gepompt. Naast de aanvoer zit ook de retourleiding. Zolang er voedingsoplossing 
opgepompt wordt zal er echter door de sterke stroming in de venturi toch vrijwel 
geen water (via de retourleiding) terugvloeien naar de tank. Vanaf de aanvoer 
verspreidde de voedingsoplossing zich eerst via gootjes in de profielbodem over de 
gehele tafel. Wanneer deze gootjes gevuld waren bereikte de voedingsoplossing het 
nivo waar de potten zich bevonden. Vervolgens vulde de tafel zich verder. Via een 
overloop kon de maximale bevloeiingshoogte worden ingesteld. Deze was in het 
onderzoek circa 2,5 cm. Dit nivo werd gedurende ongeveer 5 minuten aangehouden. 
Vervolgens werd de pomp uitgeschakeld en liep de voedingsoplossing via 
retourleiding in de venturi weer terug naar de tank. Voor alle proeven met Cyclamen 
werd dezelfde voedingsoplossing gebruikt. De EC van deze voedingsoplossing was 1,0-
1.2 en de pH 6,0. De samenstelling van de voedingsoplossing is vermeld in bijlage 1. 

Aanvankelijk waren er zes van deze eb/vloedeenheden voor het onderzoek 
beschikbaar in kas A4. De ligging is weergegeven in bijlage 2. In de loop van 1990 
kwamen hier zes dezelfde systemen bij in de aangrenzende kas A3. In 1992 werd er 
voor het onderzoek nog een extra kasafdeling ingericht met 16 eb/vloedeenheden van 
elk circa 2 m2 en een tank met een inhoud van 350 liter. 

2.2 Uitgangsmateriaal 

Voor het uitgangsmateriaal werd gebruik gemaakt van jonge, tweemaal verspeende 
Cyclamen. Afhankelijk van het seizoen waren deze circa 17 weken eerder gezaaid. Er 
werd naar gestreefd zoveel mogelijk hetzelfde type Cyclamen te gebruiken. Dit bleek 
praktisch echter soms niet mogelijk. In het algemeen werd gebruik gemaakt van het 
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type Pastel compact. Dit is een diploid ras dat vooral gebruikt is voor teelt in de 
zomerperiode. De lengte van de teeltduur van oppotbaar stadium tot 'veilingrijp' 
bedraagt bij een zomerteelt ongeveer 22 weken. Meestal wordt dit type geleverd als 
een mengsel van kleuren in een tray van 66 planten ('Pastel gemengd'). Enkele malen 
werd een ander ras gebruikt. Dit zal bij de betreffende proeven worden aangegeven. 
Een verschil in gevoeligheid voor Foc zou verschillen in proefresultaten tot gevolg 
kunnen hebben. Uit onderzoek van Rattink (PBN Aalsmeer, pers. mededeling) naar 
de gevoeligheid voor Foc van verschillende kleuren van het type Pastel bleken echter 
geen betrouwbare verschillen. Ook was er geen verschil met het tetraploïde type 
'Vuurbaak'. Ook door de keuringsdienst voor siergewassen (NAKS) zijn uit de 
praktijk geen aanwijzingen gevonden dat er verschillen zouden zijn in gevoeligheid 
voor Foc (Westerhof, NAKS Roelof arendsveen, pers. mededeling). 

. Teelttafel \^ venturi 

detail venturi 

Figuur 2.1 Schematische weergave van het eb/vloedsysteem zoals dit in het 
onderzoek werd gebruikt. 

2.3 Productie inoculum 

Voor de productie van inoculum van Foc werd de schimmel geënt op PDA (Potato 
Dextrose Agar). Na circa 10 dagen incubatie bij 26°C werden sporen geoogst door ze 
met steriel demi-water van de voedingsbodem af te spoelen. De suspensie werd 
gefiltreerd door steriel kaasdoek. De zo ontstane sporensuspensie bestond voor 100% 
uit microconidiën. Vervolgens werd de dichtheid van de suspensie bepaald met een 
haemacytometer. Eventueel werd verdund met steriel demi-water. 
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2.4 Toetsing pathogeniteit 

Voor het toetsen van de pathogeniteit van (vermoedelijke) Foc isolaten werd een 
suspensie gemaakt van microconidiën van het betreffende isolaat. De dichtheid van 
deze suspensie was meestal circa 1105 sporen per ml. Tweemaal verspeende 
Cyclamen werden gepot in 8cm kunststof potjes. Er werd tweemaal 5 ml van de 
suspensie in de potgrond geïnjecteerd, circa twee centimeter onder de grond aan de 
rand van de plantplug. De planten werden bij 20°C in een kas met airconditioning 
gezet. Bij een pathogeen isolaat waren na drie à vier weken meestal duidelijke 
symptomen zichtbaar. 

2.5 Indexering aantasting 

Bij de beoordeling van bovengrondse symptomen van Foc bij planten werd gebruik 
gemaakt van een ziekte-index. Deze index is hieronder weergegeven: 

0 geen zichtbare symptomen. 
1 enkel blad vergeeld, niet met zekerheid het gevolg van Foc. 
2 duidelijke vergeling enkele bladeren, eerste verwelkingssymptomen. 
3 ernstige vergeling en verwelking, circa 50% plant bovengronds aangetast 
4 zeer ernstige vergeling en verwelking, meer dan 80% plant bovengronds 

aangetast en/of sporulatie op bovengrondse delen. 
5 plant bij eerdere beoordeling verwijderd. 

In figuur 2.2 zijn drie afbeeldingen gegeven van een aantasting van Cyclamen door 
Foc in de stadia 2, 3 en 4, zoals deze in de proeven werden beoordeeld. Planten met 
ziekte-index 4 werden direkt na de beoordeling van de systemen verwijderd. Op deze 
planten was meestal duidelijk sporulatie van Foc aan de stengelbasis zichtbaar. De 
planten werden verwijderd om verspreiding van de ziekte door vliegende insecten of 
verspreiding door afgevallen, sporulerende bladeren te voorkomen. Wanneer de 
planten bij een eerdere beoordeling al verwijderd waren kreeg de vrijgekomen plaats 
index 5. 

2.6 Isolatie pathogeen uit plantmateriaal 

Om de werkelijke oorzaak van de symptomen vast te stellen moet het pathogeen uit 
de plant geïsoleerd worden. Bij Cyclamen werd dit gedaan door de knol van de plant 
te ontdoen van de schil en vervolgens 2 minuten te ontsmetten in 2% formaline. 
Vervolgens werd de knol 2 minuten gespoeld in steriel water en vervolgens 
drooggemaakt. Enkele stukjes van de knol werden uitgelegd op PDA met 5 ppm 
chloramphenicol. Na drie à vijf dagen kon meestal uitgroei van het pathogeen worden 
waargenomen. Eventueel werden isolaten ter controle vervolgens nog overgeënt op 
PDA. 

8 
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Figuur 2.2 A. Aantasting van Cyclamen door F. oxysporum f. sp. cyclaminis. 
Indexcijfer 2, eerste symptomen. 

Figuur 2.2 B. Aantasting van Cyclamen door F. oxysporum f. sp. cyclaminis. 
Indexcijfer 3, ernstige aantasting. 
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Figuur 2.2 C. Aantasting van Cyclamen door F. oxysporum f. sp. cyclaminis. 
Indexcijfer 4, zeer ernstige aantasting. 

2.7 Bepaling dichtheid Foc in voedingsoplossing, in drain en in grond 

Voor het bepalen van de dichtheid schimmeldeeltjes van Foc in voedingsoplossing 
of drainwater werd van het betreffende monster 0,5 ml uitgestreken op een 
voedingsbodem met medium volgens Komada (1975). Dit medium is een semiselectief 
medium dat speciaal is ontwikkeld voor de detectie van Fusarium oxysporum in grond. 
Na vijf à zes dagen incubatie bij 26°Cbij 12 uur licht kon het aantal kolonies van Foc 
op de schalen worden bepaald en de dichtheid in het monster worden berekend. De 
dichtheid wordt veelal uitgedrukt in aantal kolonievormende eenheden (CFU) per ml. 
Dit is het aantal schimmeldeeltjes (sporen, stukjes mycelium) in een monster dat op 
een voedingsbodem uitgroeit en één kolome vormt. Om kleuring van de kolonies te 
stimuleren werden de schalen soms na vijf dagen nog een à twee dagen bij daglicht 
weggezet. Vaak groeiden ook nog andere Fusarium -soorten en ook schimmels uit 
geheel andere families, op dit medium. Toch kon op grond van kolonievorm en 
kleuring, een goed onderscheid gemaakt worden met Foc. 

10 
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2.8 Bewaring isolaten 

Isolaten van Foc werden aanvankelijk bewaard op PDA in een schuine buis bij 
kamertemperatuur. Bij deze bewaring moeten de isolaten echter regelmatig worden 
overgeënt om de schimmel te behouden. Het regelmatig overenten heeft echter een 
grotere kans op mutaties en verontreiniging van de isolaten tot gevolg. Later in het 
onderzoek werden de isolaten bewaard volgens een systeem dat Protect heet. 
Microconidiën van Foc werden, gehecht aan kraaltjes in een steriel buisje bij -30°C 
bewaard. De schimmel kan bij deze temperatuur niet groeien en verandert dus niet. 
Op deze wijze blijven de isolaten waarschijnlijk meerdere jaren goed, in dit 
onderzoek in elk geval een jaar. Voor herisolatie kan worden volstaan met het 
uitleggen van een kraaltje uit het buisje op PDA. 

In de volgende hoofdstukken zal de opzet en de resultaten van verschillende 
proeven worden besproken. Elke paragraaf behandelt één of meerdere uitgevoerde 
proeven met afzonderlijke resultaten. Vervolgens worden de resultaten van 
verschillende proeven bediscussieerd. 

11 
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3 Groei en ontwikkeling van Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis in het wortelmilieu 
van Cyclamen 

3.1 Inleiding 

De groei en ontwikkeling van pathogenen in het wortelmilieu (de potkluit) van de 
waardplant vormt een belangrijke schakel in de epidemiologie van de ziekte in een 
gesloten teeltsysteem. Hierbij zijn de latentieperiode en de infectieuze periode 
belangrijke variabelen. Deze waarden geven aan hoe lang na besmetting van de 
waardplant een pathogeen infectieus wordt (sporen gaat produceren), respectievelijk 
hoe lang deze vervolgens infectieus blijft. Over de ontwikkeling van Foc in het 
wortelmilieu zijn uit de literatuur weinig nadere gegevens bekend. Van Fusarium 
oxysporum is bekend dat zij in grond en in afgestorven weefsel van gekoloniseerde 
planten chlamydosporen kan vormen. Deze ruststructuren kunnen zeer lange tijd 
overleven en komen veelal pas weer tot kieming wanneer een geschikte waardplant 
aanwezig is. Kieming wordt gestimuleerd door wortelexudaten.(Beekman, 1987) In de 
proeven die in dit hoofdstuk zijn beschreven werd geprobeerd de groei en 
ontwikkeling van Foc in de potkluit te volgen. Dit werd gedaan door direkte 
observatie van schimmelstructuren in de rhizosfeer van cyclamen. Ook werd de 
uitspoeling van schimmeldeeltjes met drainwater onderzocht wanneer besmette 
planten volgens het eb/vloedprincipe bevloeid werden. Problemen met de detectie 
van Foe in grond en drainwater leidden ertoe dat er gezocht werd naar alternatieve 
methoden voor het aantonen van Foc, zowel voor direkte observatie in het 
wortelmilieu als voor kwantificering van inoculum. 

3.2 Microscopisch onderzoek aan Foc in het wortelmilieu 

In het onderzoek werd een aantal malen microscopisch onderzoek gedaan om de 
groei en ontwikkeling van Foc op de wortel te volgen. Pogingen om de groei van Foc 
direkt bij de wortel te volgen strandden veelal als gevolg van het feit dat in het 
wortelmilieu zoveel andere structuren van diverse aard aanwezig zijn dat herkenning 
van Foc niet mogelijk bleek. Bij Spathiphyllum bleek het wel mogelijk structuren van 
Cylindrocladium spathiphylli op de wortels in de kluit te herkennen. Hierop zal in 
hoofdstuk 9 worden teruggekomen. Er werd uiteindelijk wel een methode gevonden 
waarmee Foc in het wortelmilieu is te volgen. Binnen het project was er echter 
onvoldoende tijd over om goede observaties te doen. 

Aanvankelijk werd geprobeerd de schimmel door middel van kleuring met 
toluidienblauw in het wortelmilieu aan te tonen. Dit bleek wel mogelijk in vitro. Bij 
zeer geringe verontreiniging van het worteloppervlak kon de schimmel worden 
waargenomen op en rond de wortel. In vivo (na besmetting van worteltjes in de kluit) 
bleek deze methode echter niet effectief. Bij kleuring van de sporen voordat ze 
werden toegevoegd was de intensiteit onvoldoende om iets terug te vinden. Kleuring 

12 



Eindrapport project 3401 

van een preparaat (na besmetting) bleek niet selectief genoeg om Foe van andere 
structuren te kunnen onderscheiden. 

Ook werd het gebruik van fluorescerende stoffen voor het aantonen van Foc in de 
rhizosfeer onderzocht. Dit is een methode die vaker gebruikt wordt om de groei van 
levende micro-organismen te volgen. Een overzichtsartikel met verschillende 
technieken is geschreven door Butt et al. ( 1989). In het hier beschreven onderzoek 
werd gebruik gemaakt van de stoffen 'Fluorescent brightener' en 'Uvitex'.Beoordeling 
van de preparaten vond plaats onder de fluorescentiemicroscoop. Met behulp van 
deze techniek bleken er betere perspectieven te zijn. Ook hier was de kleuring echter 
niet selectief genoeg wanneer de kleurstof achteraf werd toegediend. De 
microconidiën bleken de fluorescerende stof echter goed te kunnen opnemen. 
Daarom werd aan een zeer dichte suspensie van microconidiën in water een kleine 
hoeveelheid fluorescerende stof toegevoegd. Na circa een half uur hadden de sporen 
voldoende stof opgenomen. Op voedingsbodems werd waargenomen dat de stof, na 
kieming van de sporen, meegetransporteerd wordt in de hyphen. Als gevolg van 
verdunning werd de intensiteit wel minder. Tot enkele centimeters van de spore 
konden toch nog fluorescerende hyphen worden teruggevonden. Wanneer deze 
suspensie aan het wortelmilieu werd toegediend dan bleek echter dat in een 
microscopisch preparaat de achtergrondkleuring nog te intensief was. Het bleek 
echter mogelijk de niet door de sporen opgenomen kleurstof te verwijderen door 
filtratie. De sporensuspensie werd na incubatie met de fluorescerende stof gefilterd 
door een 0,8/x filter. Vervolgens werden de sporen weer van dit filter afgespoeld 
zodat een heldere sporensuspensie ontstond. Wanneer deze sporensuspensie 
aangebracht wordt in het wortelmilieu van Cyclamen, dan kan de ontwikkeling van 
Foc gedurende naar verwachting circa twee dagen goed gevolgd worden. De 
fluorescerende stof 'Calcofluor' werd in bovengenoemde proeven niet meegenomen. 
Ook hiermee zou een goede kleuring van schimmelstructuren mogelijk zijn (Von 
Broembsen, Oklahoma State University USA, pers. mededeling). 

3.3 Uitspoeling van Foc uit het wortelmilieu van Cyclamen 

3.3.1 Inleiding 

In de hier beschreven proef werd onderzoek gedaan naar uitspoeling van 
schimmeldeeltjes uit de pot van besmette planten bij watergift volgens het 
eb/vloedsysteem. Het doel was om vast te stellen in hoeverre aangetaste planten een 
bron kunnen zijn voor de besmetting van voedingsoplossing in een eb/vloedsysteem. 
De proef is uitgevoerd onder proefnummer proef 4403-5/6. 

3.3.2 Materiaal en methoden 

Op 18 maart werden jonge Cyclamenplanten opgepot in 12 cm potten in gestoomde 
eb/vloedpotgrond en individueel op schotels gezet in een kas. De temperatuur in 
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deze kas met airconditioning was 18°C.Twee weken later werden de planten wijder 
gezet. Ze werden verdeeld over een tafel in zes groepen van 22 planten. Om 
eventuele besmetting tussen de groepen planten te voorkomen werden de 
verschillende groepen van elkaar gescheiden door middel van een plastik scherm van 
30 cm hoogte. Aanvankelijk werd bovenover water gegeven. Vanaf het wijderzetten 
kregen de planten voedingsoplossing volgens het eb/vloedprincipe. Dit werd driemaal 
per week gedaan. De schotels werden tot de rand (ca. 3 cm) gevuld en na circa 10 
minuten werd de voedingsoplossing weer uit de schotels gegoten. Op 8 mei (dag 0) 
werden de planten in behandeling A (groepen 1, 4 en 5) besmet door het injecteren 
van tweemaal 5 ml van een sporensuspensie van Foc (0,5106 sporen/ml) in de grond 
juist aan de rand van de plantplug op circa twee centimeter diepte. De planten in de 
overige groepen (behandeling B, controle) kregen dezelfde hoeveelheid demiwater. 
Elke zeven à tien dagen werd het drainwater opgevangen van vier planten per groep. 
De planten werden hiertoe aan het einde van een watergift uit de schotels genomen 
en gedurende tien minuten in een petrischaal gezet. De hoeveelheid drain en de 
dichtheid schimmeldeeltjes van Foe in het drain werden bepaald. Van één plant per 
groep werd ook de grond in de potkluit bemonsterd. Hiertoe werd de onderste drie 
centimeter van de kluit genomen. Deze werd goed gehomogeniseerd en 20 gram 
hiervan werd in een erlenmeyer gedaan en aangevuld met 200 ml water. In deze 
grondsuspensie werd de dichtheid Foc-deeltjes bepaald. Er werden bemonsteringen 
uitgevoerd op drie tijdstippen vóór besmetting en op zeven tijdstippen na besmetting, 
te weten op dag -23, -13, -2, 5, 15, 26, 37, 47, 58 en 68 (besmetting aangebracht op 
dag 0). 

Ook werd de symptoomvorming van de planten gevolgd. Hierbij werd nog geen 
gebruik gemaakt van de score voor symptoomvorming die in hoofdstuk 2 werd 
genoemd. Er werd alleen gescored of de planten wel of niet aangetast waren. 

3.3.3 Resultaten 

Vooral bij de eerste bemonsteringen van drainwater en grond bleek het vaststellen 
van een eventuele aanwezigheid van Foe op het Komada-medium zeer ernstig te 
worden belemmerd door de aanwezigheid van zeer grote hoeveelheden kolonies van 
een Trichoderma -soort. Deze schimmel werd later door het Centraal Bureau voor 
Schimmelcultures (CBS) inderdaad gedetermineerd als Trichoderma harzianum Rif ai. 
Deze verontreiniging maakte het vaststellen van de aanwezigheid van kolonies van 
Foc op het voedingsmedium zeer moeilijk. Er werd nog onderzocht of het toevoegen 
van een kleine hoeveelheid benomyl (tot 4 ppm) aan het medium de groei van 
Trichoderma sterker zou remmen dan die van Foc, om zo Trichoderma selectief te 
kunnen remmen. Dit bleek niet het geval. 

Ondanks de verontreiniging konden in de genomen monsters een aantal malen Foc 
worden teruggevonden. In tabel 3.1 is een overzicht gegeven van de hoeveelheid Foc-
deeltjes die in het drainwater en in de grond kon worden vastgesteld. 

14 
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Door foutieve registratie van de gegevens over aantasting van planten kan niet 
worden nagegaan in welk stadium van aantasting de planten zich bevonden die op de 
verschillende tijdstippen bemonsterd werden. Een direkte relatie tussen 
symptoomvorming en dichtheid van schimmeldeeltjes in de kluit of in drainwater kan 
dus niet worden gelegd. Wel is in de tabel het percentage aangetaste planten in 
behandeling A vermeld, gemiddeld over alle planten uit deze behandeling. In 
behandeling B (controle) werd in de loop van de proef eenmaal een plant 
aangetroffen die besmet was geraakt met Foc. De oorzaak van deze besmetting kon 
niet worden vastgesteld. In het drainwater van de planten van behandeling B en in de 
grond werd geen enkele keer Foc aangetroffen. Deze waarnemingen zijn daarom niet 
vermeld in tabel 3.1. 

Tabel 3.1 Resultaten bemonsteringen grond en 

dag 

-23 

-13 

-2 

5 

15 

26 

37 

47 

58 

68 

Percentage 
aangetaste 
planten 

beh. A 

0 

0 

0 

0 

0 

36 

68 

93 

100 

100 

dichtheid Foc 
in drain1 

(CFU/ml) 

beh. A 

0,0 

0,0 

0,0 

0,38(3) 

0,16(2) 

0,11(1) 

0,05(1) 

0,0 

0,05(1) 

0,05 (1) 

drain 

hoeveelheid drain 
per plant (ml) 

beh. A 

-

-

8,93 

7,61 

6,74 

10,54 

12,62 

16,13 

15,82 

13,87 

beh.B 

-

-

8,79 

8,24 

5,42 

7,06 

8,69 

6,94 

10,33 

7,45 

uitspoeling 
per plant2 

(CFU) 

beh. A 

-

-

0,0 

2,9 

1,1 

1,2 

0,6 

0,0 

0,8 

0,7 

Aantal CFU 
per cc 
grond 

beh. A 

-

-

(0) 

(0) 

(0) 

50(1) 

2300 (2) 

1720 (2) 

570 (2) 

150 (2) 

1) De dichtheid is gegeven als gemiddelde van 12 planten. Tussen haakjes is het aantal planten vermeld 
waarbij Foc in het drainwater werd aangetroffen. 

2) berekend door vermenigvuldiging van de gevonden dichtheid Foc in drainwater te vermenigvuldigen 
met de hoeveelheid drainwater per plant. 

3) Aantal aangetroffen CFU in onderste grondlaag van 3 cm dikte, omgerekend per plant (n=3). Tussen 
haakjes is het aantal planten vermeld waarbij Foc in de grond werd aangetoond. 

Uit de gegevens in bovenstaande tabel blijkt dat er nog voordat er symptomen 
zichtbaar waren (dag 5 en dag 15) Foc aangetoond werd in het drainwater van 
besmette planten. Toch is het aantal planten met Foc in het drainwater klein 
(maximaal drie van de twaalf). In de tabel is alleen de gemiddelde waarde van de 
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dichtheid schimmeldeeltjes in drain aangegeven. Deze is maximaal 0,38 CFU/ml op 
dag 5. De maximale dichtheid die in het drainwater van één plant werd aangetoond 
(eveneens op dag 5) bedroeg 1,9 CFU/ml. Na dag 15 wordt nog viermaal bij slechts 
één van de twaalf planten een besmetting van het drainwater aangetoond. De 
gemiddelde dichtheid in het drainwater is daardoor erg laag. Opvallend is dat er 
echter pas vanaf dag 26 Foc aangetroffen wordt in de grond. Hoge dichtheden 
worden pas aangetroffen vanaf dag 40. 

In de tabel is ook de gemiddelde hoeveelheid drainwater per plant van beide 
behandelingen weergegeven. In figuur 3.1 is de hoeveelheid opgevangen drainwater 
per behandeling per bemonstering weergegeven, vanaf dag 15 lijkt er een toename te 
zijn bij behandeling A. Statistische vergelijking van de behandelingen door middel van 
variantieanalyse laat zien dat er vanaf dag 26 een significant verschil (5% onb.) is 
tussen de gemiddelde hoeveelheid drainwater per plant bij behandeling A en B. 

20 
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Figuur 3.1 Hoeveelheid drainwater van besmette en onbesmette planten (n=12) van 
twee dagen voor, tot 68 dagen na besmetting. Vanaf dag 26 is er een significant 
verschil (T-toets, p=0,05) tussen de hoeveelheid drain van besmette en onbesmette 
planten. 
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3.3.4 Conclusie en discussie 

De resultaten van deze proef laten zien dat er uitspoeling van schimmeldeeltjes van 
Foc plaats kan vinden met drainwater. Deze uitspoeling betrof in de huidige proef 
gemiddeld maximaal 0,38 CFU/ml bij een totale hoeveelheid drain van ongeveer 
7,5 ml. Dat de hoeveelheid schimmeldeeltjes in het drain gering is kan er op wijzen 
dat er in de onderste laag (vrijwel) geen groei en/of vermeerdering van Foc 
plaatsvindt. Verder onderzoek aan de ontwikkeling van Foe in de potkluit zal dit 
moeten aantonen. De mate waarin besmette voedingsoplossing uit de kluit stroomt na 
bevloeiing lijkt dus beperkt. Of dergelijke kleine hoeveelheden schimmeldeeltjes al 
een reëel gevaar zijn voor besmetting van voedingsoplossing in het eb/vloedsysteem 
kan uit de huidige gegevens niet worden afgeleid. Hiervoor is meer informatie nodig 
over de relatie tussen de inoculumdruk en uitval. De resultaten van dit onderzoek 
wordt verderop in dit verslag behandeld. 

De hoeveelheid drainwater die bij aangetaste planten gemeten werd is significant 
hoger dan bij niet aangetaste planten. Dit is het gevolg van het feit dat gezonde 
planten meer water verdampen dan zieke planten. Bij laatstgenoemde planten zal er 
door verdamping van water een tekort aan water in de potkluit ontstaat. Dit tekort 
wordt tijdens de watergift aangevuld, waarbij er transport van water plaatsvindt naar 
de hogere lagen in de kluit. Aangetaste Cyclamen nemen geen of slechts zeer weinig 
water op uit de kluit omdat een deel van de wortels verstopt is. Tijdens 'vloed' kan er 
in de onderste grondlaag verzadiging van de grond ontstaan. Het overtollige water 
kan niet door de grond vastgehouden worden en bij beëindiging van de watergift zal 
het overtollige water weer uit deze laag stromen. 

Het bleek in bovenstaande proef, vooral in het begin, niet goed mogelijk Foc aan te 
tonen in de monsters die genomen werden van grond en drainwater. Dit was het 
gevolg van ernstige verontreiniging van de monsters met andere micro-organismen, 
voornamelijk Trichoderma. Naar later bleek was enkele malen ook gebruik gemaakt 
van voedingsbodems waarvan de kwaliteit zeer waarschijnlijk niet voldoende was. Ook 
op goede bodems werden de verontreinigende organismen echter nog onvoldoende 
geremd. Dat er vooral in het begin ernstige verontreiniging met Trichoderma optrad 
kan verklaard worden uit het feit dat er in de proef steriele grond gebruikt werd. De 
schimmel Trichoderma is een vroege kolonisator is van gestoomde grond (Bollen, 
1974). 

Uit de resultaten van bovenstaande proef is het niet mogelijk de latentieperiode van 
Foc bij Cyclamen te af te leiden. Ook de infectieuze periode kan niet worden 
vastgesteld. Om de infectieuze periode en de latentieperiode alsnog vast te kunnen 
stellen werd geprobeerd een isolaat van Foc benomyl-resistent te maken. Hiermee 
waren eerder door andere onderzoekers, ook met Fusarium oxysporum, goede 
resultaten behaald (Postma, IPO Wageningen, pers. mededeling; Blok, LUW 
Wageningen, pers. mededeling). Door het toevoegen van benomyl aan 
voedingsbodems (bijvoorbeeld Komada-medium) kan groei van micro-organismen die 
niet benomyl-resistent zijn worden voorkomen. Het onderzoek naar de productie van 
benomyl-resistente Foc-isolaten is beschreven in de volgende paragraaf. 
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3.4 Productie en selectie van benomyl-resistente isolaten van F. oxysporumf. sp. 
cyclamims. 

3.4.1 Inleiding 

In deze proef is geprobeerd om een benomyl-resistent Foc-isolaat te verkrijgen door 
mutatie onder invloed van UV-c licht. Deze methode is al vaker met succes toegepast 
voor andere formae speciales van Fusarium oxysporum (Meekes, 1991). In het meest 
ideale geval zou door één puntmutatie de resistentie worden verkregen. Doordat de 
schimmels echter op meerdere eigenschappen kunnen muteren wordt aan de hand 
van vijf toetsen de beste mutant geselecteerd. Deze vijf toetsen zijn: 

- morfologie en stabiliteit van de benomyl-resistentie in vitro; 
- groeisnelheid op media met en zonder Benomyl; 
- Maximale Fungicide Concentratie (MFC); 
- competitief vermogen in vitro; 
- pathogeniteit in kasexperiment. 

De bestraling van de sporen gebeurde onder leiding van A. Luttikholt op het IPO-
DLO (Instituut voor Planteziektenkundig Onderzoek, Dienst Landbouwkundig 
Onderzoek) in Wageningen. De selectie van de verkregen mutanten en de toetsingen 
werden uitgevoerd aan het PBN in Aalsmeer. Het onderzoek in deze paragraaf is 
deels uitgevoerd door de heer Mantel (HBO-student, 1993). 

3.4.2 Materiaal en methoden 

Voor het produceren van benomyl-resistente Foc-isolaten moest eerst een sporen-
suspensie gemaakt worden. De sporendichtheid werd bepaald op $,1*\ÓI sporen/ml. 
Op 100 schalen PDA + benomyl (10 ppm) werd 0,1 ml (3,7*10^ sporen) van de 
sporensuspensie uitgeplaat. De helft van de schalen werd 20 seconden en de andere 
helft 40 seconden bestraald. Voor de bepaling van het overlevingspercentage werd na 
een verdunningsreeks op 15 platen 74 sporen (in 0,1 ml suspensie) per plaat 
uitgeplaat op PDA. De schalen werden per drie, 0 (=controle), 10, 20, 40 en 80 
seconden bestraald. 

Er werd bestraald met een 30 Watt UV-c buis (Philips) met een golflengte van 
253,7 nm. De tl-buis werd door middel van 2 statieven op 70 cm hoogte in de 
Laminair Air Flo w-kast (LAF-kast) opgesteld. Omdat U V-licht door glas en plastic 
wordt geabsorbeerd moesten de schalen open worden bestraald. Om een 
herstelreactie onder invloed van licht te voorkomen moesten de schalen direct donker 
worden weggezet. Om te controleren of de stralingsduur niet te lang was werd ook 
het overlevingspercentage bij verschillende bestralingsduren bepaald. Drie dagen na 
het bestralen werden de grootste benomyl-resistente isolaten overgeënt op PDA + 
benomyl. 
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De productie van benomyl-resistente Foc-isolaten mislukte de eerste keer doordat 
de voorgeschreven bestralingsduur van 2 minuten te lang bleek. De oorzaak hiervan 
was waarschijnlijk dat het vermogen van de tl-buis te hoog was, hierdoor werden 
vrijwel alle sporen gedood. De tweede keer werd er 20 en 40 seconden bestraald. 

Morfologie en stabiliteit van de benomyl-resistentie in vitro. 

Het kan gebeuren dat de resistentie na verloop van tijd verloren gaat als gevolg van 
mutatie. Daarom is het belangrijk om de stabiliteit van de resistentie te toetsen. Na 
selectie van de 57 grootste benomyl-resistente Foc kolonies werden deze overgeënt op 
PDA + lOppm benomyl. Uit deze schalen werden ponsjes met mycelium genomen 
voor de groeisnelheidstoets op verschillende media. Het mycelium en de sporen die 
groeiden op de PDA + benomyl-schalen werden na beëindiging van de proef gebruikt 
voor de volgende proeven waarbij dan tevens werd gekeken naar de stabiliteit van de 
benomyl-resistentie. Omdat de benomyl-resistente Foc-isolaten op meerdere 
eigenschappen gemuteerd konden zijn, is er tevens gekeken naar de morfologie van 
de schimmels. 

Groeisnelheid van de mutanten op media met en zonder benomyl. 

Doel van deze toets was het vergelijken van de groeisnelheid van de mutanten in 
vergelijking met het wildtype. Hiervoor werden de mutanten in triplo overgeënt op 
PDA + benomyl (10 ppm), KOMADA en KOMADA + benomyl (10 ppm). Er 
werden ponsjes (volgroeid met vrij jong mycelium) van de oude voedingsbodem 
ondersteboven in het midden van de nieuwe voedingsbodem gelegd. De ponsjes 
hadden een diameter van 5 millimeter. Na 3, 5, 7 en 10 dagen werd de diameter van 
de schimmel gemeten. De radiale groei werd berekend met de volgende formule; 
(diameter [in mm] minus 5)/2. 

Maximale Fungicide Concentratie (MFC). 

Het doel van de bepaling van de MFC is het bepalen van de fungicide concentratie 
waarbij het wildtype gedood wordt en de mutant nog goed kan uitgroeien. Voor deze 
toets werd er van de mutanten een sporensuspensie gemaakt. Deze sporensuspensie 
werd verdund tot 200 sporen/ml. Een halve milliliter van de suspensie werd 
vervolgens in triplo uitgeplaat op PDA-voedingsbodems met vijf verschillende 
benomyl-concentraties, namelijk; 1, 3, 6, 12 en 18 ppm. Na drie dagen werden de met 
het blote oog zichtbare colonies geteld. 
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Competitief vermogen in vitro. 

Het competitief vermogen in vitro werd in viervoud getest door een ponsje van de 
mutant ca. 3 millimeter naast een ponsje van het wildtype op PDA te plaatsen. De 
hoek die de mutant met het wildtype maakt geeft waarschijnlijk het competitief 
vermogen aan. Het competitief vermogen is gelijk gebleven (met die van het 
wildtype) als de mutant een hoek van 0° maakt met het wildtype. 

De hoek tussen het wildtype en de mutant werd na tien dagen gemeten nadat het 
mycelium de rand van de schaal had bereikt. 

Pathogeniteit in kasexperiment. 

Om te controleren of de pathogeniteit van de mutanten gelijk was gebleven werden 
er per mutant vijf Cyclamen geïnfecteerd met 104 sporen per plant. Hiertoe werd 
eerst een sporensuspensie gemaakt met een dichtheid van 1000 sporen per milliliter. 
Met een pipet werd de grond bij de plantenwortels op ± 2 cm onder het oppervlak 
geïnjecteerd met de sporensuspensie. De controleplanten werden geïnjecteerd met 
een suspensie van het wildtype. Er werd aan twee kanten van de knol geïnjecteerd. 
Na de incubatietijd van ongeveer 3 weken werden de planten drie keer in de week 
gecontroleerd op symptomen volgens de eerder gegeven ziekteindex. 

3.4.3 Resultaten 

Er werden in totaal 57 benomyl-resistente Foc-isolaten overgeënt, deze hadden 
allemaal een diameter die groter was dan 2 millimeter. 

In tabel 3.2 staan de resultaten genoemd van de proef voor de bepaling van het 
overlevingspercentage. Hoewel er vanuit wordt gegaan dat niet alle sporen zouden 
kiemen is het opvallend dat het overlevingspercentage bij de controlebehandeling 
slechts 64,4% is. Het gecorrigeerde overlevingspercentage dat tussen haakjes staat 
geeft de invloed van de bestraling op het overlevingspercentage weer. 

Tabel 3.2 Bepaling van het kiemingspercentage na bestraling met UV-C. 

stralingsduur (sec.) 

0 

10 

20 

40 

80 

aantal bestraalde 
schalen 

3 

3 

3 

4 

3 

kiemingsspercentage1 

64,4(100) 

56,8(88,2) 

44,1(68,5) 

5,9(9,2) 

0,0 (0,0) 

) Tussen accolades is het kiemingspercentage ten opzichte van de controle gegeven. 
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Van de 20 mutanten die na de eerste selectie overbleven en gebruikt werden voor 
de bepaling van de groeisnelheid, was 45 % afkomstig van schalen die 40 seconden 
waren bestraald. 

Morfologie en stabiliteit van de benomyl-resistentie in vitro. 
f 

Van de 57 grootste Foc-mutanten die werden geïsoleerd groeiden op één na alle 
mutanten weer uit toen ze werden overgeënt op PDA + benomyl. Om te controleren 
of de resistentie tijdens de toetsen nog is teruggelopen zou er eventueel na de 
pathogeniteitstoets weer een groeisnelheidstoets kunnen worden gedaan. 

Het grootste morfologische verschil tussen het wildtype en de mutanten is dat bij de 
mutanten vaak veel minder luchtmycelium wordt gevormd. Hierdoor zien de 
schimmels er minder wollig uit. Ook de kleur loopt uiteen van roze tot licht oranje, 
terwijl het mycelium van het wildtype wit is. De mutanten nr. 1, 3 en 16 lijken wat de 
hoeveelheid luchtmycelium betreft nog het meest op het wildtype. 

Groeisnelheid van de mutanten op media met en zonder benomyl 

In verband met de bewerkelijkheid van de toetsen is de groeisnelheidstoets 
uitgevoerd met de 20 grootste isolaten van de vorige toets. 
In bijlage 3 staan de resultaten van de metingen, 10 dagen na aanvang. De gegevens 
zijn geïndexeerd, waarbij zowel op PDA als op KOMADA de groei van het wildtype 
op 100 is gesteld. De mutanten nr. 1, 3, 20, 22, 34, 35 geven de beste resultaten. 
Mutant 27 groeit op de media met benomyl een stuk minder. 

Na deze toets vielen de 5 minst goede mutanten af, waardoor er 15 mutanten 
overbleven. 

Maximale Fungicide Concentratie (MFC) 

De resultaten van deze toets zijn vermeld in bijlage 4. Om het verloop van uitgroei 
bij een oplopende benomyl-concentratie aan te geven en deze onderling te kunnen 
vergelijken zijn de gegevens geïndexeerd. Helaas is er bij deze toets geen 
controlebehandeling meegenomen waardoor een betrouwbare controle ontbreekt. 

Uit de gegevens kan worden geconcludeerd dat bij onderzoek naar de groei en 
ontwikkeling van Foc in de potkluit van Cyclamen de gebruikte voedingsbodems 
minimaal 6 ppm benomyl moeten bevatten. 

Competitief vermogen in vitro 

De resultaten van de bepaling van het competitief vermogen in vitro zijn 
weergegeven in bijlage 5. In alle gevallen was het competitief vermogen van het 
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wildtype groter. Tussen de resultaten van de groeisnelheidstoets en de resultaten van 
de bepaling van het competitief vermogen, door meting van de hoek tussen benomyl-
resistent isolaat en wildtype, is een vrij duidelijk verband zichtbaar. Hieruit kan 
geconcludeerd worden dat verschillen in competitief vermogen, bepaald op genoemde 
wijze, in grote mate verklaard worden door de groeisnelheid van de isolaten. 

Pathogeniteit in kasexperiment 

Aangezien er zes weken na inoculatie nog geen symptomen zichtbaar waren, ook 
niet bij de controleplanten die besmet waren met het wildtype, werd opnieuw een 
pathogeniteitstoets uitgevoerd. Dit ging op dezelfde wijze als in de eerste toets, echter 
nu met een dichtheid van circa 106 sporen per ml. 

Drie weken na besmetting vertoonden de planten die besmet waren met het 
wildtype de eerste symptomen. Na vijf weken waren al deze planten ernstig aangetast. 
Circa 10 weken na besmetting werd de proef gestopt. Er waren op dat moment geen 
symptomen zichtbaar bij de benomyl-resistente isolaten. Hieruit kan worden 
geconcludeerd dat geen van de isolaten na mutatie nog pathogeen was voor 
Cyclamen. 

3.4.4 Conclusie en discussie 

Op grond van de resultaten van de pathogeniteitstoets kan geconcludeerd worden 
dat het niet is gelukt een pathogeen benomyl-resistent isolaat van Foc te produceren. 
Ook in onderzoek van Postma (pers. mededeling) mislukten pogingen om een 
pathogeen isolaat van een Fusarium oxysporum benomyl-resistent te maken door 
middel van straling. Ofschoon diverse eigenschappen van het Wild-type behouden 
bleven bleek de pathogeniteit verloren te gaan. Ook bleek uit onderzoek dat de 
benomyl-resistentie bij niet-pathogene isolaten van Fusarium oxysporum na enkele 
maanden verloren kan gaan. 
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4 Groei en ontwikkeling van Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis in 
voedingsoplossing 

4.1 Inleiding 

In gesloten teeltsystemen hebben we niet alleen te maken met groei en ontwikkeling 
van pathogenen in grond of in de rhizosfeer van hun waardplant (zoals in het vorige 
hoofdstuk is beschreven, maar ook daarbuiten in voedingsoplossing of op andere 
plaatsen in het systeem. Het is van groot belang te weten hoe lang pathogenen zich in 
een eenmaal besmet systeem kunnen handhaven en of en waar ze zich kunnen 
vermeerderen in het systeem, ook bij afwezigheid van de waardplant. Deze factoren 
vergroten immers het risico op aantasting van planten in het systeem. Door Rattink 
(1986) was reeds aangetoond dat Foc in kraanwater minimaal 20 weken kan 
overleven en ook nog pathogeen blijft. Deze experimenten waren echter alleen 
kwalitatief. Om de overleving van Foc ook kwantitatief te volgen werden enkele in 
vitro proeven uitgevoerd. Het doel van deze proeven was het vaststellen van de 
ontwikkeling en overleving van Foc in voedingsoplossing. 

Er werden twee proeven uitgevoerd. In proef I werd het verloop van de dichtheid 
schimmeldeeltjes in onbehandelde voedingsoplossing gevolgd bij drie 
aanvangsdichtheden (10, 100 en 1000 sporen per ml) gedurende een periode van circa 
200 dagen. In proef II werd de overleving van Foc ook gevolgd in steriele 
voedingsoplossing en voedingsoplossing waaraan een kleine hoeveelheid gronddeeltjes 
was toegevoegd (steriel en niet-steriel). In deze proef werden twee dichtheden (100 
en 1000 sporen/ml) aangelegd. De voedingsoplossing in eb/vloedsystemen is veelal 
verontreinigd met organisch materiaal dat uit de potten van de planten gekomen is. 
Mogelijkerwijs biedt dit materiaal extra mogelijkheden voor Foc om zich op te 
vestigen en/of te vermeerderen. Daarom werd ook onderzocht of dit van invloed is 
op de ontwikkeling/overleving van de schimmel. Tevens werd onderzocht hoe sporen 
van de schimmel zich ontwikkelen wanneer de voedingsoplossing waarin ze terecht 
komen steriel is. Naast de bepaling van de dichtheid werd de ontwikkeling van de 
schimmel ook microscopisch gevolgd om een verklaring te vinden voor het gevonden 
populatieverloop. 

Deze proeven zijn deels uitgevoerd door Ten Have (HBO-student, 1992) en Mantel 
(HBO-student, 1993). De proeven werden uitgevoerd onder de proefnummers 
3401.08 1,3401.08 II en 3401.08 III. 

4.2 Materiaal en methoden 

De proeven werden uitgevoerd in het laboratorium. In erlenmeyers werd 200 ml 
voedingsoplossing gedaan. Deze voedingsoplossing had dezelfde samenstelling als de 
voedingsoplossing die voor de teelt van Cyclamen in de overige proeven werd 
gebruikt (zie bijlage 1). In proef I werd alleen onbehandelde voedingsoplossing 
gebruikt (N). 
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Voor proef II werden de volgende vier behandelingen met de voedingsoplossing 
uitgevoerd: 

N = normale voedingsoplossing 
S = steriele voedingsoplossing* 
N+O = als N met toegevoeging van organisch materiaal** 
S + 0 = a l sN+0 maar steriel 

) De steriele voedingsoplossing werd 20 minuten bij 121 "C geautoclaveerd. 
**) Het organisch materiaal bestond uit gezeefde grond die werd verkregen door eb/vloed-potgrond te 

zeven met een huishoudzeef (maaswijdte ca. 0,5 mm) en te suspenderen in water. De drijvende 
delen werden na een half uur van de suspensie verwijderd. Aan de erlenmeyers werd een kleine 
hoeveelheid van deze suspensie toegevoegd. Het gehalte aan grond werd bepaald en bedroeg 
ongeveer 1,4 gram droge stof per liter voedingsoplossing. 

De voedingsoplossing werd besmet met microconidien van Foc in een dichtheid van 
10, 100 of 1000 sporen per ml. In proef II werd alleen besmet met 100 of 1000 sporen 
per ml. De behandelingen werden in drievoud uitgevoerd. De erlenmeyers werden 
weggezet in het donker bij 20°C.De erlenmeyers werden op een schudmachine 
eenmaal per dag, gedurende een half uur geschud (ca. 100 rpm). Van de 
voedingsoplossing werden met regelmatige tussenpozen monsters genomen waarin de 
dichtheid schimmeldeeltjes werd bepaald op het Komada-medium. 

4.3 Resultaten 

Verloop dichtheid 

In figuur 4.1 is voor proef I het gevonden dichtheidsverloop van Foc in de 
voedingsoplossing bij drie aanvangsdichtheden weergegeven. In figuur 4.2 is dit 
gedaan voor de vier verschillende behandelingen bij een aanvangsdichtheid van 100 
sporen per ml in proef II. 

Uit de resultaten van proef I blijkt dat er eerst een kleine daling optreedt, gevolgd 
door een toename van de dichtheid in alle drie de behandelingen. Dit is duidelijker 
weergegeven in figuur 4.3. Na circa 100 dagen wordt het verschil tussen de drie 
aanvangsdichtheden steeds kleiner. Het lijkt alsof er een evenwichtsdichtheid is die 
rond de 100 sporen per ml ligt. 

De resultaten van proef II laten een ander verloop zien. Er blijkt hier na besmetting 
van onbehandelde voedingsoplossing een afname plaats te vinden van de dichtheid 
schimmeldeeltjes tot ongeveer 20% van de aanvangsdichtheid. Vervolgens blijft de 
dichtheid vrijwel gelijk. 
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Figuur 4.1 Verloop van de dichtheid van Foe in niet-steriele voedingsoplossing na 
besmetting met microconidiën in drie verschillende aanvangsdichtheden (proef I). 
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Figuur 4.2 Verloop van de dichtheid van Foe in voedingsoplossing na besmetting met 
microconidiën (100 sporen/ml, proef II). Voor verklaring behandelingen zie tekst. 
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Figuur 4.3 Detail van figuur 4.1. Verloop van de dichtheid van Foc in niet-steriele 
voedingsoplossing de eertse 80 dagen na besmetting met microconidièn in drie 
verschillende aanvangsdichtheden (proef I). 

In de behandeling (proef II) waar organische stof is toegevoegd is de afname 
sterker. Hier daalt de dichtheid tot ongeveer 4%. Het verloop van de dichtheid Foc 
in beide steriele behandelingeng vertoont een heel ander patroon. Opvallend is hier 
de daling van de dichtheid direkt na besmetting, gevolgd door een zeer sterke 
toename tot ongeveer 30 respectievelijk 400 maal de oorspronkelijke dichtheid in de 
behandelingen S en S+O. Deze aanvankelijke daling is duidelijker zichtbaar gemaakt 
in figuur 4.4. In steriele voedingsoplossing heeft toevoeging van organisch materiaal 
dus een toename van de dichtheid tot gevolg. De resultaten van de behandeling met 
sporendichtheid 1000 zijn weergegeven in bijlage 6. Het verloop van de dichtheid in 
de steriele ten opzichte van de niet-steriele behandelingen is hier ongeveer gelijk aan 
dat bij een besmetting met 100 sporen/ml. Tussen de behandelingen met en zonder 
toevoeging van organische stof is echter geen verschil. De gevonden spreiding in de 
herhalingen was hier echter erg groot, wat mogelijk het gevolg is van het gebruik van 
extra verdunningen van de suspensie om de dichtheid te kunnen bepalen. 
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Figuur 4.4 Detail van figuur 4.2. Verloop van de dichtheid van Foc in 
voedingsoplossing de eerste 80 dagen na besmetting met microconidiën (100 
sporen/ml). Voor verklaring behandelingen zie tekst. 

Microscopische observatie 

In proef I werden geen microscopische waarnemingen gedaan. Microscopische 
waarnemingen in proef II lieten zien dat er in de steriele behandelingen direkt na 
besmetting massale kieming van de sporen optrad en er veel mycelium gevormd werd. 
Vele gekiemde sporen vormden samen kluwen van mycelium die zelfs met het blote 
oog zichtbaar waren in de voedingsoplossing. In de behandeling S+O was dit het 
duidelijkst zichtbaar aangezien daar de gronddeeltjes allemaal in de kluwen waren 
opgenomen. Ongeveer vier dagen na besmetting begonnen zich in de steriele 
behandelingen in de myceliumkluwen chlamydosporen te vormen, zowel intercallair 
als eindstandig. Een microscopische opname is gegeven in figuur 4.5. Vrijwel de 
gehele clusters werden omgevormd tot een grote hoop chlamydosporen. Tevens was 
duidelijk zichtbaar dat de tussenliggende hyphen afstorven waardoor de kluwen steeds 
verder uiteenvielen. In de niet-steriele voedingsoplossing werd geen kieming van 
sporen waargenomen. Na één à twee dagen konden onder de microscoop geen 
structuren meer worden teruggevonden die duidelijk herkenbare structuren van Foc 
waren. 
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Figuur 4.5 Microscopische opname (400x) van chlamydosporen van F.oxysporumf. 
sp. cyclaminis in steriele voedingsoplossing, 4 dagen na besmetting met microconidiën. 

Toetsing pathogeniteit 

Op dag 219 in proef II werd van 24 geïsoleerde kolonies een reinculture gemaakt op 
PDA om de pathogeniteit van de isolaten te testen. Hiertoe werden Cyclamenplanten 
besmet met een sporensuspensie. De pathogeniteit werd vergeleken met het 
oorspronkelijke isolaat waarmee de voedingsoplossing besmet was. Alle 24 isolaten 
bleken onverminderd pathogeen. 

4.4 Conclusie en discussie 

Een belangrijke conclusie uit de hierbeschreven proef is dat Foc in onbehandelde 
voedingsoplossing zeker een jaar kan overleven zonder verlies van pathogeniteit. Er 
vindt wel een afname plaats van de dichtheid schimmeldeeltjes tot ongeveer twintig 
procent van de toegevoegde dichtheid. Aangezien er geen herkenbare structuren van 
Foc onder de microscoop waren terug te vinden vanaf twee dagen na besmetten is 
niet duidelijk op welke wijze de schimmel in niet-steriele voedingsoplossing overleeft. 
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Vermoedelijk vormen de microconidien direkt een dikkere wand en worden 
microchlamydosporen. Dit verschijnsel werd eerder door Tello-Marquina en 
Alabouvette (1984) beschreven wanneer sporen van Fusarium bewaard werden in talc. 
Van Fusarium oxysporum is bekend dat ze in het algemeen geen sterk competitief 
saprofitisch vermogen heeft. De schimmel zal dus moeilijk grond of ander substraat 
koloniseren wanneer in of op dit substraat al andere micro-organismen aanwezig zijn. 
Wanneer wel kieming heeft plaatsgevonden maar de omstandigheden voor het 
pathogeen minder gunstig worden, bijvoorbeeld door antagonisme of uitputting van 
het substraat, zal vorming van chlamydosporen en/of lysis van mycelium optreden. 
(Beekman, 1987) 

In niet steriele voedingsoplossing werd een negatief effect gevonden van het 
toevoegen van organisch materiaal op de populatiedichtheid wanneer besmet werd 
met 100 sporen per ml. Het gevonden effect zou verklaard kunnen worden door de 
grote hoeveelheid micro-organismen die op deze wijze aan de voedingsoplossing 
wordt toegediend. Deze kunnen een antagonistische werking hebben op Foc. Bij een 
besmetting met 1000 sporen per milliliter werd dit effect niet gevonden, vermoedelijk 
omdat de verhouding Foc-deeltjes en antagonistisch werkende micro-organismen hier 
meer ten gunste van Foe was. In de steriele voedingsoplossing vond een sterke 
toename van de populatiedichtheid plaats bij zowel 100 als 1000 sporen/ml als 
inoculumdichtheid. Deze toename kan verklaard worden door de afwezigheid van 
antagonisme. Uit de microscopische waarnemingen bleek er direkt na besmetting 
kieming en sterke myceliumgroei op te treden. In dit geval is de hoeveelheid 
substraat de beperkende factor voor groei. Het toevoegen van organisch materiaal 
(dus een grotere hoeveelheid te koloniseren substraat) zal de fase van aktieve groei 
verlengen en dus tot een grotere biomassa van Foc hebben geleid. Als aangenomen 
wordt dat per millimeter mycelium in beide behandelingen evenveel chlamydosporen 
gevormd worden verklaard dit de veel grotere uiteindelijke populatiedichtheid in de 
steriele voedingsoplossing mét ten opzichte van die zonder organische deeltjes. Ook 
hier was het verschil bij inoculatie met 1000 sporen per ml minder groot. Dit zal 
veroorzaakt zijn doordat bij een hogere aanvangspopulatie de concurentie de 
hoeveelheid beschikbaar substraat eerder beperkend is. 

Uit onderzoek van Boesewinkel (1976) blijkt dat Fusarium oxysporum gedurende 
minimaal zes jaar in water bewaard kan worden. In het onderzoek werden ponsjes 
van een reinculture van de schimmel op agar in steriel water gedaan. Door Rattink 
(1986) werd de levensduur van Foc bepaald in (niet-steriel) kraanwater. Na 20 weken 
bleek de schimmel nog steeds pathogeen. Er werden helaas geen kwantitatieve 
bepalingen gedaan. Door Krebs (1985) werd ook de overleving van Foc bepaald in 
steriele en niet-steriele voedingsoplossing. Hij besmette echter met macroconidien in 
een dichtheid van 500 sporen per milliliter en deed waarnemingen op 0, 8, 13 en 18 
dagen na besmetting. Na 8 dagen kon er in de niet-steriele voedingsoplossing geen 
Foc meer aangetoond worden. De voedingsoplossing bleek niet meer infectieus. In de 
niet-steriele voedingsoplossing vond lysis van sporen plaats. In steriele 
voedingsoplossing vond hij ook een toename van de dichtheid. Na 18 dagen was deze 
opgelopen tot meer dan 6000 sporen per milliliter. Een dergelijke toename komt 
overeen met de resultaten die in het hier beschreven onderzoek werden gevonden. 
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Het verschil in resultaten in de niet-steriele behandelingen tussen beide onderzoeken 
wordt waarschijnlijk verklaard door het feit dat Krebs macroconidiën gebruikte, in 
plaats van microconidién die in dit onderzoek werden gebruikt. Mogelijk zijn 
macroconidiën gevoeliger voor antagonisme. Voor gesloten teeltsystemen lijken echter 
de resultaten van de proeven van Krebs met macroconidiën van minder belang. 
Productie van macro-conidiën werd in het hier beschreven onderzoek alleen 
bovengronds waargenomen aan ernstig aangetaste planten. Het is niet waarschijnlijk 
dat deze structuren in de potkluit van aangetaste Cyclamen gevormd worden. 
Macroconidiën zijn bovendien duidelijk herkenbaar. Bij microscopische 
waarnemingen van besmet drainwater werden deze structuren echter niet gevonden. 
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5 Verspreiding van Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis in het eb/vloedsysteem 
zonder planten 

5.1 Inleiding 

In dit hoofdstuk is een proef beschreven die betrekking heeft op de verspreiding van 
Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis in het eb/vloedsysteem. In deze proef werd 
onderzocht hoe microconidiën (microsporen) van Foc in het eb/vloedsysteem door 
voedingsoplossing worden verspreid en hoe het verloop is van de hoeveelheid die in 
de loop van de tijd in de voedingsoplossing kan worden teruggevonden. In onderzoek 
van Rattink (1990) werd gevonden dat Foc zich vrijwel niet verspreidde in een 
eb/vloedsysteem. Als mogelijke oorzaak hiervan werd de bezinking van colony 
forming units op de bodem van de tank genoemd. Er werden daar namelijk hoge 
aantallen CFU van de schimmel aangetroffen. 

Doel van de hier beschreven proef was om vast te stellen hoe de verspreiding van 
sporen van Foe in het gebruikte eb/vloedsysteem is bij afwezigheid van planten. 

De proef werd uitgevoerd onder proefnummer 4403-3. 

5.2 Materiaal en methoden 

De proef werd uitgevoerd op twee eb/vloedeenheden (nr 11 en 12) in kas A3/A4. 
Er stonden geen planten op de tafels tijdens de proef. Ter besmetting van de 
voedingsoplossing werd een sporensuspensie gemaakt van microconidiën van Foc in 
water. 

Aan beide tanks werd een hoeveelheid van de sporensuspensie toegevoegd, zodat de 
dichtheid in de voedingsoplossing circa 1500 sporen per ml bedroeg. Vervolgens 
werden de tafels bevloeid. De be vloeiing werd ingesteld op eenmaal vloed per dag, 
gedurende tien minuten. Er werd dan circa 2 minuten een constante vloedhoogte van 
twee à twee en een halve centimeter bereikt. 

Monstername 

Vóór besmetting werd in het centrum van de tanks een monster genomen van de 
voedingsoplossing ter bepaling van een eventueel aanwezige besmetting met Foc. Ook 
direct na het besmetten van de voedingsoplossing werd er een monster genomen 
centraal in de tank. Er werden vervolgens op verschillende tijden op diverse plaatsen 
in het systeem monsters genomen van de voedingsoplossing ter bepaling van de 
hoeveelheid CFU van F.oxysporum. Een overzicht van de monstername is 
weergegeven in tabel 5.1. De plaatsen waar bemonsterd werd zijn weergegeven in 
figuur 5.1. De monsters in de tank werden genomen door een PVC-pijp (0 9 mm) 
met afgesloten bovenkant in de voedingsoplossing te steken tot op de hoogte waar het 
monster genomen werd. Door voorzichtig lucht boven uit de pijp te laten ontsnappen 
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kon er voedingsoplossing de pijp in. De pijp werd weer afgesloten en uit de tank 
gehaald en het monster werd in een potje gedaan. 

In de tank werd zowel een half uur voor als een half uur na vloed op twee plaatsen 
een monster genomen. Ook werden op een aantal dagen, zes uur na bevloeiing 
monsters in de tank genomen. Op drie dagen werd een monster genomen van de 
voedingsoplossing op de bodem van de tanks. 

Op de tafels werd tijdens vloed op vier plaatsen een monster genomen van de 
voedingsoplossing. Deze monsters werden genomen door vóór vloed een petrischaal-
deksel ( 09 cm) op tafel vast te plakken. Nadat de tafels weer drooggevallen waren, 
werd de voedingsoplossing die in de schalen was blijven staan verzameld. 

Tabel 5.1 Bemonsteringsplaatsen 

monster 

AA 

Al 

A2 

BI t/m 
B4 

Cl t/m 
C4 

Dl 

D2 

El 

E2 

F 

plaats1 

centrum tank 
vóór 
besmetting 

tank half uur 
vóór vloed 
20 cm onder 
vloeistofspiegel 

tank half uur 
vóór vloed 10 
cm boven 
bodem 

tafels tijdens 
vloed 

gootjes na 
vloed 

als Al , half 
uur na vloed 

als A2, half 
uur na vloed 

als Al , zes uur 
na vloed 

als A2, zes uur 
na vloed 

bodem tank na 
vloed 

en -tijdstippen 

bemonsteringsdag 

1 

X 

X 

X 

X 

X 

2 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

4 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

7 

X 

X 

X 

X 

X 

9 

X 

X 

14 

X 

X 

X 

X 

15 

X* 

X 

18 

X 

X 

X 

X 

X 

23 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

25 

X 

X 

X 

29 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

30 

X 

X 

37 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

1) zie ook figuur 5.1 
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Ongeveer een uur na vloed werd bovendien op vier plaatsen op de tafels een 
monster genomen van de voedingsoplossing die in de gootjes bleef staan. Deze 
monsters werden genomen door met een pasteurpipet voedingsoplossing uit de 
gootjes op te zuigen. 

In de monsters werd de dichtheid van Foc bepaald op het Komada-medium. Voor 
elk monster werd dit in zesvoud gedaan. Indien nodig werd een verduning van het 
monster uitgeplaat. 

TAFEL: TANK: 

A1/D1/E1 

in/uitlaat 

C4 
B4 C3 

B3 

/ 

D 
Bï> 

C2 
B1 

C1 

A2/D2/E2 

Figuur 5.1 Bemonsteringsplaatsen voedingsoplossing op tafel en in de tank. Voor 
verklaring tekens zie tekst. 

Statistische verwerking 

Statistische analyse van mogelijke verschillen tussen de bemonsteringsplaatsen op de 
tafels is zeer moeilijk omdat op elke plaats slechts een monster genomen is. Ook de 
waarden van de bemonsteringen in de tank berusten telkens op de gegevens uit 
slechts een monster. Bovendien zijn er tussen het begin en het einde van de proef 
zeer grote verschillen tussen de waarden van monsters die op een plaats genomen 
zijn. Om toch enig inzicht te krijgen in eventueel aanwezige verschillen tussen 
bemonsteringsplaatsen werden de waarden vergeleken met behulp van de tekentoets. 
Er werd getoetst bij een eenzijdige onbetrouwbaarheid van 0,05%. Bij de statistische 
analyse werden in een toetsing de waarden van beide tafels/tanks meegenomen. De 
herhalingen werden dus niet apart getoetst. Met behulp van regressieanalyse werd het 
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verloop van de concentratie in de tijd van de bemonsteringen op tafel 11 en 12 met 
elkaar vergeleken. 

5.3 Resultaten 

Vóór besmetting werd geen Foc in de voedingsoplossing aangetoond. Na besmetting 
was het aantal CFU dat in tank 11 en 12 werd aangetoond respectievelijk 927 en 1003 
CFU/ml. 

Bemonstering van voedingsoplossing op de tafels 

In figuur 5.2 en 5.3 is het aantal CFU in de monsters die op de tafels 11 en 12 
genomen werden uitgezet tegen de tijd. In deze figuur is te zien dat de dichtheid van 
Foc binnen enkele dagen zakt tot minder dan 10 per ml voedingsoplossing op dag 7. 
Het aantal CFU dat tot beëindiging van de proef (dag 37) in de voedingsoplossing op 
de tafels werd aangetroffen blijft gedurende de proef laag, 10 tot 25 CFU/ml. Met 
name op tafel 12 lijkt er een toename te zijn vanaf dag 7. 

140 

120 

100 

2Î 29 

X 
X 
X 
X 

X 
X 
X 
X 

Bi 
ti2 
Bi 
B4 

DAG 
gemiddelde ven bemonsteringen B 

Figuur 5.2 Resultaten bemonstering voedingsoplossing op tafel 11 tijdens vloed. 
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Figuur 5.3 Resultaten bemonstering voedingsoplossing op tafel 12 tijdens vloed. 

Uit statistische analyse (tweezijdige toetsing) blijkt er geen verschil aantoonbaar 
tussen de gemiddelde waarde van de bemonsteringen BI en B2, aan de ene zijde van 
de aan/afvoeropening, vergeleken met die van B3 en B4, aan de andere zijde. Ook 
tussen de gemiddelde waarde van BI en B4 (grote afstand tot aan/afvoer) vergeleken 
met die van B2 en B3 (kleine afstand tot aan/afvoer) is geen verschil aantoonbaar. 
Hieruit mag geconcludeerd worden dat er geen plaatsverschillen tussen de 
bemonsteringsplaatsen op de tafel aanwezig zijn. 

Met behulp van regressieanalyse werd onderzocht of er een toename was van de 
dichtheid in de voedingsoplossing op de tafels vanaf dag 7. Deze analyse staat in 
bijlage 7. In figuur 5.4 zijn per tafel de gevonden dichtheden en de gefitte regressie
lijn weergegeven. De regressiecoefficienten van tafel 11 en 12 zijn respectievelijk 0,07 
en 0,60. In beide gevallen is er dus een stijgende lijn. Zoals blijkt uit de analyse is de 
gevonden waarde alleen voor tafel 12 significant afwijkend van een 
regressiecoefficient gelijk aan 0. Er is dus een significante toename van de dichtheid 
CFU in de voedingsoplossing. 
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Figuur 5.4 Vergelijking van het verloop van de dichtheid schimmeldeeltjes van Foc 
in voedingsioplossing tijdens vloed op tafel 11 (links) en 12 (rechts). In de figuur is 
de gefitte regressielijn weergegeven. Voor analyse zie bijlage 7. 

Ook werd de voedingsoplossing die na de vloedperiode achterbleef in de gootjes op 
verschillende plaatsen op de tafels onderzocht op aanwezigheid van Foc. Aanvankelijk 
werd op vier plaatsen (Cl, C2, C3 en C4) bemonsterd, later nog op twee plaatsen (Cl 
en C4). In figuur 5.5 en 5.6 zijn de resultaten van deze bemonsteringen uitgezet tegen 
de tijd. Een probleem bij de bemonsteringen C is het feit dat het zeer moeilijk was 
om uniforme monsters te nemen op deze plaatsen. Veelal was er niet veel 
voedingsoplossing aanwezig en de ene keer werd mogelijk meer materiaal van de 
bodem meegenomen dan een andere keer. Uit figuur 5.5 en 5.6 blijkt dat de 
hoeveelheid CFU in de monsters het verloop volgt wat gevonden werd bij de 
bemonsteringen van de voedingsoplossing op tafel tijdens vloed (monstername B, 
figuur 5.2 en 5.3). Na een sterke daling wordt een niveau bereikt dat schommelt ' 
tussen de 5 en 20 CFU/ml. Op tafel 6 lopen de verschillen tussen de bemonsteringen 
veel sterker uiteen en ligt het niveau gemiddeld ook wat hoger. De oorzaak hiervan is 
niet geheel duidelijk, waarschijnlijk hangt dit samen met de weinig uniforme 
bemonsteringsmethode. Tweezijdige toetsing van de verschillen tussen Cl en C4 met 
behulp van de tekentoets laat zien dat er geen verschil tussen de bemonsteringen 
aantoonbaar is. 
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Figuur 5.5 Resultaten bemonstering voedingsoplossing in gootjes op tafel 11 na 
vloed. 
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Figuur 5.6 Resultaten bemonstering voedingsoplossing in gootjes op tafel 12 na 
vloed. 
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Bemonstering voedingsoplossing in de tanks 

In figuur 5.7 en 5.8 is de dichtheid schimmeldeeltjes van Foc in de voedingsoplos
sing op verschillende plaatsen in tank 11, respectievelijk in tank 12, weergegeven. De 
voedingsoplossing in de tanks is op het moment dat de A-monsters genomen werden 
ruim 23 uur niet in beweging geweest. Wederom blijkt er een grote overeenkomst te 
zijn tussen de resultaten van de in figuur 5.7 en 5.8 weergegeven bemonsteringen en 
die op de tafels tijdens vloed (figuur 5.2 en 5.3). Na een aanvankelijke sterke daling 
lijkt de dichtheid zich op een laag niveau te stabiliseren. 

In figuur 5.7 en 5.8 is ook de dichtheid van Foc weergegeven in de monsters die 
ongeveer een uur na bevloeiing genomen werden in de tank en die zes uur na 
bevloeiing werden genomen. 

De gevonden waarden werden met behulp van de tekentoets eenzijdig getoetst, 
waarbij de verwachting was dat, als gevolg van bezinking, de dichtheid 
schimmeldeeltjes onderin de tank hoger was dan bovenin. Worden hiervoor alle 
tankbemonsteringen meegenomen, dan blijkt het verschil duidelijk significant te zijn. 
Bij toetsing van de verschillen tussen de gevonden dichtheden boven en onder in de 
tank per bemonstering blijkt dat hierin direct voor bevloeiing van de tafels een 
significant verschil aanwezig is. Boven in de tank bevinden zich significant minder 
CFU dan onderin. Een half uur na bevloeiing is het verschil niet meer significant. Zes 
uur na bevloeiing blijkt er echter weer een significant verschil te zijn. 

Ook werden de bemonsteringen in de tank een half uur voor bevloeiing vergeleken 
met die een half uur na bevloeiing. Ook hier werd eenzijdig getoetst met de 
verwachting dat de monsters na vloed een hoger aantal CFU per milliliter 
voedingsoplossing zouden bevatten. Hierbij moet worden vermeld dat niet alle 
waarnemingen waartussen het verschil getoetst werd op dezelfde dag waren genomen. 
Acht maal (van de 22) was er een verschil van twee dagen tussen de bemonstering 
voor en na vloed. Uit de toetsing bleek het verschil significant te zijn. 

Op drie dagen (dag 7, 18 en 23) werd ook de voedingsoplossing op de bodem van 
de tank bemonsterd voor bevloeiing van de tafels. Op dag 18 werd op twee plaatsen 
op de bodem een monster genomen, op dag 7 en dag 25 op een plaats. In tabel 5.2 
staan de resultaten van deze bemonsteringen. Ook zijn ter vergelijking de resultaten 
van de andere tankbemonsteringen op hetzelfde tijdstip weergegeven. Uit de tabel 
blijkt dat zich op de bodem van de tank zeer grote hoeveelheden schimmeldeeltjes 
bevinden. Deze moeten hier bezonken zijn. De hoeveelheid CFU in de monsters op 
de drie bemonsteringsdata loopt sterk uiteen. Ook tussen de twee bemonsteringen op 
verschillende plaatsen op de bodem (dag 18) zitten grote verschillen. Dit is 
waarschijnlijk het gevolg van de verdeling van het 'depot' op de bodem, die niet 
overal gelijk is. Dit was ook zichtbaar in de tank. Bovendien speelt ook hier de 
monstername een belangrijke rol. Met de gebruikte bemonsteringsmethode is het zeer 
moeilijk een 'standaard hoeveelheid' van het bezonken materiaal te nemen. 
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Al, tank bovenin voor vloed 
A2, tank onderin voor vloed 
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Figuur 5.7 Resultaten bemonstering voedingsoplossing in tank 11. 
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Figuur 5.8 Resultaten bemonstering voedingsoplossing in tank 12. 
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Tabel 5.2 Resultaten bemonstering voedingsoplossing in tanks. 

dag 

7 

18 (monster 1) 

18 (monster 2) 

18 

23 

25 

dichtheid Foc (CFU/ml) in monster 

tank 11 

bodem 

3340,0 

980,0 

228,0 

5500,0 

Al1 

3,3 

4,7 

7,0 

A22 

7,7 

13,3 

42,0 

tank 12 

bodem 

1443,3 

740,0 

2508,0 

6266,7 

Al 

7,0 

10,0 

10,7 

A2 

8,0 

13,7 

13,0 

1) bemonstering in tank 20 cm onder vloeistofspiegel 
2) bemonstering in tank 10 cm boven bodem 

5.4 Conclusie en discussie 

Uit regressieanalyse, uitgevoerd met de gevonden waarden op de tafels tijdens 
vloed, blijkt dat de herhalingen (tafel 11 en 12) niet aan elkaar gelijk zijn. Hoewel in 
beide gevallen de regressiecoefficient groter is dan 0, is er alleen op tafel 12 een 
significante toename van de concentratie in de tijd. De oorzaak hiervan is niet 
duidelijk, de systemen zijn namelijk exact gelijk. Wel werd op tafel 12 een grotere 
algengroei waargenomen. De oorzaak hiervan is niet bekend, verschillen in 
lichtcondities tussen beide tafels zijn namelijk niet te verwachten. Mogelijk biedt de 
algengroei voor Fusarium oxysporum een voedingsbodem waardoor groei mogelijk is 
en er een toename van CFU in de voedingsoplossing ontstaat. Dit werd in deze proef 
niet verder onderzocht. 

Een groot deel van de bij aanvang van de proef toegevoegde sporen van Foc blijkt 
binnen een aantal dagen niet meer voor te komen in de voedingsoplossing die tijdens 
vloed in het systeem rondgepompt wordt. Het grootste deel van de sporen blijkt te 
zijn bezonken op de bodem van de tank, waar een hoge dichtheid aangetroffen werd. 
Een andere mogelijkheid is dat een groot deel van de microconidien van Foc binnen 
enkele dagen gestorven of niet meer kiemkrachtig is. Dit werd in deze proef niet 
onderzocht. Uit eerdere waarnemingen is bekend dat de overlevingsduur van Foc in 
voedingsoplossing zeer lang is (Rattink, 1990). Ook de hoeveelheden CFU die bij de 
bemonsteringen in de tank gevonden werden wijzen op het bezinken van 
schimmeldeeltjes in de tank in de periode dat de voedingsoplossing niet in beweging 
is. Voor bevloeiing blijkt de hoeveelheid CFU boven in de tank significant lager dan 
onderin. Dit verschil is er een half uur na bevloeiing niet meer, maar zes uur later 
weer wel. Het oppompen van de voedingsoplossing en het weer deels terugstromen 
van de voedingsoplossing in de tank tijdens bevloeiing veroorzaakt turbulentie, 
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waardoor menging van de voedingsoplossing ontstaat. Hierdoor is er geen verschil 
meer in concentratie CFU in de voedingsoplossing boven en onder in de tank. 

Ook blijken de bemonsteringen in de tank direct voor bevloeiing een significant 
lager aantal CFU te bevatten dan die direct na bevloeiing. Tijdens de turbulatie, als 
gevolg van bevloeiing van de tafels, wordt blijkbaar een deel van de reeds op de 
bodem van de tank bezonken CFU weer meegenomen in de stromende 
voedingsoplossing. 

Uit de resultaten van deze proef blijkt dat het overgrote deel van de sporen dat bij 
aanvang van de proef is toegevoegd aan de voedingsoplossing binnen enkele dagen 
bezonken is op de bodem van de tank. Niet alle sporen bezinken echter. Van de 
bezonken sporen wordt een klein deel tijdens bevloeiing van de tafels weer 
meegenomen in de stroom voedingsoplossing. De periode van circa 23 uur stilstand 
van de voedingsoplossing die volgt, leidt ertoe dat dezelfde hoeveelheid CFU weer 
bezinkt op de bodem van de tank. Hierdoor ontstaat er als het ware een evenwicht 
tussen bezonken en weer in de stromende voedingsoplossing opgenomen hoeveelheid 
CFU, waardoor de gevonden dichtheid CFU in de loop van de tijd op een bepaald 
niveau blijft. De bezonken schimmeldeeltjes maken een aanzienlijk deel uit van de 
totale hoeveelheid sporen die bij aanvang van de proef werd toegevoegd aan de 
voedingsoplossing. Het is echter op grond van de uitgevoerde bemonsteringen niet 
mogelijk een goede inschatting te maken van de totale hoeveelheid deeltjes die 
aanwezig is op de bodem van de tank in relatie tot de hoeveelheid aan het begin van 
de proef. 
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6 Verspreiding van Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis in het eb/vloedsysteem met 
planten. 

6.1 Inleiding 

In het vorige hoofdstuk is een proef beschreven waarin de verspreiding van Foc 
circa 40 dagen gevolgd werd in een eb/vloedsysteem waarbij geen planten op de 
eb/vloedtafels gekweekt werden. Uit deze proef bleek dat sporen (microconidien) van 
Foc zich tijdens vloed met de voedingsoplossing verspreiden door het gehele systeem. 
In de hier beschreven proef werd onderzocht hoe de populatieontwikkeling van Foc 
in een eb/vloedsysteem is bij de teelt van Cyclamen. Tevens werd onderzocht of 
aangetaste planten een inoculumbron kunnen zijn voor de verspreiding van de 
schimmel in het systeem. Dit is onder andere van belang om te weten te komen of 
besmet uitgangsmateriaal in de praktijk zou kunnen leiden tot besmetting van een 
bedrijf. De proef werd uitgevoerd onder proefnummer proef 4403-1. 

6.2 Materiaal en methoden 

De proef werd uitgevoerd op zes eb/vloedeenheden in kas A4 (nr 7 t/m 12). Op 10 
maart werden jonge Cyclamenplanten, type Pastel 'Beethoven' (Royal Eveleens, De 
Kwakel), gepot in 12 cm kunststof containers in gestoomde grond. De gebruikte grond 
was speciale eb/vloedpotgrond (Ego, Aalsmeer). Op elke tafel werden 156 planten 
gezet. Na enkele malen wijder zetten werd op 28 juni de eindstand bereikt. De 
planten stonden nu in 25 rijen van zes op de tafels. 

Behandelingen 

Op 4 juli werden de volgende drie behandelingen ingezet: 

Behandeling 
1 Tankbesmetting Besmetting voedingsoplossing in tank met sporen van 

Fusarium (1200 sporen/ml) 
2 Plantbesmetting Zes door Foc aangetaste Cyclamen op tafel 
3 Controle Geen besmetting 

Bij behandeling 1 (tankbesmetting) werd de voedingsoplossing in de tanks besmet 
met een sporensuspensie van Foc. Na besmetting, juist voor bevloeiing van de tafels 
werd de voedingsoplossing in de tank zeer goed geturbuleerd. Er werd een 
hoeveelheid sporensuspensie toegevoegd zodat de dichtheid in de voedingsoplossing 
in de tanks 1,2103 sporen/ml bedroeg. 

Bij behandeling 2 (plantbesmetting) werden zes door Fusarium aangetaste 
Cyclamenplanten centraal op de ene helft van de tafel gezet. Deze planten waren drie 
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weken tevoren besmet met Foc (isolaat 90-4) door 10 ml van een sporensuspensie 
(105 sporen/ml) aan de plantvoet te injecteren in de grond op een diepte van circa 
2 cm. De planten vertoonden op het moment dat ze op de tafels geplaatst werden al 
zeer duidelijke verwelkingssymptomen. Bij behandeling 3 (controle) vond geen 
besmetting plaats. Bevloeiing van de tafels vond aanvankelijk twee maal per week 
plaats. Er werd dan gedurende tien minuten voedingsoplossing op de tafels gepompt, 
wat resulteerde in een periode van circa twee minuten een constant niveau op de 
tafels van ongeveer 2 cm. Later werd, afhankelijk van de behoefte van de planten, 
vaker bevloeid. Vanaf dag 82 werden de tafels elke dag bevloeid. 

Bemonsteringen 

Er werden gedurende de proef op diverse tijdstippen en op verschillende plaatsen in 
de systemen monsters genomen van de voedingsoplossing. De plaatsen waar 
bemonsterd werd zijn aangegeven in figuur 6.1. In de tanks werd ongeveer een uur 
voor bevloeiing van de tafels (monstername A) en circa een uur daarna 
(monstername C) een monster genomen van de voedingsoplossing. Dit werd gedaan 
op een diepte van circa 20 cm onder het vloeistofoppervlak, en onder in de tank, 5 à 
10 cm boven de bodem, respectievelijke bemonsteringen Al/Cl en A2/C2. De 
bemonstering van de voedingsoplossing op de tafels (monstername B) vond tijdens de 
bevloeiingsperiode plaats. Hiertoe werden vóór vloed deksels van Petrischalen op 
verschillende plaatsen op de tafels vastgezet. Nadat, na bevloeiing, de 
voedingsoplossing weer van de tafels was verdwenen kon de voedingsoplossing die in 
de Petrischalen achterbleef worden verzameld. Bij behandeling 1 en 3 werden op de 
tafel op twee plaatsen monsters genomen. Aan de ene kant van de aan-/afvoer een 
monster (B2) en aan de andere kant drie monsters (B6, B7 en B8). Bij behandeling 2 
werd op alle acht in figuur 6.1 aangegeven plaatsen een monster genomen. Door de 
monsters uit te platen op Komada-medium werd vervolgens de dichtheid in Foc in de 
voedingsoplossing bepaald. Per monster werd in dit in viervoud gedaan. 

Waarnemingen 

Gedurende de proef werd bijgehouden welke planten symptomen vertoonden als 
gevolg van aantasting door Foc. Wanneer de planten zeer ernstig aangetast waren (als 
vrijwel alle bladeren van de plant verwelkt waren) werden ze van de tafel verwijderd. 
Dit werd gedaan om te voorkomen dat de schimmel zich bovengronds op de knol of 
bladeren ging ontwikkelen en daar sporen ging produceren. Deze zouden door 
vliegjes of andere insekten verspreid kunnen worden. Er werd bijgehouden wanneer 
er planten van de tafels verwijderd werden. 
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TAFEL: 
(bemonsteringsplaatsen 'B') 

in/uitlaat 

-h-1 
2 
3 D 

6 
7 
8 

A2/C2 

Figuur 6.1 Bemonsteringsplaatsen voedingsoplossing op tafel en in de tank. Voor 
verklaring tekens zie tekst. 

Klimaat 

De kastemperatuur werd ingesteld op 16,7°C.Gedurende de gehele duur van de 
proef werd de temperatuur in de kas op gewashoogte geregistreerd als twee-
uursgemiddelden. Op grond hiervan werden etmaalgemiddelden berekend en 
bewaard. 

Statistische verwerking resultaten 

In deze proef werd op elke bemonsteringsplaats per bemonsteringsdag een monster 
genomen (met uitzondering van bemonstering B bij behandeling 1 en 2) dat 
onderzocht werd op aanwezigheid van CFU van Foc. Verschillen tussen 
bemonsteringen op verschillende plaatsen in het systeem op een bemonsteringsdag 
kunnen daarom niet getoetst worden op significantie. De verschillende plaatsen in het 
systeem werden daarom vergeleken door met de tekentoets te onderzoeken of er in 
de tijd tussen verschillende plaatsen in het systeem een consequent verschil aanwezig 
was. Op deze wijze kan toch een goed betrouwbaar beeld verkregen worden over 
eventueel aanwezige verschillen. 
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6.3 Resultaten 

Behandeling 1 (tankbesmetting) 

Dichtheidsverloop in de tank 

In figuur 6.2 en 6.3 is het verloop van de dichtheid CFU in de voedingsoplossing op 
verschillende plaatsen in respectievelijk tank 11 en 12 weergegeven. De dichtheid die 
bij bemonstering direct na besmetting van de tanks (dag 1) werd gemeten bedroeg 
774 (tank 11) en 1065 (tank 12) CFU per ml. Er kon dus respectievelijk 65% en 89% 
van de toegevoegde hoeveelheid sporen worden teruggevonden in de monsters. Het 
verloop van de dichtheid Foc in de voedingsoplossing in de tank lijkt op de 
verschillende bemonsteringsplaatsen en bemonsteringstijdstippen vrijwel gelijk te zijn. 
Uit de figuren blijkt dat de dichtheid in korte tijd sterk afneemt. Na circa veertig 
dagen is de dichtheid gedaald tot ongeveer 15 CFU/ml. Daarna verandert deze in de 
loop van de tijd nog slechts weinig. 

In figuur 6.2 en 6.3 is te zien dat er slechts een klein verschil is tussen de 
bemonsteringen boven- en onderin de tank, zowel voor als na bevloeiing. De 
dichtheid bovenin ligt echter vrij consequent iets lager dan onderin de tank. 
Statistische vergelijking met behulp van de tekentoets laat zien dat de monsters boven 
in de tank een significant lager aantal CFU bevatten dan de monsters die onder in de 
tank werden genomen. Dit is zowel voor bevloeiing van de tafels als erna het geval. 
Ook tussen de bemonsteringen voor en na bevloeiing blijkt consequent een klein 
dichtheidsverschil aanwezig te zijn. Na bevloeiing is de dichtheid significant hoger dan 
voor bevloeiing. 

Dichtheidsverloop op de tafel 

In figuur 6.4 en 6.5 is het verloop van de dichtheid van Foe op respectievelijk tafel 
11 en 12 weergegeven. In de figuren is met een lijn het gemiddelde aangegeven van 
de vier plaatsen op de tafel waar een monster werd genomen tijdens bevloeiing, en 
tevens de afzonderlijke meetwaarden. Om te bepalen of er een verschil was tussen de 
dichtheid in de voedingsoplossing op verschillende plaatsen op tafel werd 
bemonsteringsplaats B2 vergeleken met het gemiddelde van de drie monsters die op 
de andere helft van de tafel genomen waren (B6, B7 en B8). Tussen deze plaatsen 
bleek geen significant verschil aantoonbaar. 

Zowel de hoogte als het verloop van het aantal gevonden CFU in de 
voedingsoplossing op de tafel komen zeer sterk overeen met de dichtheid die in de 
tank gevonden werd. 
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Figuur 6.2 Resultaten bemonstering voedingsoplossing in tank 11. 
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Figuur 6.3 Resultaten bemonstering voedingsoplossing in tank 12. 
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Figuur 6.4 Resultaten bemonstering voedingsoplossing op tafel 11 tijdens vloed. 
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Figuur 6.5 Resultaten bemonstering voedingsoplossing op tafel 12 tijdens vloed. 
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Symptomen 

Zowel een dag voor besmetting van de voedingsoplossing in de tanks als een dag na 
de eerste bevloeiing met besmette voedingsoplossing werden van alle tafels twee 
planten genomen, waarvan de onderste 1,5 cm van de potkluit onderzocht werd op 
aanwezigheid van Foc. Voor besmetting kon in de potkluit geen Foc worden 
aangetoond. In de monsters die na de eerste bevloeiing na besmetting van de 
voedingsoplossing werden genomen was Foc in zeer grote hoeveelheden aanwezig. Op 
tafel 11 en 12 werden gemiddeld over de twee grondmonsters respectievelijk 1825 en 
1350 CFU per gram droge grond gevonden. 

Reeds drie weken na besmetting van de voedingsoplossing in de tanks vertoonden 
de eerste planten op de tafels symptomen van aantasting door Fusarium-
verwelkingsziekte. Nader onderzoek aan enkele planten wees uit dat het hier 
inderdaad een aantasting door Fusarium oxysporum betrof. Telkens werden de ernstig 
aangetaste planten van de tafels verwijderd. In figuur 6.6 is een overzicht gegeven van 
het percentage planten dat in de loop van de tijd van de tafels werd verwijderd. In 
deze figuur is te zien dat na circa zeven weken reeds 90% van de planten van de 
tafels is verwijderd. Tussen tafel 11 en 12 blijkt hierin geen verschil aanwezig te zijn. 
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Figuur 6.6 Verloop van de uitval van Cyclamen bij tankbesmettingbesmetting (bl) en 
plantbesmetting (b2). Bij de behandelingen is het tafelnummer aangegeven (t). 
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Verspreidingspatroon 

De verspreiding van Foe over de tafels werd waargenomen door bemonstering van 
de voedingsoplossing op verschillende plaatsen op de tafels (zie boven) en door 
waarneming van de verspreiding van de ziekte over de tafel aan de hand van 
symptoomvorming. Ernstig aangetaste planten werden in de loop van de proef van de 
tafels verwijderd. In bijlage 8 is voor een aantal dagen weergegeven welke planten op 
dat moment reeds verwijderd waren. In deze figuur is te zien dat uitval in de loop van 
de tijd verspreid over de tafels plaatvindt. Er is met andere woorden sprake van een 
gelijkmatig verspreidingspatroon. 

Behandeling 2 (plantbesmetting) 

Dichtheidsverloop in de tank 

In de figuren 6.7 en 6.8 zijn de resultaten van de bemonsteringen in respectievelijk 
tank 7 en 9 weergegeven. Reeds negen dagen na het plaatsen van de besmette 
planten op de tafels werden de eerste CFU van Foc in de voedingsoplossing in tank 7 
aangetroffen. Vanaf dag 44 vond er in deze tank een duidelijke toename van het 
aantal CFU in de voedingsoplossing plaats, die steeg tot maximaal 100 CFU per ml 
op dag 96 en vervolgens weer afnam. 

In tank 9 werden de eerste CFU van Foc pas op dag 55 gevonden. Vanaf die dag 
vond ook een (eerst langzame) toename plaats waarna op dag 111 het maximum 
bereikt werd, 80 a 100 CFU/ml. Zowel de eerste waarneming van besmetting als de 
hoogste dichtheid CFU van Foc in de voedingsoplossing werden in tank 9 in 
vergelijking met tank 7 dus circa tien dagen later gevonden. 

In het algemeen zaten er geen grote verschillen tussen de bemonsteringen boven- en 
onderin de tank en tussen die voor en na bevloeiing. Wel blijkt ook hier (evenals bij 
behandeling 1) vrij consequent de hoeveelheid sporen na bevloeiing groter dan voor 
bevloeiing. Bij eenzijdige toetsing van de gevonden waarden, bij een 
onbetrouwbaarheid van 0,05%, blijkt de dichtheid boven in de tank na bevloeiing 
significant hoger te zijn dan voor bevloeiing. Onder in de tank is dit verschil er niet. 
Wel blijkt de dichtheid zowel voor als na vloed onder in de tank significant hoger te 
zijn dan boven in de tank. 

Verloop van de dichtheid op de tafel 

De hoeveelheid CFU die op de tafels werd gevonden en het verloop hiervan in de 
tijd volgt vrij exact dat wat in de tanks gevonden werd. De gevonden dichtheden zijn 
voor de bemonsteringen op tafel 7 en 9 weergegeven in de respectievelijke figuren 6.9 
en 6.10.Op acht plaatsen op de tafels werden monsters genomen (zie figuur 6.1). Met 
de tekentoets werd van een aantal verschillende plaatsen onderzocht of ze 
verschilden. Het gemiddelde van de bemonsteringen BI t/m B3 werd vergeleken met 
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Figuur 6.7 Resultaten bemonstering voedingsoplossing in tank 7. 
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Figuur 6.8 Resultaten bemonstering voedingsoplossing in tank 9. 
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Figuur 6.9 Resultaten bemonstering voedingsoplossing op tafel 7 tijdens vloed. 
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Figuur 6.10 Resultaten bemonstering voedingsoplossing op tafel 9 tijdens vloed. 
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dat van B6 t/m B8 om te bepalen of de dichtheid CFU in de voedingsoplossing aan 
de zijde van de tafel waar de besmette planten waren geplaatst, verschilde van die 
aan de andere zijde van de tafel. Ook werden om deze reden B4 en B5 met elkaar 
vergeleken. Bovendien werd gekeken of het gemiddelde van de bemonsteringen dicht 
bij de aan-/afvoer (B4 en B5) verschilde van dat van de bemonsteringen ver van de 
aan-/afvoer (BI, B2, B3, B6, B7, B8). De toetsingen werden tweezijdig uitgevoerd bij 
een onbetrouwbaarheid van 1%. In geen van de onderzochte waarden blijkt er een 
significant verschil aantoonbaar te zijn. Dit duidt op een homogene verspreiding van 
CFU van Foc met de voedingsoplossing over de tafels. 

Symptomen 

Op tafel 7 werden op dag 40 de eerste planten met verwelkingsverschijnselen 
aangetroffen. Circa een week later werden de eerste planten van de tafel verwijderd. 
Ongeveer honderd dagen later werden de laatste aangetaste planten van de tafel 
verwijderd. Het percentage verwijderde planten is in figuur 6.6 weergegeven. Op tafel 
9 werden pas na 95 dagen (dus 55 dagen later dan op tafel 7) de eerste 
verwelkingsverschijnselen bij planten aangetroffen. Als gevolg van ruimtegebrek was 
op dag 83 de helft van de planten van tafel 9 verwijderd. De aantasting van de 
planten op tafel 9 verliep echter sneller dan op tafel 7. Binnen veertig dagen 
vertoonden alle planten ernstige verwelkingsverschijnselen en waren van de tafel 
verwijderd waren. 

Verspreidingpatroon 

Op beide tafels kon een gelijkmatig verspreidingspatroon worden waargenomen in 
aantasting van de planten op de tafel. In bijlage 9 is een overzicht gegeven welke 
planten op verschillende data op de tafels 7 en 9 ernstige verwelkingssymptomen te 
zien gaven (en verwijderd werden). 

Behandeling 3 (controle) 

In deze behandeling werd gedurende de gehele proefperiode geen Foc in de 
voedingsoplossing aangetroffen. Ook werd bij geen van de planten een aantasting 
door Foc waargenomen. 

Klimaat 

In bijlage 10 is de gemiddelde weektemperatuur in de kas op gewashoogte 
weergegeven gedurende de gehele proefperiode. De weekgemiddelden zijn berekend 
op grond van 2-uursgemiddelden die gedurende het gehele etmaal zijn geregistreerd. 
De ingestelde kastemperatuur bedroeg 16,7°C.Met een pijl is in de figuur het tijdstip 
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aangegeven waarop de besmetting werd aangebracht. In bijlage 10 is te zien dat er 
zich twee erg warme periodes hebben voorgedaan met een maximum in week 18 
(24,9°C)en week 31 (23,8°C).Deze laatste periode begon gelijk met het aanleggen 
van de verschillende behandelingen in de proef. 

6.4 Conclusie en discussie 

Uit de beschreven resultaten blijkt dat Foc zich bij een teelt van Cyclamen op het 
eb/vloedsysteem kan verspreiden, zowel na besmetting van de voedingsoplossing met 
een hoge dichtheid microconidiën als vanuit (kunstmatig) besmette planten. In beide 
gevallen vindt de verspreiding volgens een gelijkmatig patroon op de tafels plaats. 

In behandeling 1 werd de voedingsoplossing direct na het besmetten op de tafels 
gepompt. Alle planten werden zo op hetzelfde moment, door de opname van 
voedingsoplossing met een hoge dichtheid sporen, besmet. Uit de 
grondbemonsteringen in de onderste laag van de potkluit na de eerste watergift met 
besmette voedingsoplossing bleek dat Foc al in hoge dichtheid in de potkluit 
aanwezig was. Alle planten waren dus direct al met een hoge dichtheid Foc besmet, 
wat veroorzaakt heeft dat er een gelijkmatig verspreidingspatroon van zieke planten 
op de tafels is ontstaan. 

In behandeling 2 vond besmetting plaats vanuit aangetaste planten, dus vanuit een 
puntbron. De aanwezigheid van een gelijkmatig verspreidingspatroon van de ziekte bij 
deze behandeling toont aan dat verspreiding van de schimmel niet in het platte vlak 
op de tafel plaatsvindt (zich van plant tot plant uitbreidend vanuit de puntbron), maar 
dat infectieuze eenheden van de schimmel door de voedingsoplossing meegenomen 
worden in de tank en bij een volgende bevloeiing over de tafel verspreid worden. Dit 
blijkt ook uit de verschillende bemonsteringen van de voedingsoplossing die op de 
tafel werden uitgevoerd. De in de monsters aangetroffen dichtheid CFU van Foc 
verschilde per bemonsteringstijdstip op verschillende plaatsen op de tafels niet 
significant. 

Niet alleen de dichtheid infectieuze eenheden (in dit geval sporen), maar ook het 
klimaat draagt bij tot de (snelheid van) ziekteontwikkeling van planten. De schimmel 
Foc veroorzaakt bij Cyclamen onder andere vaatverstopping, waardoor het 
watertransport in de wortels en de knol sterk belemmerd kan worden (Gerlach, 
1958). Bij een grote verdamping kan dit belemmerde watertransport leiden tot 
verwelkingsverschijnselen. Afhankelijk van de mate van aantasting kan een plant zich 
na deze droogtestress weer herstellen. Het criterium verwelking, dat gebruikt werd 
voor het vaststellen van een aantasting van een plant door Foe is daarom niet 
objectief. Er wordt hierbij namelijk geen rekening gehouden met de klimatologische 
omstandigheden. Om praktische redenen werd hier in dit onderzoek toch voor 
gekozen. Foe is een schimmel die in vitro een relatief hoge maximum groeisnelheid 
heeft van circa 28°C (Gerlach, 1958; Rattink, 1986). Een hogere temperatuur leidt tot 
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een snellere ontwikkeling van de schimmel in de plant en tot een snellere 
symptoomontwikkeling (Gerlach, 1958). Bij hogere temperatuur is bovendien het 
waterverbruik van de planten groter. De erg warme periode die direct na het inzetten 
van de behandelingen volgde (zie bijlage 10) heeft zeker bijgedragen tot het versneld 
optreden van verwelkingsverschijnselen bij de planten in behandeling 1. In behande
ling 2, waar de voedingsoplossing pas later besmet raakte, vond een veel langzamere 
uitbreiding van de ziekte plaats dan in behandeling 1. Deze bleek bij de herhalingen 
bovendien enkele weken te verschillen. Het verloop van de dichtheid CFU die in de 
voedingsoplossing op verschillende plaatsen in het systeem werd gevonden vertoont 
bij de herhalingen van behandeling 1 wel een grote overeenkomst. Aanvankelijk vindt 
een stijging van de dichtheid plaats tot er een maximum bereikt wordt. Vervolgens 
neemt de dichtheid weer af. De stijging kan verklaard worden door het toenemende 
aantal planten op de tafel dat aangetast is door Foc en zelf weer dispersie-eenheden 
van Foc produceert. Deze spoelen na bevloeiing met de overtollige voedingsoplossing 
uit de potkluit en komen zo ook in de tank terecht. Dat deze uitspoeling plaats kan 
vinden werd al in een eerdere proef aangetoond (zie hoofdstuk 3). De hoogte en het 
tijdstip waarop het maximum wordt bereikt kan afhankelijk zijn van een aantal 
factoren. Dit is waarschijnlijk de ernst van aantasting van de planten (samenhangend 
met het ontwikkelingsstadium van de schimmel in de potkluit) en het aantal 
aangetaste planten op de tafels. Vervolgens is er een daling van het aantal CFU in de 
voedingsoplossing. Dit is waarschijnlijk het gevolg van het steeds kleinere aantal 
aangetaste planten op de tafel. Aan de ontwikkeling van Foc in de potkluit van 
Cyclamen zal in andere proeven meer aandacht worden besteed. 

In behandeling 1 leek er in tegenstelling tot behandeling 2 geen toename te zijn van 
de hoeveelheid CFU in de loop van de tijd, hoewel ook hier op een gegeven moment 
grote hoeveelheden aangetaste planten op de tafel stonden. Waarschijnlijk houdt dit 
verband met de zeer snelle symptoomontwikkeling van de (ernstig) besmette planten 
op de tafels. Deze snelle symptoomvorming is, zoals al eerder werd vermeld het 
gevolg van een hoge dichtheid Foc en een erg gunstig klimaat voor de ontwikkeling 
van symptomen. Waarschijnlijk was in dit geval de infectieuze periode van de 
schimmel nog niet bereikt, waardoor er in de potkluit (nog) geen dispersieeenheden 
van de schimmel ontstaan waren op het moment dat de planten van de tafels 
verwijderd werden. 

De hoeveelheid CFU die in behandeling 1 werd aangetroffen op verschillende 
plaatsen in het systeem neemt de eerste twee weken zeer sterk af. Dit is waarschijn
lijk het gevolg van bezinking van schimmeldeeltjes op de bodem van de tank en deels 
van afsterving van de toegevoegde sporen. In andere proeven zal aandacht worden 
besteed aan de overleving van Foe in voedingsoplossing. Uit de waarnemingen blijkt 
dat de dichtheid CFU onder in de tank significant hoger is dan bovenin. Bezinking 
van CFU kan plaatsvinden in de periode tussen twee bevloeiingen waarin de 
voedingsoplossing niet in beweging is. In de hier beschreven proef werden geen 
monsters genomen van de voedingsoplossing op de bodem van de tank. Ook in 
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behandeling 1 is het verschil tussen de dichtheid CFU onder en boven in de tank 
significant. In een eerder in dit systeem uitgevoerde proef (zie hoofdstuk 5) en in een 
door Rattink (1990) uitgevoerde proef bleek de dichtheid CFU op de bodem van de 
tank enige tijd na besmetting van de voedingsoplossing zeer hoog te zijn, 
waarschijnlijk als gevolg van bezinking van schimmeldeeltjes. Door het turbuleren van 
de voedingsoplossing tijdens de watergift wordt waarschijnlijk een deel van de 
bezonken CFU weer in de stromende voedingsoplossing opgenomen. Dit verklaart het 
feit dat, met een uitzondering, de dichtheid in de tank na bevloeiing significant hoger 
is dan die voor bevloeiing. Dit werd ook in een eerdere proef waargenomen 
(hoofdstuk 5). 
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7 Geïnfecteerde planten als inoculumbron voor de verspreiding van Fusarium 
oxysporum f. sp. cyclaminis bij Cyclamen op een eb/vloedsysteem 

7.1 Inleiding 

Uit de proeven beschreven in de hoofdstukken 4 en 6 bleek dat verspreiding van 
Foc in het eb/vloedsysteem vanuit besmette planten plaats kan vinden. Verspreiding 
blijkt plaats te vinden met voedingsoplossing die via de tank gerecirculeerd wordt. De 
aanwezigheid van een of enkele zieke planten in het systeem kan hierdoor leiden tot 
aantasting van alle overige planten. Om meer informatie te krijgen over de rol die 
aangetaste planten kunnen spelen als inoculumbron bij de verspreiding van de ziekte 
in het eb/vloedsysteem werd de hier beschreven proef opgezet. Enerzijds vormde 
deze proef een herhaling in de tijd van de behandeling in voorgaande proef (zie 
hoofdstuk 6) waarin de verspreiding van Foc in een eb/vloedsysteem vanuit 
aangetaste planten gevolgd werd. De behandelingen in voorgaande proef waren 
slechts in duplo uitgevoerd en de gevonden verschillen in genoemde behandeling 
waren groot. Bovendien werd in de hier beschreven proef een behandeling 
toegevoegd om aan te tonen dat verspreiding van de schimmel via de tank met 
voedingsoplossing plaatsvindt, en niet rechtstreeks van plant tot plant over de tafel. 
Het doel van de proef was om te bepalen in hoeverre door F. oxysporum aangetaste 
Cyclamen een inoculumbron kunnen zijn voor de verspreiding van de ziekte in een 
eb/vloedsysteem en vaststellen of deze verspreiding via de tank plaatsvindt naar 
andere tafels met alleen onbesmette planten. 

Deze proef werd uitgevoerd onder proefnummer proef 4403-4. 

7.2 Materiaal en methoden 

De proef werd uitgevoerd met Cyclamen, type 'Pastel decora'. Het betrof een 
mengsel van diverse kleuren. De planten werden op 26 maart 1991 geleverd als 
tweemaal verspeende, oppotbare Cyclamen. Ze werden gepot in kunststof 13 cm 
potten in gestoomde eb/vloedpotgrond. De planten werden over de Tafels verdeeld 
(88 planten per tafel) en dicht tegen elkaar gezet aan een zijde van de tafels. Op 12 
juni, vijf dagen voor het aanleggen van de behandelingen werden de planten 
wijdergezet en over de tafels verdeeld in vier rijen van 22 planten. 

De proef bevatte drie behandelingen die elk in drievoud werden uitgevoerd. De 
ligging van de behandelingen in de kasafdelingen is weergegeven in bijlage 11. De 
volgende behandelingen werden aangelegd op 17 mei (=dag 0). 

1 Plantbesmetting (herhaling behandeling 2, proef 4403-1). 
In deze behandeling werden vier Cyclamenplanten, die tevoren waren besmet 
met Foc, centraal op een helft van de tafel gezet tussen de overige gezonde 
planten. Eén tafel werd gevoed vanuit één tank. 
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2 Plantbesmetting / tank gekoppeld aan onbesmette tafel. 
In deze behandeling waren twee tafels aangesloten op dezelfde tank. Op tafel 
A werden op dag 0 vier besmette planten geplaatst tussen de onbesmette 
planten (zie behandeling 1). Op tafel B stonden alleen gezonde planten. De 
tafels werden na elkaar bevloeid, eerst die met de vier besmette planten 
(tafel A), daarna die met alleen onbesmette planten (B). 

3 Controle 
In de controlebehandeling vond geen besmetting met Foc plaats. Eén tafel 
werd gevoed vanuit één tank. 

Voor het besmetten van Cyclamen werd dezelfde werkwijze gevolgd als in de eerder 
uitgevoerde proef. Op 10 juni werden 4 willekeurige planten van de tafel genomen. 
Deze werden besmet door het injecteren van tweemaal vijf mililiter van een 
sporensuspensie van microconidiën van Foc. De dichtheid van deze suspensie was 
1 105 sporen per milliliter. Een week later, op 17 mei (= dag 0), werden deze 
planten weer teruggeplaatst op de tafels. Ze werden bijelkaar, centraal op één helft 
van de tafel geplaatst. Deze planten werden op 1 juli (dag 44) van de tafels 
verwijderd. De planten vertoonden op dat moment allemaal ernstige 
verwelkingssymptomen of waren reeds geheel dood. 

De proef werd uitgevoerd in twee kasafdelingen (A3 en A4) van ca. 150 m2, elk met 
zes eb/vloedtafels. De systemen in afdeling A4 waren ook voor voorgaande proeven 
gebruikt. Na deze proeven waren ze goed schoongemaakt en vervolgens waren de 
systemen ontsmet met een formalineoplossing (ca. 4%). De tafels werden goed 
af gespoten en de tanks en leidingen werden enkele malen doorgespoeld. In afdeling 
A3 waren exact dezelfde, geheel nieuwe systemen geïnstaleerd. De behandelingen 
werden over de twee afdelingen verdeeld zoals is aangegeven in bijlage 11. Voor 
behandeling 2 werden twee tafels aangesloten op de voorraadtank behorend bij de 
eerste tafel (tafel A). De tank behorende bij tafel B werd in deze proef niet gebruikt. 

Gedurende de proef werd bijgehouden welke planten uitvielen als gevolg van 
aantasting door Foc. Wanneer de planten zeer ernstig aangetast waren (als vrijwel 
alle bladeren van de plant verwelkt waren) werden ze van de tafel verwijderd. Dit 
werd gedaan om te voorkomen dat de schimmel zich bovengronds op de knol of 
bladeren ging ontwikkelen en daar sporen ging produceren. Deze zouden door 
vliegjes of andere insekten verspreid kunnen worden. Er werd bijgehouden wanneer 
welke planten van de tafels verwijderd werden. 

Ook werd de dichtheid van Foc-deeltjes in de voedingsoplossing gevolgd. Direkt na 
het plaatsen van de besmette planten op de tafels (dag 0) en vervolgens op dag 7, 14, 
20, 28, 35, 52, 62, 74, 84, 95, 104 en 130 werden drie monsters genomen van de 
voedingsoplossing die tijdens vloed op de tafels kwam. Dit gebeurde op dezelfde wijze 
als in eerdere proeven. 

Op drie tijdstippen, dag 28, 35 en 62, werden monsters genomen van 
voedingsoplossing op de bodem van de tanks om daar de dichtheid schimmeldeeltjes 
van Foc te bepalen. Resultaten van eerder onderzoek hadden immers laten zien dat 
hier een hoge dichtheid schimmeldeeltjes gevonden kon worden. 
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Ook werd een aantal malen bij enkele aangetaste planten de dichtheid van Foc in 
het drainwater (de voedingsoplossing die, tijdens het droogvallen van de tafel na een 
watergift, uit de potkluit komt) bepaald. 

De kastemperatuur werd ingesteld op 18/17°C dag/nacht. Gedurende de gehele 
duur van de proef werd de temperatuur en de RV in de kas op gewashoogte 
geregistreerd. De resultaten van deze metingen zijn als etmaalgemiddelden 
weergegeven in bijlage 12. 

7.3 Resultaten 

Verloop dichtheid Foc in voedingsoplossing 

In tabel 7.1 zijn de resultaten te zien van de bemonsteringen van de 
voedingsoplossing op de verschillende tafels. De resultaten in deze tabel laten zien 
dat er slechts enkele malen Foe in de voedingsoplossing werd aangetroffen. De 
gevonden dichtheid was in het algemeen zeer laag. Alleen op dag 130 werd er een 
dichtheid Foc aangetoond die hoger is dan 1,0 CFU per milliliter. Opvallend is dat er 
al op dag 14 in de voedingsoplossing op tafel 12 (onbesmette controle) Foc werd 
aangetoond. Ook in een tweede onbesmette controle (tafel 6) werd Foc in de 
voedingsoplossing aangetoond, hier echter voor het eerst op dag 95. Verder in dit 
verslag zal hier nog op worden teruggekomen. 

Tabel 7.1 Dichtheid van Foc in voedingsoplossing op tafels tijdens vloed. 

Beh 

1 

1 

1 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

3 

3 

3 

Tafel 

6 

8 

11 

IA 

1B(2) 

4A 

4B(5) 

9A 

9B (10) 

3 

7 

12 

Aantal dagen na besmetting 

14 

0.0 

0.0 

0.2 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.2 

20 

0.0 

0.0 

0.2 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

28 

0.0 

0.0 

0.2 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

35 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.2 

52 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.2 

0.0 

0.0 

0.0 

62 

0.4 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

95 

0.8 

0.0 

0.0 

0.2 

0.0 

0.0 

0.4 

0.2 

0.0 

0.0 

0.4 

0.6 

104 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.2 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

130 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

1.9 

7.7 

0.0 

0.0 

15.8 

58 



Eindrapport project 3401 

In tabel 7.2 zijn de resultaten van de bemonsteringen van de tankbodems 
weergegeven. Op alle drie de tijdstippen werden van alle tankbodems monsters 
genomen. In de tabel zijn echter alleen de bemonsteringen opgenomen waarbij Foc in 
de monsters kon worden aangetoond. 

Tabel 7.2 Dichtheid Foc in voedingsoplossing van bodem tanks. 

Beh 

1 

2 

2 

3 

3 

Tank 

11 

1 

9 

3 

12 

Aantal dagen na besmetting 

28 

3.4 

0.6 

0.3 

0.6 

0.0 

35 

5.3 

0.0 

0.0 

0.0 

0.9 

62 

0.0 

0.0 

0.3 

0.0 

0.0 

Symptomen 

In de figuren 7.1,7.2 en 7.3 is de uitval van Cyclamen weergegeven op de tafels van 
de respectievelijke behandelingen 1, 2 en 3. De uitval is weergegeven als percentage 
(cumulatief) van het totaal aantal planten per tafel. In figuur 7.1 is te zien dat er 
slechts in één van de drie herhalingen (tafel 11) van behandeling 1 (plantbesmetting, 
1 tank, 1 tafel) noemenswaardige uitval van Cyclamen optreedt. Op dag 132 na de 
besmetting was hier 89% van de planten aangetast en verwijderd. Op tafel 6 en 8 is 
de uitval op dat moment respectievelijk 2% en 1%. 

Figuur 7.2 laat het percentage uitval zien op de tafels in behandeling 2 
(plantbesmetting, 1 tank, 2 tafels). Ook hier zijn de verschillen tussen de herhalingen 
groot. Op tafel IA en IB (aangesloten op dezelfde tank) is de uitval respectievelijk 
2% en 0%. Ook op tafel 4A en 4B is de uitval zeer laag, op beide tafels 2%. Op tafel 
9A en 9B is het percentage besmette planten veel hoger, namelijk 58%. In het 
verloop van de uitval in de tijd zit tussen deze twee tafels slechts een zeer klein 
verschil. Het percentage aangetaste planten is op tafel 9A (op deze tafel werd de 
besmetting aangebracht en deze tafel werd als eerste bevloeid) telkens iets hoger dan 
op tafel 9B. 
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(plantbesmetting, 1 tank, 1 tafel) 
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In figuur 7.3 is de uitval weergegeven op de tafels waar geen besmetting werd 
aangebracht. Op twee van de drie tafels zijn echter toch planten aangetast door Foc. 
Op tafel 7 is het percentage aangetaste planten op dag 132 13%, op tafel 12 is dit 
58%. 
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Figuur 7.3 Percentage verwijderde Cyclamen (cumulatief) in behandeling 3 (controle, 
onbesmet, 1 tank, 1 tafel) 

Verspreidingspatroon 

In bijlage 13 is het verspreidingspatroon van de aantasting op tafel 9A, 9B en 11 
weergegeven in de tijd. Het verspreidingspatroon op de tafel is duidelijk niet gerela
teerd aan de plaats waar besmette planten op de tafels werden geplaatst. Ook op 
tafel 9B (geen besmette planten geplaatst) is een willekeurig uitvalspatroon te zien. 
Het verspreidingspatroon op tafel 12 (controle, onbesmet) vertoond eenzelfde beeld. 
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Bemonstering drainwater 

Om te bepalen of er uitspoeling van schimmeldeeltjes van Foc plaatsvond uit de pot 
van aangetaste Cyclamen werden monsters van het drainwater genomen. Dit werd op 
drie tijdstippen gedaan aan respectievelijk twee, drie en drie planten die ernstig 
aangetast waren en daarom van tafel werden verwijderd. De planten werden aan het 
einde van de vloedperiode an de tafels genomen en de hoeveelheid voedingsoplossing 
die nog uit de pot stroomde werd opgevangen. De gevonden dichtheden in deze 
monsters zijn vermeld in tabel 7.3. 

Tabel 7.3 Dichtheid Foc-deeltjes in drainwater verwijderde planten. 

Dag 

52 

62 

74 

84 

Plant 
(tafel_plantnr.) 

9A8 .1 

9B6.1 

11J1.2 

1114.3 

1A_4.3 

9AJ1.2 

9B11.3 

112 .3 

9A3 .4 

112.3 

121.4 

420 .3 

9B2 .2 

11_2.2 

Dichtheid Foc 
(CFU/ml) 

2.4 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

4.4 

2.5 

1.9 

3.1 

1.9 

0.6 

7.4 Conclusie en discussie 

Uit de gegevens zoals die in tabel 7.3 zijn weergegeven blijkt dat er slechts zeer 
weinig Foc in de voedingsoplossing op de tafels aangetoond kon worden tijdens de 
proef. Alleen aan het einde van de proef, op dag 130 is de gemeten dichtheid op drie 
tafels hoger dan 1,0 CFU per ml. De dichtheid schimmeldeeltjes in de 
voedingsoplossing leek op grond van de waarnemingen in een vorige proef 
(hoofdstuk 6) gerelateerd aan de hoeveelheid aangetaste planten op de tafel. Uit deze 
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proef bleek dat de dichtheid schimmeldeeltjes in de voedingsoplossing sterk toenam, 
circa 40 dagen nadat besmette planten op de tafels geplaatst waren. Dit werd 
waarschijnlijk veroorzaakt doordat op dat moment het aantal aangetaste planten op 
de tafels sterk toenam. Hoge dichtheden van Foc werden namelijk gevonden op een 
moment dat het aantal planten dat gemiddeld per dag van de tafels verwijderd werd 
hoog was. In de hier beschreven proef is slechts op drie tafels waar een besmetting 
aangebracht was noemenswaardige uitval van Cyclamen opgetreden. Dit is op 
tafel 9A en 9B en op tafel 11. De hoogste dichtheid die in de voedingsoplossing op 
deze tafels werd aangetoond was echter respectievelijk 1,9; 7,7 en 0,2. Deze 
dichtheden zijn erg laag vergeleken met de vorige proef waarin de maximale 
dichtheid circa 80 en 60 CFU/ml bedroeg op de twee tafels waar dezelfde 
behandeling lag. Op twee tafels waar een (onbesmette) controlebehandeling lag vond 
wel uitval plaats, te weten 13% op tafel 7 en 89% op tafel 12. Ook op deze tafels 
werden echter alleen zeer lage dichtheden Foc in de voedingsoplossing aangetoond, 
met uitzondering van de voedingsoplossing op tafel 12 op dag 130 (15,8 CFU/ml). 
Ook op de bodem van de tanks werden, vergeleken met de resultaten van voorgaande 
proef slechts zeer lage dichtheden Foc aangetroffen. 

Bij de bemonsteringen van voedingsoplossing op de bodem van de tanks werd op 
dag 28 in het monster van tank 3 eenmaal 1 kolonie gevonden die op grond van 
morfologie werd bestempeld als Foc. De gevonden dichtheid in dit monster komt 
daarmee op 0,6 CFU per milliliter. Op tafel 3 werd echter gedurende de gehele 
proefduur geen aantasting van Cyclamen waargenomen. In alle overige 
bemonsteringen aangetoond wanneer op betreffende tafel ook uitval van Cyclamen 
optrad. Vermoedelijk is de gevonden kolonie dan ook een zogenaamde vals positieve 
waarneming. Deze werd als Foc aangezien maar was dit in werkelijkheid niet. Met de 
gevolgde methode voor het aantonen van Foc in voedingsoplossing (door uitstrijken 
op een semi-selectieve voedingsbodem en beoordeling op grond van morfologie) zijn 
dergelijke fouten moeilijk te voorkomen. Dit is alleen te voorkomen door alle 
kolonies over te enten en individueel op pathogeniteit voor Cyclamen te toetsen. Er 
werd in het onderzoek niet nagegaan hoe groot het aantal vals-positieve resultaten 
kan zijn. 

Bij een nadere blik op de uitvalpercentages in de figuren 7.1,7.2 en 7.3 blijkt dat er 
alleen meer dan 2% uitval is opgetreden op de tafels in afdeling A4 (tafel 7 t/m 12). 
In tabel 7.4 is naast elkaar weergegeven op welke tafels de verschillende 
behandelingen van de vorige proef en de hier beschreven proef in de kas A4 gelegen 
hebben. Uit deze tabel blijkt dat alleen op die tafels die in 1990 besmet zijn geweest, 
de uitval in 1991 hoger is dan 2%. Ook de controlebehandelingen in de hier 
beschreven proef die besmet zijn geraakt liggen op een systeem waar het afgelopen 
jaar een besmetting is geweest (tafel 7 en tafel 12). Op de systemen in kas A3, waar 
nooit tevoren proeven met Cyclamen en Foc hebben plaatsgevonden is er alleen 
uitval opgetreden op de tafels waar een besmetting met planten werd aangebracht. 
De opgetreden uitval was hier niet hoger dan 2%. Een vergelijkbaar laag percentage 
aantasting wordt gevonden op tafel 8 (vorige proef onbesmet, nu plantbesmetting, zie 
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tabel 7.4). Deze gegevens wijzen erop dat het behandelingseffect waarschijnlijk zeer 
laag geweest is (1 à 2%) en dat de gevonden hogere percentages uitval het gevolg zijn 
geweest van een besmetting van de systemen die reeds bij aanvang van de proef 
aanwezig was. Vermoedelijk heeft Foc kunnen overleven in de tank of in de leidingen 
van de systemen. Blijkbaar is het schoonmaken en ontsmetten van de systemen 
onvoldoende zorgvuldig gebeurd en/of is ontsmetting met chloor onvoldoende 
effectief tegen Foc. Overigens was ook bij aanvang van proef 4403-1 in tank 11 en 12 
een lage dichtheid Foc aangetoond in de voedingsoplossing. Ook deze besmetting was 
vermoedelijk overgebleven van een eerder uitgevoerde proef op deze systemen. Ook 
toen heeft een intensieve schoonmaak en ontsmetting waarschijnlijk onvoldoende 
gewerkt. 

Tabel 7.4 Ligging behandelingen en uitval Cyclamen op eb/vloedsystemen in kas A3 
en A4 in twee achtereenvolgende proeven. 

Proef 4403-11990 

Tank 

NVT2 

NVT 

NVT 

NVT 

NVT 

NVT 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

Tafel 

NVT 

NVT 

NVT 

NVT 

NVT 

NVT 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

Beh.1 

NVT 

NVT 

NVT 

NVT 

NVT 

NVT 

P 

C 

P 

C 

V 

V 

Uitval 

NVT 

NVT 

NVT 

NVT 

NVT 

NVT 

100% 

0% 

100% 

0% 

100% 

100% 

Proef 4403-41991 

Tank 

1 

3 

4 

6 

7 

8 

9 

11 

12 

Tafel 

IA 

IB 

3 

4A 

4B 

6 

7 

8 

9A 

9B 

11 

12 

Beh.1 

2(P) 

3(C) 

2(P) 

KP) 

3(C) 

KP) 

2(P) 

KP) 

3(C) 

Uitval 

2% 

0% 

0% 

0% 

2% 

2% 

13% 

1% 

58% 

58% 

89% 

56% 

1) P=plantbesmetting (zie tekst), V=besmetting voedingsoplossing in tank, C=onbesmette controle. 
2) Systeem niet in gebruik bij betreffende proef. 

Bovenstaande heeft tot gevolg dat het vaststellen van een behandelingseffect in deze 
proef niet goed mogelijk is, hiervoor zijn er te weinig betrouwbare herhalingen. Op 
de tafels die nooit eerder in aanraking waren geweest met Foc werd slechts een zeer 
laag percentage planten aangetast en werd vrijwel geen Foc aangetoond in de 
voedingsoplossing. Dit doet vermoeden dat verspreiding van Foc vanuit de besmette 
Cyclamen vrijwel niet heeft plaatsgevonden. Mogelijk heeft er, in vergelijking met de 
vorige proef, in veel mindere mate uitspoeling van schimmeldeeltjes uit deze planten 
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plaatsgevonden. Op hierover meer informatie te krijgen werd van een aantal planten 
de dichtheid in het drainwater onderzocht en werd de verdeling van schimmeldeltjes 
in de potkluit nader bekeken. 

Op dag 40 werd op tafel l , 4 ,6 ,8 ,9en 11 van twee van de vier Cyclamen die als 
besmettingsbron fungeerden drainwater opgevangen en onderzocht op aanwezigheid 
van Foc. De planten waren op dat moment allemaal vrijwel geheel dood. Slechts in 
het drainwater van één plant van tafel 9 kon één kolonie van Foc worden aangetoond 
(dichtheid dus 0,6 CFU/ml). Vergelijken we dit met de dichtheid Foc-deeltjes in het 
drainwater van andere planten die van de tafels werden verwijderd (zie tabel 7.4), 
dan is die bij zeven van de veertien bemonsterde planten aanzienlijk hoger. 

Om vast te stellen of de dichtheid schimmeldeeltjes van Foc in de potkluit van de 
opzettelijk besmette 'bron'-planten verschilde van die bij planten die via besmette 
voedingsoplossing waren besmet, werd de kluit nader onderzocht. Van vier planten, 
die ter besmetting van de systemen gediend hadden (twee planten van tafel 9A en 
twee van tafel 11) en van drie planten, die wegens ernstige symptomen van de tafels 
verwijderd waren, werden grondmonsters genomen. Alle planten waren in een 
vergelijkbaar stadium van aantasting. Van de potkluit werden drie lagen van 1 cm 
dikte bemonsterd. Laag A geheel onderin (0-1 cm), B op 3 cm hoogte en C op 6 cm 
hoogte in de pot. Van deze grondlagen werd een grondsuspensie gemaakt en hiervan 
werden kleine hoeveelheden uitgestreken op het semi-selectieve Komadamedium. In 
tabel 7.5 zijn de resultaten van deze bemonsteringen weergegeven. 

Tabel 7.5 Dichtheid van Foc in verschillende grondlagen van kunstmatig besmette 
Cyclamen en Cyclamen die door besmette voedingsoplossing op het eb/vloedsysteem 
zijn aangetast. 

bemonsterde laag 

A (0-1 cm) 

B (3-4 cm) 

C (6-7 cm) 

dichtheid Foc (CFU per cc grond) 

kunstmatig besmette 
planten (n=4) 

4.34+101 a* 

1.22*103 b 

3.01*103 b 

via eb/vloed 
besmette planten (n=3) 

6.20*103 a 

5.13*103 a 

1.60*103 a 

*) Verschillende letters geven (per behandeling) een significant verschil aan 
tussen gevonden dichtheden inde bemonsterde grondlagen (5% onbetrouwbaarheid). 

Er werd getoetst of er verschillen waren tussen de lagen binnen beide 
behandelingen en tussen overeenkomstige lagen bij beide behandelingen (5% 
onbetrouwbaarheid). Er bleek alleen een significant verschil te zijn tussen de 
dichtheid schimmeldeeltjes in laag A (onder in de kluit) enerzijds en B en C 
anderzijds van kunstmatig besmette planten. Er lijkt echter wel een trend te zijn in de 
verdeling van deeltjes in de kluit waarbij de dichtheid schimmeldeeltjes van onder 
naar boven in de pot toeneemt bij kunstmatig besmette planten maar juist afneemt bij 
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via eb/vloed besmette planten. De dichtheid in laag A van kunstmatig besmette en 
via eb/vloed besmette planten verschilt ook sterk. Dit verschil is echter bij 5 % 
onbetrouwbaarheid echter net niet significant, bij 10% duidelijk wel. 

Alleen in de onderste grondlaag (1 a 2 centimeter) in de pot ontstaat tijdens vloed 
verzadiging van de grond en zal direkt na vloed het overschot aan voedingsoplossing 
(eventueel met deeltjes van Foc) kunnen uitdraineren. Uit de gegevens in tabel 5 kan 
worden geconcludeerd dat de dichtheid juist in deze laag bij de kunstmatig besmette 
planten relatief laag is. Oorzaak hiervan lijkt de besmettingswijze. Bij de kunstmatig 
besmette planten werd het inoculum circa twee centimeter onder de oppervlakte 
geïnjecteerd. Dit heeft waarschijnlijk geleid tot een minder succesvolle kolonisatie van 
de wortels in de onderste laag van de potkluit en dus tot een zeer beperkte 
uitspoeling. Foe is een vaatparasiet die de top van wortels infecteert, de wortel 
binnendringt en vervolgens via de houtvaten richting bovengrondse delen van de plant 
groeit (Gerlagh, 1954). De schimmel is geen sterke saprofiet en zal dus slechts in 
beperkte mate door de potgrond kunnen groeien. Dit verkleint de kans op kolonisatie 
van de wortels onder in de pot en dus ook de kans op vermeerdering op deze plaats. 
Ook via de stroming van voedingsoplossing in de potkluit is verspreiding naar de 
onderste grondlaag niet mogelijk. De stroming in de pot is bij watergift op het 
eb/vloedsysteem vrijwel alleen van onder naar boven. 

Op grond van de kluitbemonsteringen kan echter nog niet worden verklaard dat in 
de eerder uitgevoerde proef er wel zoveel uitspoeling plaatsvond dat de schimmel 
zich vanuit kunstmatig besmette planten kon verspreiden. Een mogelijke verklaring is 
het aantal besmette bronplanten dat op de tafels werd gezet. Dit was bij de eerste 
proef zes en in de hier beschreven proef vier. Ook werden de planten in proef 44031 
pas 3 weken na besmetting teruggeplaatst op de tafels en de planten in deze proef al 
na een week. Een duidelijke verklaring levert dit echter niet. De dichtheid 
schimmeldeeltjes in de voedingsoplossing in de vorige proef bleek sterk toe te nemen 
op het moment dat er veel aangetaste planten op de tafels stonden. In de hier 
beschreven proef kon vrijwel geen Foc worden aangetoond in de voedingsoplossing, 
ook niet op de wel ernstig besmet geraakte systemen (7, 9, 11 en 12). Uit de 
gevonden blijkt dat ook zeer lage dichtheden Foc in de voedingsoplossing kunnen 
leiden tot aantasting van planten op de tafels. Met de gebruikte 
bemonsteringsmethode is het niet mogelijk in een monster lagere dichtheden van Foc 
aan te tonen dan 0,5 CFU per milliliter voedingsoplossing. Voor elke bemonstering 
werden drie monsters per tafel genomen waardoor de detectiegrens op ca 0,2 
CFU/ml komt te liggen. Uiteraard is het van belang dat de planten vrijwel elke dag, 
bij iedere watergift, met besmette voedingsoplossing in aanraking komen. De dosis is 
welliswaar laag maar de blootstellingsduur daarentegen zeer lang. Wanneer een 
besmetting van het systeem de oorzaak is geweest van de gevonden uitval (hoger dan 
2%) dan heeft besmetting van de planten op betreffende systemen dus niet vanaf 
dag 0 plaats gevonden, maar al vanaf het moment dat de planten op de tafels 
geplaatst werden (ruim zeven weken eerder, op 26 maart). 
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In bijlage 13 is het verspreidingspatroon weergegeven dat ontstaat door de plaatsen 
op de tafel waar planten verwijderd zijn op verschillende tijdstippen aan te geven. Dit 
is gedaan voor tafel 11 (beh. 1), tafel 9A en 9B (beh. 2). Het patroon dat gevonden 
wordt duidt op een verspreiding die willekeurig over de tafels heeft plaatsgevonden, 
wat wijst op verspreiding met de voedingsoplossing. Er is namelijk geen duidelijk 
verband tussen de plaats waar de besmette 'bron'-planten staan en de plaatsen waar 
de eenvolgende planten besmet raken. Deze resultaten komen overeen met die in 
een eerdere proef. 

Zoals uit bovengenoemde resultaten blijkt is de uitval in deze proef zeer waarschijn
lijk veroorzaakt door een besmetting van het systeem, en niet door de behandeling. 
Op tafel 9A (plantbesmetting) en 9B (watergift vanuit tank 9) is het verspreidings
patroon gelijk. Hieruit kan wel worden geconcludeerd dat de verspreiding van Foc via 
de voedingsoplossing plaatsvindt. 

Samenvattend kan worden geconcludeerd dat verspreiding van Foc vanuit 
aangetaste planten in deze proef, in tegenstelling tot eerdere proefresultaten, vrijwel 
niet heeft plaatsgevonden. De hierdoor veroorzaakte uitval van Cyclamen was 
maximaal 2%. Vermoedelijk hebben de besmette planten die als bron dienden voor 
de verspreiding van de schimmel veel minder inoculum geproduceerd. De gevonden 
uitval hoger dan 2%, is veroorzaakt doordat de systemen bij aanvang van de proef 
niet volledig vrij waren van Foc. Zelfs dichtheden van Foc in de voedingsoplossing 
lager dan 0,2 CFU/ml (de ondergrens voor de gebruikte detectiemethode) kunnen 
blijkbaar nog leiden tot aantasting van alle planten op het systeem. 
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8 Invloed van inoculumdichtheid van Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis op uitval 
van Cyclamen 

8.1 Inleiding 

Een dosis-effectrelatie (DR) geeft de relatie aan tussen de toegediende hoeveelheid 
inoculum en het effect dat dit heeft op het gewas. De snelheid van 
symptoomontwikkeling en het percentage uitval in een gewas is in belangrijke mate 
afhankelijk van de hoeveelheid inoculum waaraan de planten worden blootgesteld. 
Het verloop van deze relatie is onder andere afhankelijk van de 
plant/pathogeencombinatie, de temperatuur en van de besmettingswijze. In een 
aantal proeven werd het effect van verschillende dichtheden van Foe op 
symptoomvorming bij Cyclamen opnieuw onderzocht. Het doel van deze 
experimenten was het bepalen van een drempelwaarde voor de dichtheid van Foc 
waaronder geen of een acceptabel lage uitval te verwachten is. Deze drempelwaarde 
is in een volgend stadium van het onderzoek van belang om het effect te kunnen 
voorspellen van maatregelen ter beperking van de verspreiding van Foc. 

Voor verwerking van de resultaten van de dosis-effectrelatie-experimenten werd in 
samenwerking met A.A.M. Jansen en J. de Bree (GLW, Wageningen) een 
analysemethode ontwikkeld. Er werd in eerste instantie op grond van de gegevens uit 
proef 3401.091 (zie 8.2.1.)een beschrijvend model ontwikkeld. Binnen de projectduur 
was helaas onvoldoende tijd voor een goede analyse van de gegevens uit deze proef 
en andere proeven. In paragraaf 8.2.1.zal de analyse van de resultaten op grond van 
het ontwikkelde model kort besproken worden. In een later stadium, buiten dit 
project, zal de analysemethode verder worden ontwikkeld en zullen ook de overige 
gegevens van het in dit hoofdstuk beschreven onderzoek worden geanalyseerd. Het 
ontbreken van een uitgebreide analyse in dit verslag zal voor de uiteindelijke 
interpretatie van de gegevens niet van doorslaggevend belang blijken te zijn. 

8.2 De dosis-effectrelatie in grond 

Er werd tweemaal een proef uitgevoerd waarin de dosis-responsrelatie (DR) 
bepaald werd wanneer Cyclamen geplant werden in potgrond waar sporen van de 
schimmel doorheen gemengd werden. Met deze besmettingswijze kan het inoculum 
geheel homogeen worden verdeeld in de pot. De resultaten kunnen hierdoor gebruikt 
worden als een referentie voor de overige proeven waarin de DR bij verschillende 
besmettingswijzen bepaald werd. Ineen eerste proef (proefnummer 3401.091) werd 
een vergelijking gemaakt tussen de DR bij jonge oppotbare Cyclamen en Cyclamen 
die 6 weken oud waren. In een tweede proef (proefnummer 3401.0911) werd de 
invloed van temperatuur op de DR bepaald. In deze tweede proef werd bovendien 
een behandeling uitgevoerd waarbij het inoculum door steriele grond gemengd werd. 
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8.2.1 Invloed leeftijd Cyclamen op de dosis-effectrelatie 

8.2.1.1 Materiaal en methoden 

Op 28 februari 1992 werden 132 Cyclamen (Pastel compacta mix) gepot in eb/vloed 
potgrond in 9 cm potten (inhoud 600 ml). Deze planten werden in een 
temperatuurgeconditioneerde kas bij 20°C gezet. Zes weken later werden deze 
planten omgepot in 12 cm potten (inhoud 900 ml) in besmette potgrond. Op dat 
moment was in de 9 cm potten de kluit grotendeels doorgroeid met wortels van de 
planten. De kluit werd niet kapot gemaakt. Deze planten zullen verder worden 
aangeduid met de term 'oude planten'. Op dezelfde dag werden ook jonge oppotbare 
Cyclamen (verder aangeduid als 'jonge planten') geplant in dezelfde besmette grond 
in 12 cm potten. In figuur 8.1 is het verschil tussen de in besmette grond opgepotte 
'jonge' en 'oude' planten geïllustreerd. 

plantplug onbesmette grond besmette grond 

Figuur 8.1 Doorsnede door pot van jonge (links) en 6 weken oude planten na 
oppotten in besmette grond. 

Er werden zes verschillende besmettingen aangebracht. Er werd een reeks van vijf 
sporensuspensies gemaakt met een dichtheid oplopend van 5,6 101 tot 5,6 105 sporen 
per ml. Van deze sporensuspensie (voor de controlebehandeling werd demiwater 
genomen) werd 64,3 ml toegevoegd aan 500 ml zilverzand. Vervolgens werd dit zand 
goed gemengd door 18 liter eb/vloed potgrond. Het zilverzand werd gerbuikt om een 
goede vermenging van de sporen door de grond mogelijk te maken. Deze besmette 
grond werd in potten gedaan waarin de oude en de jonge planten werden geplant. Per 
behandeling werden 20 jonge en 20 oude planten gebruikt. Het kiemingspercentage 
van de sporensuspensie werd bepaald en bedroeg meer dan 99%. Ook werd de 
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dichtheid vastgesteld in twee van de vijf sporensuspensies door deze uit te strijken op 
een voedingsbodem. De dichtheid bleek circa 89% te bedragen van de berekende 
dichtheid op grond van telling van sporen. Met behulp van deze gegevens werd de 
dichtheid sporen in de potgrond berekend. Deze dichtheden zijn in tabel 8.1 
weergegeven. 

Tabel 8.1 Behandelingen proef 3401.091 en 09.11 

Behandeling 

1 (controle) 

2* 

3 

4 

5 

6 

7** 

Dichtheid (sporen per cc grond) 

onbesmet 

1,8 

1,8 101 

1,8-10? 

1,8 103 

1,8-10* 

1,810s 

*) Behandeling in proef 3401.09_Iniet uitgevoerd. 
**) Behandeling in proef 3401.09II niet uitgevoerd. 

Alle planten (Jonêe e n oude) werden genummerd volgens een lotingstabel en op 
twee tafels in een kas gezet. Om besmetting tussen planten onderling te voorkomen 
werden de planten elk op een schotel gezet. Driemaal per week kregen de planten op 
deze schotel water met voeding. Van alle planten werd driemaal per week genoteerd 
of ze al symptomen vertoonden en zo ja in welk aantastingsstadium ze zaten. De 
planten stonden in een klimaatgeconditioneerde kas bij 20°C.Op dag 97 na het 
oppotten in besmette grond werd de proef beëindigd. 

8.2.1.2 Resultaten en conclusie 

In figuur 8.2 is de uitval van de jonge Cyclamen in de tijd weergegeven. Duidelijk is 
zichtbaar dat in de behandelingen met planten die in de ernstigst besmette grond zijn 
gepot het eerst symptomen zichtbaar worden en uiteindelijk het hoogste percentage 
aangetaste planten te vinden is. Ook bij de laagste dichtheid sporen in de grond 
(behandeling 3, 18 sporen/cc) treedt nog 20% uitval op. De uitval van de oude 
planten is weergegeven in figuur 8.2. Ook hier vindt in alle behandelingen, met 
uitzondering van de controle, uitval plaats. Deze uitval is bij de lagere dichtheden 
echter hoger dan bij de jonge planten (95% tegenover 50% bij behandeling 4 en 40% 
tegenover 20% bij behandeling 3. Zowel bij jong als oude planten blijkt er dus een 
duidelijke relatie tussen inoculumdichtheid en symptoomvorming. Oude planten 
blijken in deze proef eerder symptomen te vormen dan jonge planten. 
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Figuur 8.2 Uitval jonge Cyclamen na oppotten in met Foc besmette grond. 
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Figuur 8.3 Uitval zes weken oude Cyclamen na oppotten in met Foc besmette grond. 
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In figuur 8.4 is de snelheid van symptoomvorming gegeven voor de jonge en oude 
planten bij de verschillende behandelingen. Deze waarde werd berekend door per 
plant de tijdsduur (in dagen) te bepalen waarin de symptomen van Foc zich 
ontwikkelden van stadium 2 tot stadium 4. Omdat het aantal aangetaste planten in 
behandeling 3 en 4 bij beëindiging van de proef nog erg laag was zijn kon hiervoor 
geen betrouwbare waarde worden bepaald. Met behulp van variantieanalyse werd 
getoetst of er verschillen waren tussen de jonge en oude planten en bij de 
verschillende dichtheden in behandeling 5, 6 en 7. Er werd geen dichtheids-effect 
gevonden, wel een leeftijdseffect. De snelheid van symptoomontwikkeling blijkt bij 
jong planten significant lager te zijn dan bij oude planten (P=0,05). 
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Figuur 8.4 Snelheid van symptoomvorming bij 20X1 na oppotten van jonge en zes 
weken oude Cyclamen in met Foc besmette grond. 
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Zoals vermeld is in de inleiding werd naar een methode gezocht waarmee de 
uitvalgegevens konden worden beschreven en vergeleken. Hierbij werd gebruik 
gemaakt van het 'proportional hazards' model van Cox. In het voorlopige model zijn 
de werkelijke waarnemingsdagen (aantal dagen na besmetting) weergegeven als 
rangnummers. Analyse van de resultaten werd uitgevoerd met behulp van het 
statistische pakket Genstat. Ter illustratie is in figuur 8.5 en 8.6 voor jonge, 
respectievelijk oude planten het aantastingsverloop weergegeven (doorgetrokken lijn) 
zoals dat door het model wordt beschreven, met de werkelijk gevonden waarden. Uit 
regressieanalyse van de resultaten op grond van dit model bleek dat er een 
significante interactie is tussen concentratie en leeftijd, deze interactie wordt vooral 
veroorzaakt wordt door een verschil tussen oude en jonge bij lage dichtheden. Bij 
oude planten treedt symptoomexperessie eerder op dan bij jonge planten. 
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Figuur 8.5 Uitval jonge Cyclamen na oppotten in met Foc besmette grond en 
beschrijving van de uitval met behulp van een model (zie tekst). 
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Figuur 8.6 Uitval zes weken oude Cyclamen na oppotten in met Foc besmette grond 
en beschrijving van de uitval met behulp van een model (zie tekst). 

8.2.2 Invloed temperatuur op de dosis-effectrelatie 

8.2.2.1 Materiaal en methoden 

Deze proef werd uitgevoerd met jonge oppotbare Cyclamen (gelijk aan de 'jonge 
planten' in paragraaf 8.2.1). Voor de besmetting werd dezelfde werkwijze gevolgd als 
in de hiervoor beschreven proef. De dichtheden in de grond kwamen zeer nauwkeurig 
overeen met die in proef 3401.09_I,ze waren echter een factor 10 lager (zie tabel 
8.1). Per inoculumdichtheid werden 60 planten inde besmette grond gepot. De 
planten werden verdeeld over drie kassen (20 planten per kas) met verschillende 
temperaturen, te weten 16°C,20°Cen 24°C.Er werd ook een behandeling uitgevoerd 
waarin de besmetting werd aangebracht in steriele grond. De grond was hiertoe in 
een autoclaaf gesteriliseerd gedurende 20 minuten bij 124°C.De planten in deze 
behandeling (20 per inoculumdichtheid) werden in de kas van 20°C gezet. Ook in 
deze proef werd ongeveer driemaal per week de symptoomvoirming gescored. De 
besmetting werd aangebracht op 21 augustus 1992 en de proef had een loopduur van 
120 dagen. 
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8.2.2.2 Resultaten en conclusie 

In de figuren 8.7,8.8 en 8.9 staat de uitval van de planten in de verschillende 
temperatuurbehandelingen. Wederom is duidelijk zichtbaar dat bij een hogere 
inoculumdichtheid er een snellere uitval van Cyclamen plaatsvindt en dat dit leidt tot 
een hoger percentage uitval. Een uitzondering hierop wordt gevormd door 
behandeling 4 (180 sporen/cc) bij 20°C.Een verklaring hiervoor is niet te geven. In 
figuur 8.10 is de uitval in de tijd weergegeven voor de steriele behandeling. In deze 
figuur valt op dat het percentage uitval ook bij de laagste dichtheden duidelijk hoger 
licht dan in de overige (niet-steriele) behandelingen. Vanaf dag 60 vindt er ook 
symptoomvorming van planten in de onbesmette controlebehandeling plaats. 
Vermoedelijk is dit het gevolg van besmetting tussen planten onderling als gevolg van 
bijvoorbeeld spatten tijdens de watergift. Opvallend is wel dat dit alleen voorkomt in 
deze behandeling en niet in de overige. 

In figuur 8.11 is de snelheid van symptoomontwikkeling (aantal dagen van stadium 2 
tot stadium 4) weergegeven voor de verschillende behandelingen. Ook hier werd met 
behulp van variantieanalyse getoetst of er verschillen waren tussen de behandelingen. 
Dit werd alleen getoetst voor de behandelingen 5 en 6. Ook de behandeling in 
steriele grond werd niet meegenomen. De snelheid van symptoomontwikkeling bleek 
in behandeling 5 en 6 bij 16°C significant langer te zijn dan bij 20 °Cen 24°C. 

100 

80 

s 
J 
o-
g 60 

%" 40 

20 

AUtiA A è M A AA—A—A A A A AA 

SF 

El CI CEI 

J" 
«—•—m>vm m 

« — o o o o oo 

StSUiK iK TU JK—3K JK JK I K JICK 

air' "" " IAP" " "Mio 
sant a L dagen na besnet fc ' r i g 

X 
-J 

X o t i n t r g I « 
1,8 a p o r x / n l 
18 «po r«n /n L 
180 epcM~«n/m L 
1800 «por-on/» l 
I800O t p c r o n / n t 

Figuur 8.7 Uitval bij 1 6 t na oppotten van jonge Cyclamen in met Foc besmette 
grond. 
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Figuur 8.9 Uitval bij 24TI na oppotten van jonge Cyclamen in met Foc besmette 
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Figuur 8.10 Uitval bij 20*C na oppotten van jonge Cyclamen in steriele, met Foc 
besmette grond. 
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Figuur 8.11 Snelheid van symptoomvorming bij 20T na oppotten van jonge 
Cyclamen in met Foc besmette grond. 
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Ter vergelijking van de resultaten van proef 3401.091 en 3401.0911 is in figuur 8.12 
de snelheid van symptoomontwikkeling bij de jonge planten voor beide proeven 
weergegeven. Vanwege het lage aantal aangetaste planten in behandelingen 2, 3 en 5, 
en vanwege het ontbreken van behandeling 7 in proef 3401.0911 werden alleen de 
behandelingen 5 en 6 vergeleken. De resultaten van variantieanalyse lieten zien dat 
alleen bij behandeling 6 de snelheid van symptoomontwikkeling in proef 3401.091 
significant groter was dan bij proef 3401.0911 (P=0,05). 

Een verdere analyse van de resultaten zal met behulp van eerdergenoemde 
analysemethode worden uitgevoerd. 
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Figuur 8.12 Vergelijking van de snelheid van symptoomvorming bij 20°C na oppotten 
van jonge Cyclamen in met Foc besmette grond in proef 3401.091 en 3401.0911. 
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8.3 Dosis-effectrelatie bij besmetting van voedingsoplossing 

Besmetting van planten met wortelpathogenen in een eb/vloedsysteem kan 
plaatsvinden doordat besmette voedingsoplossing tijdens vloed door de potkluit wordt 
opgenomen. In een oriënterende proef werd op kleine schaal, op een experimenteel 
systeem het effect onderzocht van een één- en een vijfmalige toediening van een 
sporensuspensie van Foc via eb/vloedwatergift. In 1992 werden voor het onderzoek in 
kas L122 16 extra eb/vloedeenheden in gebruik genomen. In deze kas werd het 
onderzoek naar het effect van het eenmalige toedienen van besmette 
voedingsoplossing voortgezet. Op de overige eb/vloedsystemen (kas A3 en A4) werd 
onderzoek gedaan naar de DR wanneer de voedingsoplossing in de tank besmet werd. 

8.3.1 Oriënterend onderzoek naar de dosis-effectrelatie bij besmetting van 
voedingsoplossing 

Deze proef werd uitgevoerd onder proefnummer proef 44037. 

8.3.1.1 Materiaal en methoden 

Oppotbare Cyclamen van het type 'Pastel kompakt Johann Strauss' werden in week 
25 (1991) geplant in eb/vloedpotgrond in 12 cm potten. Na 8 weken bij 18°C werden 
ze overgeplaatst naar een kas van 20°C.Ze werden hier op een experimenteel 
eb/vloedsysteem geplaatst. Dit systeem bestond uit een kunststof goot met een afvoer 
die met de hand door middel van een stop afgesloten kon worden. Er waren 16 goten 
waarin elk 4 planten kwamen te staan. Vóór watergift werd de afvoer van de goten 
dichtgedaan. Er werd voedingsoplossing in de goten gedaan tot een hoogte van circa 
2,5 cm. Na 10 minuten vloed werd de afvoer geopend en liep de voedingsoplossing 
weg. Deze werd niet opnieuw gebruikt. Dit werd twee à driemaal per week gedaan. 
Er werden 8 behandelingen aangelegd in duplo. Deze behandelingen zijn vermeld in 
tabel 8.2. Twee weken nadat de planten in de goten gezet waren (23-08, dag 0) 
werden de behandelingen aangebracht. In een deel van de behandelingen werd 
eenmalig een sporensuspensie van Foc toegediend, in behandeling 6, 7 en 8 werd dit 
vijfmaal tijdens achtereenvolgende watergift beurten gedaan. Tussen de eerste 
besmetting en de laatste lag een periode van 12 dagen. Voor en na de watergift met 
besmette voedingsoplossing werd een deel van de planten gewogen. Ook werd de 
dichtheid van de toegediende sporensuspensie bepaald door hiervan enkele 
verdunningen uit te platen. Op deze wijze kon de absolute hoeveelheid opgenomen 
inoculum worden berekend. Deze is ook in tabel 8.2 weergegeven. 
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Tabel 8.2 Overzicht behandelingen met hoeveelheid opgenomen inoculum 

Behandeling 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

inoculumdichtheid 
(sporen/ml) 

0.0 

1.0 

10 

100 

1000 

1 (5x)* 

10 (5x) 

100 (5x) 

Opgenomen inoculum 
per plant (aantal CFU) 

0.0 

3.3 101 

1.9 103 

8.1 103 

9.2104 

3.1 1Ó2 

4.5 103 

9.2104 

gootnummer 

9 en 13 

5 en 10 

1 en 4 

2 en 15 

7 en 11 

12 en 16 

6 en 8 

3 en 14 

*) Betreffende dichtheid werd vijfmaal in achtereenvolgende gietbeurten toegediend 

Gedurende een periode van 80 dagen werd de uitval van Cyclamen gevolgd in de 
verschillende behandelingen. Hierbij werd alleen genoteerd of de planten wel of niet 
aangetast waren. 

8.3.1.2 Resultaten en conclusie 

Veertig dagen na besmetting vertoonden de eerste planten in de behandelingen met 
de hoogste besmettingen (100, 5x100 en 1000 sp/ml) de eerste symptomen. In figuur 
8.13 is de uitval van Cyclamen in de tijd weergegeven. Het aantal aangetaste planten 
na 80 dagen is ook weergegeven in figuur 8.14. Ofschoon het aantal herhalingen klein 
is kan toch worden geconcludeerd dat het aantal aangetaste planten na 80 dagen 
afhankelijk is van de toegevoegde (totale) hoeveelheid inoculum. Er is dus sprake van 
een dosis-effectrelatie. Bij de laagste dichtheid (behandeling 2, totaal 33 sporen aan 
de pot toegevoegd) zijn er binnen 80 dagen geen planten die symptomen laten zien 
van aantasting door Foc. 
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Figuur 8.13 Uitval van Cyclamen bij 20"C na één- of vijfmalige besmetting met 
verschillende inoculumdichtheden van Foc. 
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Figuur 8.14 Uitval van Cyclamen bij Kl'C 80 dagen na één- of vijfmalige besmetting 
met verschillende inoculumdichtheden van Foc. 
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8.3.2 Dosis-effectrelatie bij eenmalige toediening van besmette voedingsoplossing op 
het eb/vloedsysteem 

8.3.2.1 Inleiding 

In dit hoofdstuk zijn twee proeven beschreven waarin de dosis-effectrelatie (DR) 
bepaald werd bij Cyclamen op een eb/vloedsysteem. Een belangrijk probleem bij het 
vaststellen van de DR op een eb/vloedsysteem, na besmetting van de 
voedingsoplossing in de tank, is dat de dichtheid in de loop van de tijd verandert 
(afneemt). Dit was reeds gebleken uit de resultaten van eerdere proeven (zie 
hoofdstuk 5 en 6). Hierdoor is er geen constante inoculumdruk in de tijd waardoor de 
zuivere dosis zeer moeilijk is vast te stellen. In het hier beschreven onderzoek werd 
de DR bepaald na eenmalige toediening van besmette voedingsoplossing. Op deze 
wijze is het mogelijk het effect van een nauwkeurig bepaalde hoeveelheid sporen van 
Foc op uitval van Cyclamen te bepalen. Deze proeven werden uitgevoerd onder de 
proefnummers proef 3401.03_Ien 3401.0311. 

8.3.2.1 Materiaal en methoden 

Cyclamen werden gepot in eb/vloedgrond in 12 cm potten en op kleine 
eb/vloedtaf els gezet (circa 1 bij 2 meter). Er stonden 40 planten per tafel. Circa 11 
weken na oppotten werden de planten besmet door ze van de tafel te verwijderen en 
gedurende tien minuten in een bak met een sporensuspensie te zetten. De 
'vloedhoogte' in deze bak was circa 2,5 cm. Vervolgens werden de planten uit de 
suspensie genomen en op de grond gezet om 15 minuten uit te kunnen lekken. Dit 
werd gedaan om te voorkomen dat er nog sporensuspensie uit de potten zou stromen 
wanneer ze teruggezet werden op de eb/vloedtafels waardoor de systemen zelf 
besmet zouden raken. Van een deel van de planten werd door weging vóór en na 
besmetten, de hoeveelheid opgenomen sporensuspensie bepaald. Er werden vijf 
verschillende behandelingen aangelegd in drievoud. 

In tabel 8.3 staan de verschillende behandelingen in de twee proeven die 
achtereenvolgens werden uitgevoerd. In proef I werden de planten besmet met 0 
(controle), 10, 100, 1000, en 10000 sporen per milliliter. De besmetting werd op 7 
september 1992 aangebracht. Gedurende 108 dagen werd de symptoomontwikkeling 
gevolgd bij 24 planten per tafel (volgens ziekteindexering 0...5). 

Proef II was deels een herhaling van proef I. De gebruikte dichtheden lagen echter 
een factor 100 lager, te weten 0 (controle), 0.1,1, 10 en 100 sporen per ml. In proef 
II was de proefduur 100 dagen (besmetting aangebracht op 7 april 1993) en er werd 
aan 30 planten per tafel de symptoomvorming waargenomen. 
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Tabel 8.3 Behandelingen proef 3401.03_I en 03.11 

Behandeling 

1 (controle) 

2* 

3* 

4 

5 

6" 

7~ 

Dichtheid (sporen per milliliter) 

onbesmet 

0,1 

1 

10 

100 

1000 

10000 

*) Behandeling in proef 3401.03_Iniet uitgevoerd. 
**) Behandeling in proef 3401.03II niet uitgevoerd. 

De planten stonden in een kas bij een temperatuur van 20°C.In proef I moest het 
klimaat handmatig worden geregeld, er was bovendien geen registratie van 
klimaatgegevens mogelijk. In proef II werd het de temperatuur via de computer 
geregeld en geregistreerd. 

8.3.2.3 Resultaten 

De uitvalgegevens van proef I en II zijn gegeven in de respectievelijke figuren 8.15 
en 8.16. In deze figuren staat het gemiddelde percentage aangetaste planten per 3 
tafels. Deze resultaten zullen in een later stadium nader geanalyseerd worden (zie 
paragraaf 8.1). Uit de figuren is duidelijk het effect van een hogere inoculumdruk op 
de aantasting zichtbaar. Een hogere inoculumdruk leidt tot een snellere aantasting en 
een hoger percentage aangetaste planten. De resultaten van proef 3401.03_Ien 
3401.0311 (dichtheid 10 en 100 sporen/ml) komen vrij goed overeen. Vooral bij de 
zeer lage inoculumdichtheden in proef 3401.0311 (figuur 8.16) is zichtbaar dat de 
incubatietijd bij lage dichtheden sterk toeneemt. Bij een dichtheid van 1 spore/ml ligt 
het percentage aangetaste planten na 100 dagen op ruim 10%. Zelfs bij de laagste 
dichtheid (0,1 sporen/ml) raken in deze proef nog planten aangetast. Na 100 dagen 
vertonen hier twee van de in totaal 90 planten (op de drie tafels gezamenlijk) 
verwelkingssymptomen als gevolg van aantasting door Foc. Dit is 2,2%. 

In deze proef werd ook tijdens het besmetten van de planten de hoeveelheid 
opgenomen inoculum bepaald aan 36 planten. De opname was gemiddeld ongeveer 
90 milliliter. Met deze waarde kan de absolute inoculumdruk worden berekend. Voor 
behandeling 2 en 3 (proef 3401.0311) betekent dit dat het gevonden effect 
veroorzaakt werd door ongeveer 9, respectievelijk 90 sporen van Foc. 
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Figuur 8.15 Uitval van Cyclamen na eenmalige besmetting met voedingsoplossing 
met verschillende inoculumdichtheden van Foc (proef 3401-031). 
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Figuur 8.16 Uitval van Cyclamen na eenmalige besmetting met voedingsoplossing 
met verschillende inoculumdichtheden van Foc (proef 3401-03 II). 
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8.3.3 De dosis-effectrelatie in het eb/vloedsysteem 

8.3.3.1 Inleiding 

Om de DR van Foc bij de teelt van Cyclamen op het eb/vloedsysteem te bepalen 
werden drie proeven uitgevoerd op de twaalf eb/vloedsystemen in kas A3 en A4. Uit 
een eerdere proef op deze systemen was gebleken dat de dichtheid van Foc in de 
voedingsoplossing na besmetting in de tank snel afnam. Vermoedelijk werd dit 
veroorzaakt door bezinking van een groot deel van de schimmeldeeltjes op de bodem 
van de tanks. Er werd geprobeerd dit proces te verminderen door een extra 
voorziening in de tank te maken zodat de voedingsoplossing elke dag, juist voor 
bevloeiing van de tafels, een half uur in de tank rondgepompd werd. De proef werd 
driemaal uitgevoerd. Na de tweede keer bleek dat de dichtheid in de aangelegde 
behandelingen nog te hoog was om een drempelwaarde te kunnen vinden. De proef 
werd daarom nogmaals, nu met lagere dichtheden uitgevoerd. De proeven werden 
uitgevoerd onder de respectievelijke proefnummers proef 3401.071,3401.0711 en 
3401.07JII. 

8.3.3.2 Materiaal en methoden 

Circa 8 weken na oppotten van Cyclamen werd een besmetting aangebracht in de 
voedingsoplossing in de tank, door het toevoegen van een sporensuspensie van Foc. 
Dit werd gedaan tijdens het rondpompen van de voedingsoplossing in de tank om een 
goede verdeling van de suspensie in de voedingsoplossing te krijgen. Per tafel stonden 
circa 200 planten. Eerder was al gebleken dat de inoculumdruk bij besmetting van 
voedingsoplossing in de tank van het eb/vloedsysteem in de loop van de tijd afneemt. 
Om de inoculumdruk achteraf te kunnen berekenen werd de dichtheid inoculum in 
de voedingsoplossing op de tafels gedurende de proef gevolgd. Dit werd gedaan door 
monsters van de voedingsoplossing op tafel tijdens bevloeiing te nemen en hierin de 
dichtheid Foc te bepalen. 

In proef I en II werd een besmettingsreeks aangebracht van 0, 10, 100 en 1000 
sporen per milliliter voedingsoplossing (zie tabel 8.4). In proef I en II werd op 
respectievelijk 15 mei 1992 en op 17 september 1992 de besmetting aangebracht. De 
proefduur was 60, respectievelijk 110 dagen. In proef III werd op 2 april 1993 besmet 
met 0; 0,1; 1 en 10 sporen/ml voedingsoplossing. In deze proef werden geen 
dichtheidsbepalingen in de voedingsoplossing gedaan. Na 95 dagen werd de proef 
beëindigd. 
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Tabel 8.4 Behandelingen proef 3401.07 I, II en III 

Behandeling 

1 (controle) 

1* 

3* 

4 

5** 

6** 

Dichtheid (sporen per milliliter) 

onbesmet 

0,1 

1 

10 

100 

1000 

*) Behandeling in proef 3401.07_Ien II niet uitgevoerd. 
**) Behandeling in proef 3401.07III niet uitgevoerd. 

8.3.3.3 Resultaten en conclusie 

De uitvalgegevens van proef I, II en III zijn gegeven in de respectievelijke figuren 
8.17,8.18 en 8.19. In deze figuren is weer duidelijk het effect van een toenemende 
inoculumdichtheid van Foe op de aantasting van Cyclamen zichtbaar. Aangezien ook 
bij de laagste dichtheden in de eerste twee proeven (I en II) nog een hoog percentage 
planten aangetast raakte (35 % na 60 dagen, respectievelijk 86 % na 110 dagen) werd 
in de laatste proef (III) de dichtheid met een factor 100 verlaagd. In figuur 8.18 is 
zichtbaar dat ook deze lage dichtheden nog tot een hoog aantastingspercentage 
leidden. Bij een inoculumdichtheid van 0,1 sporen per milliliter vertoonde na 95 
dagen circa 25% van de planten symptomen van aantasting door Foc. 

Opvallend in alle drie de proeven is dat er in de controlebehandelingen telkens 
besmetting van planten is opgetreden. In proef I werden op één van de drie tafels 
waar een controlebehandeling lag (tafel 11), in de loop van de proef enkele planten 
aangetaste door Foc. Uiteindelijk leidde dit na 61 dagen tot 6% uitval. Om in de 
volgende proef na te gaan of er in het uitgangsmateriaal al een besmetting aanwezig 
was werd een deel van de planten (5%, uit elke tray 3 planten) die voor proef II 
gebruikt werden direkt na oppotten in een andere kas gezet. In proef II werd 
wederom in een controlebehandeling (tafel 11) een besmetting gevonden. Na 96 
dagen was hier 12% van de planten aangetast. In een andere controlebehandeling 
(tafel 3) werd bovendien één plant aangetast. Geen van de planten die dienden ter 
controle van het uitgangsmateriaal werd aangetast. Ook in proef III werd een 
besmetting gevonden, nu in alledrie de controlebehandelingen. Deze lagen op de 
tafels 2, 9 en 12. Na 95 dagen was het percentage uitval hier respectievelijk 82%, 6% 
en 84%. Ook in deze proef was er een goede controle van het uitgangsmateriaal. 
Tegelijkertijd met deze proef starte er namelijk in een andere kas een proef 
(3401.0311) waarbij hetzelfde uitgangsmateriaal (dezelfde partij Cyclamen) gebruikt 
werd. Deze werden ook op hetzelfde tijdstip gepot in dezelfde grond. In deze proef 
werd geen van de planten in onbesmette controlebehandelingen aangetast. 
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Figuur 8.17 Uitval van Cyclamen na besmetting van voedingsoplossing in het 
eb/vloedsysteem met verschillende inoculumdichtheden van Foc (proef 3401-071). 

a a n t a l d a g e n na b e a m e t t I n g 

_ X c o n t r o l e 
_€> 10 a p o r e n / ü l 
-El 100 a p o r e n / « L 
_ ^ 1 0 0 0 e p o r e n / m L 

Figuur 8.18 Uitval van Cyclamen na besmetting van voedingsoplossing in het 
eb/vloedsysteem met verschillende inoculumdichtheden van Foc (proef 3401-07 II). 

87 



Eindrapport project 3401 

2 0 40 ÓO ao 

a a n t a l dagen na beanetfc Ing 

1 0 0 1 2 0 

- X controle 
0 , 1 apor-en/a l 

^ I apen en/« l 
^ 10 apoi-an/a l 

Figuur 8.19 Uitval van Cyclamen na besmetting van voedingsoplossing in het 
eb/vloedsysteem met verschillende inoculumdichtheden van Foc (proef 3401-07_m). 

In de bijlagen 14 en 15 is de dichtheid Foc-deeltjes in de voedingsoplossing na 
besmetting voor respectievelijk proef I en II weergegeven voor de behandelingen met 
inoculumdichtheden van 10, 100 en 1000 sporen per milliliter. Geen enkele keer kon 
in de voedingsoplossing in de onbesmette controlebehandelingen Foc worden 
aangetoond. In de bijlagen is te zien dat de dichtheid Foc kort na besmetting van de 
voedingsoplossing sterk daalt. Ondanks het feit dat er in de tanks voorzieningen 
waren gemaakt om te proberen bezinking te voorkomen en de dichtheid gedurende 
langere tijd gelijk te houden had dit niet het gewenste effect. De toegediende dosis 
nam vanaf besmetting snel zeer sterk af. In figuur 8.20 is de dichtheid Foc in de 
voedingsoplossing van de proeven 44031, 44033, 3401.07_Ien 3401.0711 in een 
grafiek weergegeven. De dichtheid schimmeldeeltjes van Foc in de voedingsoplossing 
op tafel lijkt op grond van deze vergelijking in proef 3401.07_Ien 3401.07JI wel 
minder snel af te nemen dan in de andere proeven. 

Aangezien er telkens besmetting is opgetreden van controlebehandelingen is het 
zeer moeilijk conclusies te trekken uit bovenstaande gegevens. Uit de resultaten van 
proef II werd duidelijk dat de spreiding in uitval tussen herhalingen zeer groot kan 
zijn (6%-84%). Een correctie van de gevonden uitvalpercentages is dus niet mogelijk. 
Het beoordelen van alleen de resultaten op die systemen die nooit eerder in een 
proef besmet zijn geweest levert onvoldoende gegevens op om betrouwbare conclusies 
te kunnen trekken. 
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Figuur 8.20 Vergelijking verloop inoculumdichtheid in voedingsoplossing in het 
eb/vloedsysteem in vier proeven. 

8.4 Discussie 

Voor Cyclamen was een dosis-effectrelatie al eerder aangetoond (Gerlach, 1954; 
Grouet, 1985; Mattusch, 1990; Rattink, 1986; Voss en Meier, 1992) Zij gebruikten 
echter inoculatiemethoden die sterk afwijken van de wijze waarop planten in het 
eb/vloedsysteem besmet worden. Toch komen de resultaten vrij goed overeen met die 
in dit onderzoek. Bij besmetting volgens het eb/vloedprincipe bleek de absolute 
inoculumhoeveelheid waarbij nog uitval optrad ongeveer 10 sporen per plant te zijn. 
Een dergelijke lage waarde (30 sporen/plant) werd ook gevonden door Von Voss en 
Meier (1992) bij experimenten waar bevloeiingsmatten op tafels besmet werden. 
Mattusch (1990) vond dat er bij een waarde van 70 sporen/plant nog uitval optrad. 
Bij inoculatie van het medium in de pot door injectie van een sporensuspensie vond 
Rattink (1986) bij een dichtheid van 30 à 50 sporen per plant nog uitval. Deze 
resultaten tonen aan dat Cyclamen zeer gevoelig zijn voor Foc. 

Uit de resultaten van regressieanalyse in proef 3401.091 bleek dat bij oude planten 
symptoomexpressie eerder optreedt dan bij oude planten, voornamelijk bij lage 
inoculumdichtheden. De oorzaak hiervan zou het leeftijdsverschil kunnen zijn. Een 
belangrijke factor waarmee bij het opzetten van de proef geen rekening is gehouden 
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is het verschil in worteloppervlak of het aantal wortels dat direkt na oppotten in 
contact staat met de besmette grond. Dit is bij oude planten groter dan bij jonge 
planten (zie figuur 8.1). Het is dus op grond van de uitgevoerde proef niet mogelijk 
om te spreken van een echt leeftijdseffect. Dit zou in een andere proefopzet moeten 
worden aangetoond. 

In alle proeven die werden uitgevoerd in kas A3 en A4 werd in de loop van de 
proef een besmetting vastgesteld van één of meer onbehandelde 
controlebehandelingen. In tabel 8.5 is een overzicht gegeven van de proeven met 
Cyclamen die in de kassen A3 en A4 werden uitgevoerd. In de tabel is bij elke proef 
per eb/vloedunit de behandeling vermeld en het percentage aangetaste planten per 
tafel bij beëindiging van de proef. Hierbij moet er op worden gelet dat niet alle 
proeven een even lange loopduur hadden. In hoofdstuk 6 en 7 werd al ingegaan op 
de vermoedelijke relatie die er bestaat tussen een eerdere proef op deze systemen en 
de uitval in de controlebehandelingen in een volgende proef. De eb/vloedsystemen 
werden tussen de proeven zeer goed schoongemaakt. De tanks werden leeggepompt, 
de tafels werden schoongeschrobd met water en zeep en de tanks met een 
hogedrukspuit uitgespoten. Vervolgens werden de systemen ontsmet; na proef 4403-1 
met chloor (0,2%), na proef 4403-4 eerst met chloor (0,2%) en bovendien na een 
proef met Cylindrocladium bij spathiphyllum op dezelfde systemen eenmaal met 
Menno ter Forte (vóór de volgende Cyclamenproef). Na proef 3401.07_Ien 
3401.07II werd een dubbele ontsmetting uitgevoerd, eerst met chloor (0,2%) en 
vervolgens met formaline (4%). De ontsmettingsmiddelen werden door de leidingen 
van het systeem gepompt en tafels en tanks werden ermee afgespoten. Toch lijkt het 
dat deze ontsmettingen niet het gewenste effect hadden. In op één na (proef 
3401.07 II, tafel 3) alle gevallen waar uitval optrad in één of meer 
controlebehandelingen was namelijk op de betreffende systemen in de voorafgaande 
proef een besmetting aangebracht. Voor de ene uitzondering (proef 3401.07 II, tafel 
3) is echter ook een verklaring. Bij het beoordelen van de resultaten moet namelijk 
nog met een ander gegeven rekening worden gehouden. De planten werden, zodra ze 
opgepot waren niet altijd direkt op de tafel gezet waar ze uiteindelijk kwamen te 
staan. In proef 3403.071 stonden de planten eerst drie weken op tafel 1, 2 en 3. In 
proef 3401.07 II stonden ze eerst 3 weken op de tafels 31 en 32. Welke planten 
vervolgens naar welke systemen verhuisd zijn kan niet nagegaan worden. Zeer 
waarschijnlijk is het aangetast raken van die ene plant op tafel 3 in proef 07 II het 
gevolg van een besmetting die opgelopen werd op tafel 1 of 2 in de eerste drie weken 
na oppotten. 

Op grond van bovenstaande resultaten is nog niet met zekerheid te zeggen wat de 
oorzaak van de besmettingen in de controlebehandelingen is geweest. De 
mogelijkheid dat een besmetting van uitgangsmateriaal de uitval veroorzaakte is op 
grond van de resultaten van de proeven 3401.0711 en 3401.07III zeer 
onwaarschijnlijk. Ook bovengrondse verspreiding is onwaarschijnlijk. Mogelijk zijn er 
in het gebruikte eb/vloedsysteem plaatsen waar de betreffende ontsmettingsmiddelen 
onvoldoende in contact gekomen zijn met Foc, zodat overleving heeft kunnen 
plaatsvinden. Meest voor de hand liggende plaatsen hiervoor zijn het 
leidingensysteem met venturi en de pomp. 
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Tabel 8.5 Overzicht verschillende proeven en gevonden aantasting van Cyclamen 
door Foc op de ebvloedsystemen in kas A3 en A4. 
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9 Verspreiding van Cylindrocladium spathiphylli in het eb/vloedsysteem 

9.1 Inleiding 

De schimmel Cylindrocladium spathiphylli Schoulties et al. (CS) heeft de afgelopen 
jaren regelmatig voor problemen gezorgd bij de teelt van spathiphyllum en lijkt in 
gesloten teeltsystemen dan ook een groot gevaar op te leveren. Eind 1991 werd een 
proef gestart waarin de verspreiding van CS in het eb/vloedsysteem onderzocht werd. 
De proef werd uitgevoerd gedurende de winterperiode (oktober tot maart), een 
periode waarin geen goede teelt van Cyclamen mogelijk is. Spathiphyllum wordt 
vrijwel jaarrond geteeld. Het een relatief snelgroeiend gewas. Het doel van deze 
proef was na te gaan of en hoe snel CS zich kan verspreiden in een eb/vloedsysteem 
en zo een vergelijking te kunnen maken met Foc bij Cyclamen. 

Cylindrocladium spathiphylli (CS) is sinds 1982 bekend als pathogeen van 
spathiphyllum en werd in 1987 voor het eerst in Nederland waargenomen 
(Noordeloos et al, 1988). De schimmel veroorzaakt wortel- en stengelbasisrot en kan 
erg aggressief zijn. De eerste bovengrondse symptomen zijn knikkende bladstelen en 
vergeling en verbruining van het blad. Vrijwel altijd begint een aantasting aan de 
buitenkant van de plant. Vervolgens worden steeds jongere bladen aangetast (Amsing 
et al., 1991). Deze proef werd uitgevoerd onder nummer 3401.06. 

9.2 Materiaal en methoden 

Jonge spathiphyllumplanten (cv. 'Petite') werden gepot in 12 cm kunststof containers 
in eb/vloedpotgrond en verspreid over de tafels in kas A3 en A4 geplaatst. Er werden 
256 planten op elke tafel gezet in acht rijen van 32 planten. Vier weken na oppotten 
werd gestart met inoculeren. De temperatuur in de kas was 23°C overdag en 21 °C 
'snachts. 

Voor het verkrijgen van de sporensuspensie werd de schimmel gekweekt op PDA bij 
een temperatuur van 26°Cen een dag/nachtritme van 12 uur. Na circa 10 dagen 
werden van deze schalen de sporen van CS geoogst. 

Er werden drie behandelingen aangelegd. De ligging van de behandelingen was 
gelijk aan die in proef 4403-4 (bijlage 11). Evenals in proef 4403-4 werd in 
behandeling 2 de voedingsoplossing uit één tank gebruikt om achtereenvolgens twee 
tafels te bevloeien (zie ook hoofdstuk 7). De tafels werden circa eenmaal per twee 
dagen bevloeid. In behandeling 1 en 2 werd de voedingsoplossing in de 
eb/vloedsystemen besmet door gedurende zestien (achtereenvolgende) gietbeurten 
tijdens vloed 10 ml van een sporensuspensie van CS (1000 sp/ml) aan de 
voedingsoplossing op de tafels toe te voegen. Dit werd telkens op dezelfde plaats 
gedaan. Er werd voor deze methode gekozen om uitspoeling van sporen uit de 
potkluit van spathiphyllum na te bootsen en een gecontroleerde hoeveelheid inoculum 
in het systeem aan te brengen. Bij alle inoculaties werd van de toegevoegde 
sporensuspensie het kiemingspercentage op PDA bepaald en op grond hiervan de 
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exacte hoeveelheid toegevoegde sporen berekend. In behandeling 2 werd alleen op 
tafel A een besmetting aangebracht. Op dag 39 werd voor de zestiende en laatste 
maal een sporensuspensie van CS toegediend. Op dat moment was in totaal zoveel 
CS toegevoegd dat de berekende dichtheid in de voedingsoplossing ongeveer 0.5 
sporen per milliliter was. In behandeling 2 werd 81 dagen na de eerste besmetting 
opnieuw inoculum van CS toegevoegd aan het systeem. Nu werd echter de 
voedingsoplossing in de tank besmet met sporen van de schimmel tot een 
uiteindelijke dichtheid van circa 30 sporen per milliliter. In behandeling 3 werd geen 
besmetting aangebracht. 

Vanaf inoculatie (dag 0) werd het gewas regelmatig gecontroleerd op bovengrondse 
symptomen. Er werd gekeken naar vergeling van bladeren en knikkende bladstelen. 
Ook werd, steekproefgewijs, gekeken naar ondergrondse symptomen. Op dag 80, 105 
en 116 na de eerste inoculatie werd een intensieve beoordeling gedaan van zowel 
boven- als ondergrondse symptomen van 128 planten per tafel. Alle planten met 
zowel een even rij- als kolomnummer en die met een oneven rij- en kolomnummer 
werden beoordeeld. Planten met bovengrondse symptomen werden verdeeld in twee 
categorieën, lichte symptomen (een of twee vergeelde bladeren) en ernstig aangetast. 
De ondergrondse aantasting werd gescored door het percentage rotte wortels te 
schatten. Van alle planten met wortelrotverschijnselen werd een aantal wortelstukjes 
uitgelegd op een voedingsbodem en geïncubeerd om CS te kunnen isoleren. In 
behandeling 2 werden op dag 105 en 116 per tafel 3 planten genomen waarvan enkele 
stukjes wortel werden uitgelegd. 

9.3 Resultaten en conclusie 

In tabel 9.1 is het percentage aangetaste planten weergegeven. In de tabel zijn onder 
ondergrondse symptomen alleen planten meegenomen waarbij meer dan 5% van de 
kluit was aangetast. Op dag 116 werden de eerste planten met bovengrondse 
symptomen gevonden in alledrie de behandelingen. Er was één plant in de 
controlebehandeling die bovengrondse symptomen vertoonde die sterk leken op 
symptomen van CS. Hier kon echter geen CS uit de plant worden geïsoleerd. Op dag 
80 werden, In behandeling 1 en 2, de eerste planten gevonden met wortelrot. Op dag 
116 werd in de controlebehandeling (beh. 3) een aantal planten gevonden die 
wortelrot vertoonden. In geen van de planten kon echter CS in de wortels worden 
aangetoond, wat erop duidt dat de symptomen een andere oorzaak hadden. 

De resultaten van behandeling 1 (tabel 9.1) laten zien dat na 116 dagen minder dan 
1 % van de planten bovengrondse symptomen vertoonden. Het percentage planten 
met ondergrondse symptomen was 80 dagen na besmetting nog zeer laag en liep 
langzaam op tot bijna 7% na 116 dagen. Bij al deze planten werd CS in de wortels 
teruggevonden. Het besmetten van het systeem door meerdere malen toedienen van 
een kleine hoeveelheid sporen van CS heeft dus geleid tot een beperkte aantasting 
van spathiphyllum. 
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Tabel 9.1 Resultaten beoordeling symptoomvorming van spathiphyllum 

dag 

beh. 1 

beh.2 

beh. 3 

percentage aangetaste planten gemiddeld per tafel (n=3) 

bovengrondse symptomen 

80 

0.0 

0.0 

0.0 

105 (24) * 

0.0 

0.0 

0.0 

116 (35) 

0.8 

8.7 

0.12 

ondergrondse symptomen 

80 

0.6 

0.3 

0.0 

105 (24)l 

1.3 

91.3 

0.0 

116 (35) 

6.9 

97.4 

S.32 

1) Tussen accolades is het aantal dagen na de tweede besmetting (alleen in behandeling 2 aangebracht) 
vermeld. 
2) Symptomen niet veroorzaakt door C. spathiphylli. Geen pathogeen geïsoleerd uit planten met 
wortelrot. 

In behandeling 2 werd ook tot dag 80 vrijwel geen aantasting waargenomen. Op dag 
81 werd in deze behandeling een extra besmetting aangebracht. Dit had een toename 
van het percentage planten met bovengrondse symptomen tot gevolg tot ongeveer 9% 
op dag 116. Een veel groter effect werd echter gevonden op het percentage planten 
met wortelrotsymptomen. Na 24 dagen was dit toegenomen tot meer dan 90 %. Elf 
dagen later was 97,4% van de planten ondergronds aangetast. Van drie planten per 
tafel werden wortelstukjes uitgelegd op een voedingsbodem om de aanwezigheid van 
CS aan te tonen. Uit alle wortelstukjes kon met zekerheid CS worden geïsoleerd. Er 
werd in deze behandeling geen verschil gevonden tussen tafel A en B, die vanuit 
dezelfde tank van voedingsoplossing werden voorzien. 

Voor het beoordelen van ondergrondse aantasting werden de planten een voor een 
voorzichtig uit de pot gehaald. Altijd bleek de aantasting van wortels het eerst 
onderin de pot op te treden en zich vervolgens uit te breiden naar boven. Bij deze 
beoordeling kon de aanwezigheid van CS op de wortels van aangetaste 
spathiphyllumplanten soms zelfs met het blote oog worden vastgesteld. Onder de 
microscoop was de structuur van de zeer typische sporendragers van deze schimmel 
duidelijk herkenbaar (zie figuur 9.1). Wanneer een stukje wortel met enkele 
sporendragers in contact gebracht werd met water lieten onmiddelijk duizenden 
sporen los. 
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Figuur 9.1 Microscopische opname (30x) van een wortelstukje van spathiphyllum dat 
is aangetast door Cylindrocladium spathiphylli. Op de wortel zijn de s po ren drager s 
met sporen van de schimmel duidelijk zichtbaar. 

Figuur 9.2 Toenemende aantasting (vlnr) van het wortelstelsel van 
S pat hi phy 11 umplanten door Cylindrocladium spathiphylli op het eb/ vloedsysteem. 
Alleen bij zeer ernstige aantasting (uiterst rechts) zijn symptomen aan de spruit 
zichtbaar. 
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9.4 Discussie 

Bij de teelt van spathiphyllum zijn de laatste jaren verschillende malen grote 
problemen geweest die veroorzaakt werden door Cylindrocladium spathiphylli, 
Phytophthora spp. en Pythiwn spp.. Uit onderzoek van Amsing et al. (1991) bleek dat 
van deze drie alleen Cylindrocladium en Phytophthora in staat waren om gezonde 
planten aan te tasten. Cylindrocladium bleek het meest aggressief. Een groot praktisch 
probleem voor het vaststellen van een besmetting door CS is het aanvankelijk vrijwel 
geheel uitblijven van bovengrondse symptomen. Dit werd ook in bovenstaande proef 
vastgesteld. Op het moment dat al meer dan 95% van de planten in zeer ernstige 
mate aangetast was door CS kon dit nog slechts bij 9% van de planten bovengronds 
worden vastgesteld. Altijd hadden planten met bovengrondse symptomen een 
wortelstelsel dat voor vrijwel 100% aangetast was. Figuur 9.2 laat een aantal 
spatiphyllumplanten zien uit de proef die in toenemende mate een aantasting van de 
wortels vertonen. In deze figuur is zichtbaar dat alleen de zeer ernstig aangetaste 
planten ook bovengrondse symptomen hebben. In de praktijk wordt een besmetting 
meestal pas opgemerkt als er bovengrondse symptomen ontstaan. Bij het vaststellen 
van een besmetting aan de hand van bovengrondse symptomen is de kans groot dat 
de gehele partij al ernstig is aangetast. Dit kan de grote problemen die zijn 
opgetreden goed verklaren. De kans op het slagen van een chemische bestrijding is 
ook zeer gering als al vrijwel het gehele wortelstelsel is verrot. Het is dus van groot 
belang een besmetting met CS te voorkomen, bijvoorbeeld door het gebruik van 
ziektevrij uitgangsmateriaal en introductie in een teelt te voorkomen door een goede 
bedrijfshygiene. 

Uit microscopische waarneming (figuur 9.1) bleek dat de schimmel in staat is om 
grote hoeveelheden sporen te produceren op de wortels van aangetaste planten. 
Tijdens bevloeiing zullen deze sporen loslaten en vervolgens uit de pot draineren. 
Hierdoor is dit pathogeen in staat zich te vermenigvuldigen en een toename van de 
dichtheid schimmeldeeltjes in de voedingsoplossing te veroorzaken. Het gevaar op 
verspreiding van deze schimmel in een gesloten teeltsysteem blijkt dus groot te zijn. 

Toch hoeft een besmetting niet altijd te leiden tot een ernstige aantasting van het 
gewas. Uit de resultaten van bovenbeschreven proef (behandeling 1) blijkt dat, binnen 
de proefduur van 116 dagen, een lage inoculumdichtheid uiteindelijk leidde tot een 
aantasting van ongeveer 7% van de planten. Blijkbaar heeft er in deze behandeling 
(nog) geen of onvoldoende productie van sporen in de kluit plaatsgevonden om een 
zo hoge dichtheid van sporen in de voedingsoplossing te bereiken dat hierdoor 
verdere verspreiding van de ziekte optrad. Omdat de dichtheid schimmeldeeltjes in de 
voedingsoplossing niet werd gemeten kan echter niet worden vastgesteld wat de 
werkelijke dichtheid in de voedingsoplossing is geweest. 
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Bovenstaande proef toont aan dat, in het eb/vloedsysteem, ook verspreiding van CS 
plaats kan vinden en dat ook bij dit pathogeen aangetaste planten een bron kunnen 
zijn voor de verspreiding. Een bijzonder gevaar is het feit dat in een (bovengronds) 
symptoomloos gewas een zeer hoog percentage van de planten aangetast kan zijn. 
Tevens werd aangetoond dat bij een lage infectiedruk de uitbreiding van de ziekte 
beperkt kan blijven. 
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10 Algemene conclusie en discussie 

Het onderzoek dat in dit verslag is beschreven heeft zich voornamelijk gericht op de 
ontwikkeling en verspreiding van de schimmel Fusarium oxysporum ƒ. sp. cyclaminis in 
het eb/vloedsysteem. Kennis van het gedrag van schimmels in het eb/vloedsysteem is 
immers nodig om te kunnen komen tot effectieve maatregelen ter beheersing van de 
ziekte. Het doel van het project was te komen tot "...met name fysische beheersing 
van verspreiding van de ziekten in het eb/vloedsysteem". In dit hoofdstuk zullen de 
resultaten van het onderzoek ter discussie worden gesteld. 

Uit de resultaten van de proeven die in dit verslag zijn beschreven kunnen een 
aantal conclusies worden getrokken: 

- Verspreiding van Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis (Foc) in het 
eb/vloedsysteem vindt plaats met voedingsoplossing. Dit geldt ook voor 
Cylindrocladium spatiphylli (CS). 
- De dichtheid sporen van de schimmel in de voedingsoplossing die op de tafel 
komt is op verschillende plaatsen op de tafels niet verschillend. In het 
gebruikte systeem worden alle planten op eenzelfde tafel dus blootgesteld aan 
dezelfde inoculumdruk. 
- De inoculumdichtheid in de voedingsoplossing wordt negatief beïnvloed door 
mortaliteit en door het bezinken van schimmeldeeltjes op de tankbodem. In 
het onderzochte systeem kon dit verspreiding van de ziekte niet voorkomen. 
- Aangetaste planten kunnen een bron zijn voor de verspreiding van Foc (en 
CS) in het eb/vloedsysteem doordat schimmeldeeltjes na bevloeiing met 
drainwater uit de potkluit spoelen. Dit kan leiden tot een toename van de 
inoculumdruk in het systeem. 
- Foc is in staat minimaal een jaar te overleven in voedingsoplossing zonder 
verlies van pathogeniteit. In steriele voedingsoplossing kan er een sterke 
toename van de dichtheid schimmeldeeltjes plaatsvinden. Bovendien kan er 
een positief effect zijn van organisch materiaal op de dichtheid van Foc in de 
voedingsoplossing, (in vitro experimenten) 
- De drempelwaarde voor de dichtheid schimmeldeeltjes van Foc in de potkluit 
van Cyclamen waaronder geen aantasting optreedt ligt zeer laag. Bij eenmalige 
toediening van inoculum blijkt een inoculumdruk van 10 sporen per pot nog 
tot aantasting te kunnen leiden. 

In de inleiding werd aan de hand van een stromingsdiagram een overzicht gegeven 
van verschillende factoren die van belang zijn in het onderzoek naar het gedrag van 
ziekten in gesloten teeltsystemen. In figuur 10.1 is dit diagram nogmaals gegeven. In 
dit hoofdstuk zal bij discussie van de verschillende resultaten uit het onderzoek naar 
de betreffende factoren worden verwezen. 
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teeltoppervlakte 

regenwaterbassin voorraadtank met 
voedingsoplossing 

detail pot 

Figuur 10.1 Stromingsdiagram van water en voedingsoplossing in een 
eb/vloedsysteem. 

Besmetting van het gesloten teeltsystemen 

Per definitie kan worden gesteld dat een nieuw teeltsysteem schoon, en dus 
ziektevrij, is. Introductie van pathogenen in een teelt kan op verschillende manieren 
plaatsvinden. 

Plantmateriaal 

In de inleiding werd al aangegeven dat de meest waarschijnlijke bron van 
besmetting in de praktijk uitgangsmateriaal is. Het voorkómen van introductie van 
besmet plantmateriaal in een systeem (A, figuur 10.1) is daarom van zeer groot 
belang. Een belangrijk probleem hierbij is echter dat een besmetting niet altijd 
zichtbaar is in plantmateriaal, met andere woorden dat deze latent aanwezig is. Dit 
werd voor Foc al eerder door Gerlach (1954) en Rouxel and Grouet (1974) 
aangetoond. Ook uit de in dit onderzoek gevonden resultaten blijkt dat bij een lage 
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inoculumdruk de tijdsduur tot de eerste bovengrondse symptomen zichtbaar worden 
zeer lang kan zijn. Er is dus een reële kans dat een besmetting die opgetreden is bij 
een vermeerderingsbedrij f zich kan uitbreiden naar andere bedrijven, zonder dat dit 
opgemerkt wordt. Door het ontbreken van goede detectietechnieken kunnen erg lage 
besmettingen tot nog toe echter niet worden aangetoond. Momenteel wordt er door 
de Nederlandse Algemene Keuringsdienst voor Siergewassen (NAKS) in 
samenwerking met het Proefstation voor de Bloemisterij gewerkt aan een 
toetsingsmethode om Foc in uitgangsmateriaal aan te kunnen tonen. 

Verspreiding van ziekten bij potplanten kan plaatsvinden vanuit aangetaste planten. 
(Atmatjidou et al., 1991; Grouet, 1985; Rattink, 1986, 1990; Thinggaard, pers. 
mededeling; Thinggaard en Middelboe, 1989; Von Broembsen, pers. mededeling; 
Voss en Meier, 1992) Ook in het hier beschreven onderzoek werd aangetoond dat 
aangetaste planten een bron van besmetting kunnen zijn. Er werd vastgesteld dat de 
schimmel als gevolg van watergift volgens het eb/vloedsysteem kan uitspoelen uit de 
onderste laag van de kluit van aangetaste planten. Wanneer aangetaste planten niet 
tijdig opgemerkt en verwijderd worden bestaat er dus een reële kans op besmetting 
van de voedingsoplossing in het systeem. De structuur van de schimmeldeeltjes die uit 
de potkluit van aangetaste Cyclamen spoelde kon in het onderzoek niet worden 
vastgesteld. Hiervoor is meer gedetaileerd onderzoek nodig naar de ontwikkeling van 
de schimmel in het wortelmilieu. Bij spatiphyllum kon worden aangetoond dat er op 
de wortels in de kluit van aangetaste planten grote hoeveelheden sporendragers met 
sporen van Cylindrocladium spatiphylli aanwezig waren. 

Regenwaterbassin 

Het is niet bekend in welke mate een besmetting van het regenwaterbassin (B, 
figuur 10.1) een rol speelt bij het optreden van ziekten in de praktijk. Uit onderzoek 
van Rattink (pers. mededeling) naar het vóórkomen van pathogène schimmels in 
regenwaterbassins van tomatentuinders in het Westland bleek dat in enkele gevallen 
isolaten van Fusarium oxysporum f. sp. radias lycopersici, de veroorzaker van 
verwelkingsziekte bij tomaat, aanwezig was. Ook door Gill (1970) werden pathogène 
schimmels in irrigatiebassins gevonden. Naar aanleiding van deze bevindingen werd 
ook in dit onderzoek bij een drietal tuinders een bemonstering van het 
regenwaterbassin uitgevoerd. Bij alledrie de bedrijven was een (ernstige) besmetting 
met Foc op het bedrijf aangetoond. In twee van de drie gevallen kon in het 
regenwater Foc aangetoond worden. Dit wijst erop dat regenwaterbassins ook een 
mogelijke bron van besmetting vormen. Een belangrijke vraag is wat de oorzaak van 
deze besmetting is. Het is niet te verwachten dat Foc overal vrij in de natuur 
voorkomt en dus ook toevallig in het bassin. Het kan wel zo zijn dat aangetast 
plantmateriaal of besmette grond vanaf het eigen of een aangrenzend bedrijf in het 
bassin terecht is gekomen. Er is echter nog een andere mogelijkheid. Tijdens lange 
perioden van aanhoudende droogte kan het regenwaterbassin leeg raken. Het komt 
voor dat (tijdelijk) het water aangevuld wordt vanuit de sloot. Het water in de sloot 
zou echter besmet kunnen zijn. Een groot deel van de tuinbouwbedrijven heeft 
momenteel nog een drainagesysteem. De overtollige voedingsoplossing wordt hierbij 
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geloosd. Indien ziekten op het bedrijf aanwezig zijn kan op deze wijze het slootwater 
besmet raken. Bovendien komt het voor dat bedrijven, vanwege het optreden van 
ziekten in een gesloten systeem, tijdelijk niet recirculeren. In dit geval is besmetting 
van slootwater onvermijdelijk. 

Andere besmettingsbronnen 

Het is zeer waarschijnlijk dat een besmetting kan optreden doordat de schimmel 
aanwezig is in grond of aan poten en fust. Het is bekend dat Fusarium oxysporum 
rustsporen kan vormen die zeer lange tijd kunnen overleven en zeer persistent zijn. 
Deze structuren worden gevormd zodra de omstandigheden voor de schimmel 
ongunstig worden.(Gerlach, 1954; Booth, 1971; Beekman, 1989) In principe kunnen 
alle materialen die in aanraking zijn geweest met de schimmel besmet zijn. Uit de 
resultaten van dit onderzoek bleek ook dat het systeem zelf mogelijkheden biedt voor 
het pathogeen om te overleven. De herbesmetting die in het hier beschreven 
onderzoek enkele malen gevonden werd levert hiervoor sterke aanwijzingen. Later in 
de discussie zal hierop worden teruggekomen. Overdracht van Foc met zaad is niet 
waarschijnlijk. Door Rattink (1986) werd gevonden dat zaad en zaadbollen van 
aangetaste planten niet besmet waren met Foc. Wel is het mogelijk dat er, op een 
besmet bedrijf, tijdens het verzamelen van het zaad een uitwendige besmetting 
optreedt wat kan leiden tot verspreiding van de ziekte met zaad. 

Verspreiding van Foc in het eb/vloedsysteem 

Verspreiding van Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis in het eb/vloedsysteem vindt 
plaats met stromende voedingsoplossing. Bovengrondse verspreiding is zeer 
onwaarschijnlijk. Uit het onderzoek bleek dat er bij zeer ernstig aangetaste planten 
wel bovengrondse productie van mycelium en macroconidiën kan optreden. Er 
bestaat dan in principe de kans dat sporen of andere schimmeldeeltjes door 
bijvoorbeeld insecten verspreid worden. Het belang van deze vorm van verspreiding 
zou nader onderzocht kunnen worden. Uit onderzoek van Voss en Meier (1992) blijkt 
dat anemochore verspreiding (verspreiding met wind) bij Foc niet optreedt. 

Uit verschillende experimenten in het hier beschreven onderzoek blijkt dat in het 
onderzochte eb/vloedsysteem de dichtheid schimmeldeeltjes in de voedingsoplossing 
die op de tafels terechtkomt op alle plaatsen op de tafels even groot is (C, 
figuur 10.1). Dit werd vastgesteld aan de hand van metingen van de dichtheid op 
verschillende plaatsen op de tafels en het gevonden verspreidingspatroon van 
aangetaste planten op de tafels. Voor de verspreiding van het pathogeen in het 
onderzochte systeem lijkt de stroming van de voedingsoplossing op de tafel tijdens 
vloed dus van ondergeschikt belang. Dit kan verklaard worden doordat besmetting 
van voedingsoplossing pas bij beëindiging van de watergift plaatsvindt, pas dan komen 
schimmeldeeltjes uit de potkluit vrij (zie boven). Een besmetting die is opgetreden bij 
de ene gietbeurt zal pas bij een volgende gietbeurt effectief zijn. Het inoculum is op 
dat moment homogeen in de voedingsoplossing verdeeld. 
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De dichtheid schimmeldeeltjes in de voedingsoplossing die op de tafels gepompt 
wordt kan in de tijd veranderen. Uit de onderzoeksresultaten blijkt dat er zowel een 
toename als een afname plaats kan vinden. 

In het eb/vloedsysteem kan er een toename van de dichtheid schimmeldeeltjes in de 
voedingsoplossing plaatsvinden als gevolg van de aanwezigheid van (ernstig) 
aangetaste planten op het systeem. Door het loslaten van schimmeldeeltjes in de 
potkluit van aangetaste planten raakt de voedingsoplossing besmet. Resultaten uit het 
onderzoek laten zien dat hoe meer aangetaste planten er op het systeem staan hoe 
hoger de dichtheid schimmeldeeltjes in de voedingsoplossing kan oplopen. Een 
toename van de dichtheid als gevolg van vermeerdering van het pathogeen in de 
voedingsoplossing lijkt op grond van de gevonden resultaten onwaarschijnlijk. 

Een belangrijke oorzaak van een daling van de inoculumdichtheid werd gevonden in 
de mortaliteit. In vitro proeven lieten zien dat de dichtheid van Foc, na besmetting 
van voedingsoplossing met microconidiën, afnam tot 20% van de oorspronkelijke 
dichtheid. Daarna vond er echter geen verandering van de dichtheid meer plaats. 

Een andere oorzaak van de afname van de dichtheid schimmeldeeltjes in de 
voedingsoplossing werd gevonden in bezinking van schimmeldeeltjes in de tank (F, 
figuur 10.1). Metingen in proeven waarin de voedingsoplossing in de tanks besmet 
werd toonden aan dat na 24 uur stilstand van de voedingsoplossing er bovenin de 
tank een significant lagere dichtheid schimmeldeeltjes was dan onderin de tank. 
Enkele dagen na het besmetten van voedingsoplossing werd bovendien een zeer hoge 
dichtheid schimmeldeeltjes aangetroffen op de bodem van de tanks. Ook door 
Rattink (1990) werd gevonden dat er bezinking van schimmeldeeltjes in de tank van 
het eb/vloedsysteem plaats kan vinden. Deze bezinking werd door hem in een in vitro 
proef in een vat van 50 liter nader onderzocht. De dichtheid schimmeldeeltjes midden 
in het vat bleek na 24 uur stilstand van het water duidelijk afgenomen te zijn. Na vier 
dagen bezinken kon op deze plaats geen Foc meer worden aangetoond. Op de bodem 
van het vat werd daarentegen wel Foc aangetoond. 

Uit het onderzoek kwamen aanwijzingen dat schimmeldeeltjes zich vrij sterk kunnen 
hechten op de bodem van de tank en mogelijk ook op andere plaatsen in het systeem. 

Overleving van Foc in het eb/vloedsysteem 

De voedingsoplossing in een gesloten teeltsysteem functioneert naast vector ook als 
medium waarin Foc moet overleven (E, figuur 10.1). Al eerder werd aangetoond dat 
Foc lang kan overleven in water (Rattink, 1986). In het huidige onderzoek werd 
aangetoond dat dit ook in voedingsoplossing het geval is. Een jaar na besmetting van 
niet-steriele voedingsoplossing werd nog minimaal 20% van de oorspronkelijke 
inoculumdichtheid teruggevonden. Ook na bijna een jaar werd nog dezelfde dichtheid 
aangetoond. Vermoedelijk zijn de overlevende structuren chlamydosporen. Dit kon in 
deze proeven helaas niet worden aangetoond. Vermoedelijk kan de gevonden 
overleving redelijk goed vertaald worden naar een praktijksysteem. Wanneer een 
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systeem eenmaal besmet is zal de afname van de dichtheid schimmeldeeltjes als 
gevolg van mortaliteit dus beperkt zijn. De rol van organische stof op de dichtheid 
schimmeldeeltjes in de voedingsoplossing is echter nog niet duidelijk. Verder 
onderzoek zou de rol hiervan bij de overleving van Foc in voedingsoplossing moeten 
aantonen. Zoals al eerder vermeld werd is op grond van de gevonden resultaten niet 
te verwachten dat er in een gesloten teeltsysteem vermeerdering van de schimmel 
plaatsvindt in de voedingsoplossing. Dit is wel het geval wanneer steriele 
voedingsoplossing besmet raakt. In principe kan deze situatie zich voordoen wanneer 
recirculatiewater met behulp van ontsmettingsapparatuur gesteriliseerd wordt en de 
opslag van deze steriele voedingsoplossing besmet raakt met het pathogeen. Het 
risico op een dergelijke situatie zal in de praktijk echter zeer klein zijn. Bovendien zal 
zeer snel herkolonisatie van de steriele voedingsoplossing optreden door diverse 
micro-organismen waardoor de ontwikkeling van het pathogeen sterk geremd wordt. 

dosis-effectrelatie van Foc bij Cyclamen 

Een deel van het onderzoek heeft zich gericht op de relatie tussen de 
inoculumdichtheid en de uitval van Cyclamen. Een belangrijke vraag die hierbij 
gesteld werd was of er een drempelwaarde is voor de dichtheid Foc-deeltjes (in het 
eb/vloedsysteem) waaronder geen, of een acceptabel lage uitval optreedt. 

Een belangrijk probleem voor het bepalen van een drempelwaarde is hoe een 
acceptabel lage uitval moet worden gedefinieerd. Voor een teler is het natuurlijk van 
belang dat er tijdens de teelt geen uitval optreedt omdat dit verlies van planten 
betekent maar ook omdat (zoals uit enkele proeven bleek) aangetaste planten een 
bron van besmetting in een gesloten teeltsysteem kunnen zijn. Het is echter ook in 
zijn belang dat er na de teelt (in de naoogstfase) geen uitval optreedt omdat de 
handel dan niet tevreden zal zijn over het geleverde product. Over het 
aantastingsverloop bij een besmette partij Cyclamen in deze naoogstfase zijn geen 
gegevens bekend. Gezien de zeer wisselende omstandigheden bij verhandelen en de 
veelal sub-optimale condities waaronder de planten bij bloemist en consument komen 
te staan mag verwacht worden dat een aanwezige besmetting in deze fase sneller 
zichtbaar wordt dan bij de teler. 

Om een drempelwaarde voor de dichtheid Foe in voedingsoplossing in een gesloten 
teeltsysteem te kunnen bepalen moeten een aantal aannames worden gemaakt. Stel 
dat, rekening houdend met extra uitval in de naoogstfase, een uitval van 2% aan het 
einde van de teelt van een partij planten nog acceptabel is. In proef 3401.031 werd 
gevonden dat deze 2% uitval ongeveer 90 dagen na (eenmalige) besmetting van 
Cyclamen optrad. De planten waren besmet met een absolute hoeveelheid van 10 
schimmeldeeltjes per pot. Dit was ongeveer 160 dagen na oppotten. In een periode 
van 70 dagen (vanaf oppotten) mag de totale hoeveelheid opgenomen 
schimmeldeeltjes in de pot dus niet groter zijn dan 10 sporen. Hierbij wordt er van 
uitgegaan dat het effect van een eenmalige besmetting gelijk gesteld kan worden aan 
het effect van het meermalige besmetting met een kleinere dichtheid inoculum maar 
een gelijke cumulatieve hoeveelheid. Deze aanname is, op grond van de resultaten in 
hoofdstuk 8 niet onwaarschijnlijk. Stel dat de opname in de eerste 70 dagen na 
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oppotten gemiddeld 50 milliliter per dag is. Totaal is dan 0,05 x70 = 3,5 liter 
voedingsoplossing opgenomen per pot. In deze hoeveelheid mogen maximaal 10 
sporen van Foc zitten om onder het acceptabele uitvalpercentage te blijven. Bij een 
gelijkblijvende besmettingsgraad van de voedingsoplossing zou de dichtheid dus niet 
hoger mogen zijn dan ongeveer 0,003 sporen per milliliter. 

Uit bovenstaande benadering blijkt dat de inoculumdichtheid van Foc die in een 
gesloten teeltsysteem 'geaccepteerd' kan worden extreem laag is. Praktisch gezien 
komt dit er op neer dat een gesloten teeltsysteem bij teelt van Cyclamen geheel vrij 
moet zijn van Foc. Een belangrijk probleem voor zowel praktijk als onderzoek is dat 
de aanwezigheid van Foc in een dergelijke dichtheid met de huidige 
detectietechnieken niet is vast te stellen. Met de in dit onderzoek gebruikte methode 
lag de laagst aan te tonen dichtheid in voedingsoplossing op ongeveer 0,5 CFU/ml. 
De hoge gevoeligheid van Cyclamen voor Foc en de detectiegrens van de gebruikte 
detectiemethode kunnen verklaren dat er in enkele proeven in het onderzoek waar 
een besmetting was aangebracht wel uitval van Cyclamen gevonden werd maar dat er 
geen Foc in de voedingsoplossing kon worden aangetoond. 

Voor verder onderzoek aan Foc bij Cyclamen is het noodzakelijk dat er een betere 
detectietechniek wordt ontwikkeld voor zowel kwantitatieve als kwalitatieve 
bepalingen van de schimmel. 

Beheersing van verspreiding van ziekten in het eb/vloedsysteem 

Een zeer belangrijk aspect bij het beheersen van verspreiding van ziekten in en 
tussen bedrijven is bedrijfshygiëne. Gedurende het onderzoek werd verschillende 
malen een bezoek gebracht aan potplantenbedrijven. Hierbij viel op dat er bij de 
tuinder vaak niet voldoende kennis is van alle factoren die (mede) van invloed zijn op 
het optreden van ziekten. In deze discussie werd al ingegaan op het grote belang van 
het voorkómen van introductie van ziekten met besmet plantmateriaal en de 
noodzaak van het verwijderen van aangetaste planten. Aangetaste planten vormen 
een belangrijke bron van besmetting van het systeem. Ook op het belang van het 
gebruik van schoon fust werd al gewezen. In of aan gronddeeltjes kunnen ziekten 
lange tijd overleven en mogelijk ook in een volgend seizoen nog infecties 
veroorzaken. Verspreiding (tussen systemen) binnen het bedrijf kan ook via 
verplaatsing van planten plaatsvinden. 

Een belangrijke aanleiding tot het in dit verslag beschreven onderzoek was de 
bezinking van schimmeldeeltjes die door Rattink (1986) gevonden werd en mogelijk 
het risico op verspreiding van ziekten in het eb/vloedsysteem zou kunnen beperken. 
Dit is afhankelijk van twee factoren; (1) de mate waarin bezinking plaatsvindt en (2) 
de gevoeligheid van het gewas voor betreffend pathogeen. In het huidige onderzoek 
bleek dat bezinking van schimmeldeeltjes op de bodem van de tank wel optreedt in 
het gebruikte eb/vloedsysteem. De bezinkingstijd van 24 uur (tussen de bevloeiingen) 
bleek onvoldoende om alle sporen van Foc te laten bezinken. In een in vitro-
experiment van Rattink (1990) werd pas na 4 dagen stilstand van besmette 
voedingsoplossing geen Foc meer in de voedingsoplossing aangetroffen. Op grond van 
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deze resultaten en de gevonden drempelwaarde voor Foc in voedingsoplossing (zie 
boven) lijkt het niet mogelijk in het gebruikte eb/vloedsysteem verspreiding van Foc 
door bezinking van sporen te voorkomen. 

Door Rattink (1990) werd al gewezen op mogelijkheden om door aanpassing van 
het systeem het risico op verspreiding te verkleinen. Als voorbeeld hiervan werd het 
aanzuigen van voedingsoplossing van bovenin de voorraadtank genoemd. De 
dichtheid schimmeldeeltjes is hier immers lager dan onderin de tank. In het huidige 
project is geen onderzoek gedaan naar methoden om de dichtheid van 
schimmeldeeltjes in voedingsoplossing te verlagen. Mogelijkheden hiervoor zijn er 
wel. De genoemde bezinking van sporen zou bijvoorbeeld gestimuleerd kunnen 
worden door het actief uitvlokken van schimmeldeeltjes in de tank. De rol van 
organisch materiaal in de overleving van pathogenen in de voedingsoplossing (zie 
hoofdstuk 4) is nog niet duidelijk. Mogelijk kan door het verwijderen van deze 
deeltjes (eveneens door uitvlokken of filtratie) ook een belangrijke verlaging van de 
dichtheid worden bewerkstelligd. Hiervoor is verder onderzoek nodig. Door 
combinatie van verschillende maatregelen die de dichtheid schimmeldeeltjes verlagen 
lijkt het mogelijk het risico op verspreiding van ziekten te verkleinen. 

Ook lijken er nog andere mogelijkheden om in het eb/vloedsysteem verspreiding 
van ziekten te beperken. Van groot belang is om te weten welke factoren van invloed 
zijn op de ontwikkeling van het pathogeen in de potkluit en welke factoren het 
uitspoelen van schimmeldeeltjes uit de pot van aangetaste planten beïnvloeden. 
Onderzoek van Thinggaard (1993, pers. mededeling) liet zien dat bij een hoge EC de 
verspreiding van Phytophthora bij gerbera-potplanten op het eb/vloedsysteem veel 
langzamer verliep dan bij een lage EC. Er werd niet waargenomen wat de oorzaak 
hiervan was, mogelijk hangt dit samen met de ontwikkeling van het pathogeen in de 
het wortelmillieu. In hetzelfde onderzoek bleek een lage bevloeiingsfrequentie tot 
minder snelle uitval te leiden dat een hoge bevloeiingsfrequentie. Mogelijk is dit 
laatste effect veroorzaakt doordat bij lage frequentie minder snel verzadiging van de 
onderste laag in de potten optreedt bij (aangetaste) planten en er dus na bevloeiing 
minder drain uit de potten loopt. Verder onderzoek hiernaar is van groot belang om 
methoden te vinden waarmee het risico op verspreiding van ziekten in het 
eb/vloedsysteem beperkt kan worden. Ook bevloeiingsduur en -hoogte en 
eigenschappen van de potgrond zouden in dergelijk onderzoek meegenomen moeten 
worden. 

Voor het voorkómen van verspreiding van ziekten met drainwater in gesloten 
teeltsystemen zijn de afgelopen jaren verschillende apparaten ontwikkeld waarmee 
drainwater kan worden ontsmet. Het principe van ontsmetting is eenvoudig. Al het 
retourwater van het gesloten teeltsysteem wordt opgevangen en behandeld zodat alle 
organismen die er in voorkomen gedood worden. Vervolgens wordt het weer gebruikt. 
Er zijn verschillende ontsmettingssystemen in omloop. De principes waarop de 
ontsmettende werking van deze apparaten berust wordt onderzocht door W. Runia 
aan het Proefstation voor Tuinbouw onder Glas in Naaldwijk. Over ontsmetting van 
drainwater zijn diverse artikelen gepubliceerd, onder andere door Nienhuis (1991), 
Pijnenburg (1992), Runia (1991, 1992), Runia en Paternotte (1992) en Runia en 
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Nienhuis (1992). In het kort zal hier worden ingegaan op de verschillende methoden 
van ontsmetting die momenteel in de praktijk in gebruik zijn. Voor verdere 
informatie wordt verwezen naar bovenstaande litteratuur. 

Methoden ter ontsmetting van drainwater: 

- Verhitting 
Bij deze methode wordt drainwater verhit en gedurende 30 seconden op een 
temperatuur van 95 °C gehouden. Hierdoor worden alle micro-organismen in 
het drainwater gedood. 

- Ozon 
Bij deze methode wordt het drainwater in een apart vat gemengd met ozon 
(03). Door oxidatie worden micro-organismen gedood. De behandeling wordt 
gecontroleerd door middel van meting van de redox-waarde of door een 
minimum behandelingsduur aan te houden. 

-UV 
Drainwater wordt door een apparaat geleid waarin zich een of meerdere 
(hoge- of lagedruk) UV-buizen bevinden. Door straling worden micro
organismen gedood. De werking is sterk afhankelijk van de transmissiewaarde 
van het drainwater. Van groot belang is dat het drainwater niet vervuild is met 
organisch materiaal of een te hoog ijzergehalte heeft. Hierdoor wordt de 
werking minder goed. 

- Jodium 
Door het toevoegen van jodium aan het drainwater worden micro-organismen 
gedood. De jodium wordt weer uit het water gefilterd en hergebruikt. 

- Waterstofperoxide 
Met behulp van waterstofperoxide met activators worden ,door middel van 
oxidatie, micro-organismen in het drainwater gedood. 

Door Runia (1992) wordt een onderscheid gemaakt in selectieve ontsmetting (tegen 
bacteriën en schimmels) en volledige ontsmetting (tegen bacteriën, schimmels en 
virussen. Alleen met UV kan momenteel ook selectief ontsmet worden, door gebruik 
te maken van een lagere dosis straling. Van de bovenstaande methoden is verhitting 
op het moment in de tuinbouw de meest toegepaste ontsmettingswijze. 

Een belangrijk aspect van bovengenoemde ontsmettingsapparatuur is de capaciteit 
(m3 te ontsmetten drainwater per uur) en de daarmee samenhangende vaste en 
variabele kosten. In de inleiding werd al ingegaan op het feit dat in het 
eb/vloedsysteem een relatief grote hoeveelheid voedingsoplossing in omloop is, 
waardoor het gebruik van ontsmettingsapparatuur voor het continu ontsmetten van al 
het retourwater veelal economisch niet haalbaar is. In de praktijk wordt op een aantal 
bedrijven de apparatuur dan ook gebruikt om slechts een deel van het drainwater te 
ontsmetten. Een belangrijke vraag die, ook naar aanleiding van het hier beschreven 
onderzoek kan worden gesteld is of deelontsmetting van het drainwater voldoende is 
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om verspreiding van ziekten te voorkomen. Uit de resultaten van de dosis-
effectrelaties in dit onderzoek en in de litteratuur blijkt dat het risico op uitval bij een 
lagere inoculumdichtheid kleiner is. Een effect van deelontsmetting is dus wel te 
verwachten. Zoals eerder vermeld werd is het effect echter ook in sterke mate 
afhankelijk van de gevoeligheid van het gewas voor het pathogeen. De te tolereren 
dichtheid schimmeldeeltjes van Foc bij Cyclamen ligt echter zeer laag waardoor 
betwijfeld kan worden of deelontsmetting bij dit pathosysteem verspreiding kan 
voorkómen. Niet bekend is hoe deze waarde voor andere pathosystemen ligt. Verder 
onderzoek zou hierover meer duidelijkheid kunnen geven. Bij een hoge gevoeligheid 
van het gewas lijkt deelontsmetting een onvoldoende goede maatregel om 
verspreiding van ziekten te voorkomen. 

Het eb/vloedsysteem versus andere gesloten teeltsystemen. 

Is er in het eb/vloedsysteem een groter gevaar voor verspreiding van ziekten dan in 
andere gesloten teeltsystemen voor potplanten? 

In dit onderzoek werd geen vergelijking gemaakt. Uit het onderzoek bleek dat 
besmetting van voedingsoplossing in belangrijke mate plaatsvindt vanuit aangetaste 
planten. In het eb/vloedsysteem bleek dat er door verzadiging van de potkluit 
drainwater met schimmeldeeltjes uit de pot kan lopen. Voorkómen van besmetting 
lijkt dus eenvoudig. Wanneer de watergift geheel afgestemd wordt op de behoefte van 
de individuele plant zal er nooit uitspoeling van schimmeldeeltjes plaatsvinden. In de 
praktijk is dit niet mogelijk. In alle teeltsystemen wordt de watergift zodanig afgesteld 
dat de planten met de grootste verdamping voldoende water kunnen opnemen. Dat 
wil zeggen dat planten met een geringe behoefte (en dus ook zieke planten) teveel 
water krijgen. Toch zijn er waarschijnlijk verschillen in de mate van uitspoeling van 
schimmeldeeltjes op verschillende systemen. Een onderscheid kan worden 
aangebracht tussen systemen waar de voedingsoplossing door de potkluit heen 
stroomt (druppelaars en beregening) en systemen waar de planten van onderaf water 
krijgen (eb/vloedsysteem en gietgoten). In experimenten op gietgoten vond Wohanka 
(1988) geen verspreiding vanuit aangetaste planten van Phytophthora, Pythium en 
Erwinia bij verschillende potplanten. Hij stelde dat bij systemen met 'sub-irrigatie' het 
risico op uitspoeling van schimmeldeeltjes gering zou zijn omdat de stromingsrichting 
in de pot hier voornamelijk opwaarts gericht is. Uit het hier beschreven onderzoek 
blijkt echter dat er in het eb/vloedsysteem wel degelijk drainwater uit de potten loopt 
van zowel gezonde als aangetaste planten. Al eerder werd vermeld dat de mate 
waarin dit gebeurt mogelijk wel afhankelijk is van de eb/vloedfrequentie, -hoogte en -
duur. Dit werd in het huidige onderzoek niet nagegaan. In gietgoten loopt bij 
bevloeiing voedingsoplossing in een dunne laag door goten waarin de planten staan. 
Veelal ligt in de goten een bevloeiingsmat. Alleen planten nemen water op waarbij in 
de potgrond een tekort aan water aanwezig is. Zodra dit tekort is aangevuld stopt de 
opname. Er zal dus vrijwel geen drainage van overtollige voedingsoplossing 
plaatsvinden. Toch kan ook in systemen als gietgoten en tafels met bevloeiingsmatten 
verspreiding van ziekten plaatsvinden (Von Broembsen, 1993; Voss en Meier, 1992). 
Het risico lijkt hier wel kleiner dan in het eb/vloedsysteem. Ook bij systemen waarbij 
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van bovenaf water wordt gegeven (beregening en druppelaars) kan verspreiding van 
ziekten plaatsvinden (Van Kuik, PB Boskoop, pers. mededeling). Voor al deze 
systemen lijkt te gelden dat hoe meer drainwater er uit de potten komt tijdens of na 
be vloeiing, hoe groter het risico op verspreiding van ziekten is. 

Fusarium oxysporum bij Cyclamen versus andere pathosystemen 

Een belangrijke vraag is of de gevonden resultaten in het onderzoek aan Foc bij 
Cyclamen ook gelden voor andere pathosystemen. Het is zeer moeilijk hier een 
uitspraak over te doen. In dit project bleek uit de resultaten van de proef met 
Cylindrocladium spatiphylli bij spatiphyllum op het eb/vloedsysteem dat ook dit 
pathogeen zich met voedingsoplossing in het eb/vloedsysteem verspreid en dat 
verspreiding vanuit aangetaste planten plaats kan vinden. 

Het risico op verspreiding en optreden van ziekten lijkt in sterke mate bepaald te 
worden door de mogelijkheden die (1) een pathogeen heeft om zich in de potkluit te 
ontwikkelen en vermenigvuldigen, (2) de overlevingskansen van het pathogeen in het 
systeem en (3) de gevoeligheid van het gewas voor betreffend pathogeen. Deze 
factoren zullen voor verschillende pathosystemen sterk uiteen kunnen lopen. Het is 
niet verantwoord naar aanleiding van de gevonden resultaten in dit project uitspraken 
te doen over de ontwikkeling en verspreiding bij andere pathosystemen. 

Bij het ontwikkelen van methodes om in het eb/vloedsysteem verspreiding van 
ziekten te voorkomen zal gestreefd moeten worden naar principes die zoveel mogelijk 
een algemene werking hebben met betrekking tot het beperken van verspreiding van 
deeltjes in het systeem. Een toetsing van gevonden methoden bij verschillende 
pathosystemen zal echter een noodzakelijk onderdeel uitmaken van het onderzoek. 

Aanbevelingen voor de praktijk 

Al verschillende malen in het beschreven onderzoek werd gewezen op de noodzaak 
van het gebruik van ziektevrij uitgangsmateriaal om besmetting van gesloten 
teeltsystemen te voorkomen. Helaas is dit een factor waar een tuinder (als afnemer 
van uitgangsmateriaal) veelal geen invloed op heeft. Een voldoende goede keuring 
van uitgangsmateriaal, bijvoorbeeld door een keuringsdienst als de NAKS, is dan pas 
mogelijk wanneer er zeer nauwkeurige detectietechnieken zijn ontwikkeld voor alle 
belangrijke ziekten. Hiervoor is verder onderzoek noodzakelijk. Een belangrijke taak 
lijkt dus te liggen bij de vermeerderingsbedrijven. Zeker voor pathogenen waarbij een 
zeer lage besmettingsgraad kan leiden tot grote schade zal ernaar gestreefd moeten 
worden dat het bedrijf absoluut ziektevrij is. 

De kans op besmetting van een schoon bedrijf door middel van een besmetting van 
het regenwaterbassin lijkt zeer gering. Het aanvullen van het bassin bij waterschaarste 
vanuit de sloot moet echter in alle gevallen zeer sterk worden afgeraden. Indien alle 
risico's uitgesloten moeten worden dan kan overwogen worden het regenwater, 
voordat het de kas in komt, te ontsmetten met de hiervoor beschikbare apparatuur 
(zie boven). 
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Verspreiding van ziekten kan in principe plaatsvinden met besmette planten, besmet 
water (voedingsoplossing) en door middel van besmette gronddeeltjes die aan allerlei 
materialen gehecht kunnen zitten. Introductie in een gesloten teeltsysteem kan dus 
ook plaatsvinden met besmet fust en bijvoorbeeld aan kleding (met name schoeisel) 
van personen die het bedrijf bezoeken. Ook tegen deze vorm van introductie van 
ziekten kunnen goede maatregelen getroffen worden, zoals het verplicht dragen van 
overschoenen of het ontsmetten van schoeisel, en het beschikbaar stellen van 
overjassen voor bezoekers. 

Bedrijfshygiënische maatregelen spelen een zeer belangrijke rol bij het voorkomen 
van uitbreiding van ziekten binnen een bedrijf. Een van de belangrijkste factoren bij 
aanwezigheid van een ziekte is het verwijderen van aangetaste planten. Dit dient te 
zorgvuldig te gebeuren, in een zo vroeg mogelijk stadium van aantasting. Wekelijks 
één- à tweemaal 'ziekzoeken' kan waarschijnlijk veel problemen voorkomen. 
Aangetaste planten moeten in gesloten zakken worden afgevoerd van het bedrijf. Het 
ziekzoeken kan het beste gebeuren door steeds dezelfde persoon, en bij voorkeur aan 
het einde van de dag. Hierdoor wordt het risico dat ziekten na het ziekzoeken 
verspreid worden beperkt. Uiteraard is het noodzakelijk na het ziekzoeken goed de 
handen te wassen. Ook is het aan te bevelen tussen teelthandelingen op verschillende 
afdelingen (met gescheiden teeltsystemen) goed de handen te wassen om zo de kans 
op verspreiding binnen het bedrijf zo klein mogelijk te houden. 

Te allen tijde moet worden voorkomen dat materialen die in contact zijn geweest 
met besmet plantmateriaal opnieuw gebruikt worden. Een probleem hierbij is 
uiteraard het (gesloten) teeltsysteem zelf. Uit de resultaten van het onderzoek 
kwamen aanwijzingen dat chemische ontsmetting met chloor of formaline 
onvoldoende is. Ook op andere gronden moeten deze middelen dan ook voor de 
praktijk worden afgeraden. In verder onderzoek zal moeten worden nagegaan of 
andere middelen wel voldoen. Een methode die in principe goede mogelijkheden lijkt 
te bieden is ontsmetting door het stomen van het systeem. Ook dit zal nader moeten 
worden onderzocht. 

Ook door middel van teeltmaatregelen lijkt beperking van verspreiding van ziekten 
mogelijk. Een belangrijke factor lijkt hierbij de watergift. Een juiste afstelling van de 
bevloeiingsfrequentie, -duur en -hoogte kan onnodig uitdraineren van 
voedingsoplossing (met eventuele pathogenen) voorkomen en daarmee verspreiding 
van ziekten beperken. 

Verder onderzoek 

De mogelijkheden voor het doen van onderzoek aan pathogène wortelschimmels 
wordt ernstig belemmerd door het ontbreken van goede detectietechnieken. Dit is 
ook meerdere malen gebleken in het hier beschreven onderzoek. Het ontwikkelen 
van kennis over het gedrag van ziekten in gesloten teeltsystemen is van groot belang 
voor het kunnen beheersen van ziekten. Dit is echter niet mogelijk als goede 
detectietechnieken niet voorhanden zijn. Het ontwikkelen van detectietechnieken 
verdient dan ook een zeer hoge prioriteit in verder onderzoek aan wortelpathogene 
bodemschimmels. 
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Op grond van de resultaten van het in dit rapport beschreven onderzoek zijn we nog 
niet in staat om te komen tot een sluitende methode voor het beheersen van 
verspreiding van ziekten in het eb/vloedsysteem. Binnen het project werden wel 
aanwijzingen gevonden over principes waarmee in het eb/vloedsysteem verspreiding 
van ziekten voorkomen kan worden. Om tot praktisch bruikbare methoden te komen 
is verder onderzoek nodig. Hieronder worden de belangrijkste punten voor 
vervolgonderzoek genoemd. 

1. De ontwikkeling van goede detectiemethoden voor het aantonen en kwantificeren 
van pathogène wortelschimmels in grond en voedingsoplossing. Het belang 
hiervan werd hierboven reeds genoemd. 

2. De ontwikkeling van wortelpathogene bodemschimmels in de rhizosfeer van 
potplanten werd in het onderzoek nog onvoldoende onderzocht. Kennis 
hierover is met name van belang voor het kunnen inschatten van het risico op 
verspreiding van ziekten vanuit besmette planten. Met name kennis over de 
invloed van verschillende factoren als potgrondsamenstelling en pH en EC van 
voedingsoplossing en potgrond op de ontwikkeling ontbreekt nog. 

3. Het risico op verspreiding van ziekten blijkt mede afhankelijk van de mate van 
uitspoeling van schimmeldeeltjes uit de kluit van aangetaste planten. Deze 
uitspoeling wordt onder andere beïnvloed door eb/vloedfrequentie, -hoogte 
en -duur. Uit verder onderzoek naar deze factoren zal moeten blijken in welke 
mate ze kunnen leiden tot vermindering van het risico op verspreiding van 
ziekten. 

4. Uit het onderzoek blijkt dat organische deeltjes uit het substraat van invloed 
kunnen zijn op de ontwikkeling en overleving van het pathogeen in de 
voedingsoplossing. Verder onderzoek is nodig om vast te stellen in welke mate 
dit materiaal de verspreidings- en overlevingskansen van het pathogeen 
vergroot. Mogelijk levert dit aanknopingspunten voor beheersing van de ziekte. 

5. Gebleken is dat door bezinking een belangrijk deel van de schimmeldeeltjes uit 
de voedingsoplossing kan verdwijnen. Door bezinking wordt de 
inoculumdichtheid in de voedingsoplossing die beschikbaar is voor de planten 
verlaagd, wat leidt tot een verlaging van het besmettingsrisico. Verder 
onderzoek zou zich moeten richten op methoden waarmee de dichtheid van 
het pathogeen in de voedingsoplossing verlaagd kan worden. Als voorbeeld 
hiervan kan worden genoemd het uitvlokken van schimmeldeeltjes. 

6. In het beschreven onderzoek werden sterke aanwijzingen gevonden dat de 
gebruikte ontsmettingsmethoden onvoldoende werkzaam waren om het 
systeem geheel vrij te krijgen van het pathogeen. Voor de praktijk is het van 
groot belang zekerheid de te hebben dat bij de start van een nieuwe teelt het 
systeem geheel ziektevrij is. Verder onderzoek is noodzakelijk naar methoden 
waarmee effectieve ontsmetting van gesloten teeltsystemen mogelijk is. Hierbij 
moet niet alleen worden gedacht aan het toetsen van ontsmettingsmiddelen. 
Ook kan worden gedacht aan systeemaanpassingen, waardoor bijvoorbeeld de 
overlevingskans van pathogenen wordt verkleind. 
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72-73. 
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1991. 
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Er werden onderzoeksresultaten gepresenteerd bij: 

- bijeenkomsten van de NTS (Nederlandse Tuinbouw Studiegroepen) 
- Landelijke Fusarium Werkgroep 
- Werkgroep/contactgroep bodempathogenen en bodemmicrobiologie 
- Cyclamendag 1992 Royal Sluys, Enkhuizen 

- In september 1992 werd deelgenomen aan het 'Third European Seminar: Fusarium, 
Mycotoxins, Taxonomy, Pathogenicity and Host-resistance' te Radzików, Polen. Hier 
werd ook een mondelinge presentatie gehouden. Het gepresenteerde onderzoek is in 
1993 verschenen in de Proceedings van het symposium. 

- In juli/augustus 1993 werd deelgenomen aan het 6th International Congress of Plant 
Pathology in Montreal, Canada. Hier werd een posterpresentatie gehouden. 
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13 Overzicht onderzoek in de periode oktober 1989 tot oktober 1993. 

Onderzoek in 1989 (vanaf oktober) en in 1990: 

Verspreiding van Foc in het eb/vloedsysteem 

4403-1 Verspreiding van Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis bij de teelt van 
Cyclamen op een eb/vloedsysteem. 

4403-3 Verspreiding van Fusarium sporen in een eb/vloedsysteem. 

Overige proeven 

4403-2 Toetsing pathogeniteit van Fusarium oxysporum voor Cyclamen. 
4403-5/6 Populatieontwikkeling van Fusarium oxysporum in het wortelmilieu van 

Cyclamen en uitspoeling van schimmeldeeltjes als gevolg van watergift volgens 
het eb/vloedsysteem. 

Onderzoek in 1991: 

Verspreiding van Foc in het eb/vloedsysteem 

4403-4 Geïnfecteerde planten als inoculumbron voor de verspreiding van Fusarium 
oxysporum in een eb/vloedsysteem. 

Dosis-respons relatie van Foc in het eb/vloedsysteem 

4403-7 Relatie tussen de dichtheid van Fusarium oxysporum sporen in de voedings
oplossing en ziekteontwikkeling bij Cyclamen bij eenmalige besmetting. 

Overige proeven 

3401.06 Verspreiding van Cylindrocladium spathiphylli bij spathiphyllum op een 
eb/vloedsysteem. 

Onderzoek in 1992: 

Dosis-respons relatie van Foc in het eb/vloedsysteem 

3401.03 Relatie tussen de dichtheid van Fusarium sporen inde voedings
oplossingen ziekteontwikkeling bij Cyclamen bij eenmalige besmetting. 

3401.07 Dosis-respons relatie van Fusarium oxysporum bij Cyclamen bij besmetting 
van voedingsoplossing in het eb/vloedsysteem. 
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3401.09 Dosis-respons relatie van Fusarium oxysporum van Cyclamen in grond. 

Overleving van Foc in het eb/vloedsysteem 

3401.08 Overleving van Fusarium oxysporum van Cyclamen in voedingsoplossing. 

Overige proeven 

3401.05 Groei en ontwikkeling van Fusarium oxysporum in de potkluit van Cyclamen. 

onderzoek in 1993 (tot oktober): 

3401.03 Relatie tussen de dichtheid wan Fusarium sporen inde voedings
oplossingen ziekteontwikkeling bij Cyclamen bij eenmalige besmetting. 

3401.05 Groei en ontwikkeling van Fusarium oxysporum in de potkluit van Cyclamen. 
3401.07 Dosis-respons relatie van Fusarium oxysporum bij Cyclamen bij besmetting 

van voedingsoplossing in het eb/vloedsysteem. 
3401.08 Overleving van Fusarium oxysporum van Cyclamen in voedingsoplossing. 
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Bijlage 1 Samenstelling van de in het onderzoek gebruikte voedingsoplossing. 

(Algemeen advies BLGG/ Consulentschap Aalsmeer-Utrecht) 

Stockoplossing (lOOx geconcentreerd) per 1000 liter: 

A: 

B: 

kalksalpeter 
ammoniumnitraat 
Fe-chelaat 

kalisalpeter 
monokaliphosfaat 
kalisulfaat 
bitterzout 
mangaansulfaat 
zinksulfaat 
borax 
kopersulfaat 
natriummolybdaat 

64.8 kg 
7.8 kg 
1.4 kg 

35.4 kg 
20.4 kg 
4.4 kg 
18.5 kg 

85 gram 
95 gram 
12 gram 
12 gram 
12 gram 

EC = 2.0mS/cm, deze werd in de proeven bijgesteld tot 1,0 tot 1,2. 

Verhouding van de elementen: 

NO/ H2P04 S04
2 NH4

+ K+ Ca2+ Mg2+ 

mMol/liter 10.6 1.5 1.0 1.1 5.5 3.0 0.75 
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Bijlage 2 Ligging van de in het onderzoek gebruikte eb/vloedsystemen in de 
kasafdelingen A3 en A4 van het PBN. 
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Bijlage 3 Radiale groei van verschillende door UV-c gemuteerde isolaten van Foc na 
10 dagen op de verschillende media (centimeters). Onder 'index' staat de 
geïndexeerde groei ten opzichte van de grrotste kolonie op betreffende medium. 

Nr 

Wild 
27* 
34* 
1 

20 
3 

22 
35* 
42 
16* 
28* 
17 
23 
50* 
25 
53* 
4* 

37 
57 
19 
32* 

PDA 

4.00 
3.98 
3.95 
3.83 
3.85 
3.80 
3.67 
3.58 
3.60 
3.45 
3.43 
2.95 
2.67 
2.47 
1.82 
1.48 
1.42 
1.32 
1.19 
1.08 
1.08 

index 

100 
100 
99 
96 
96 
95 
92 
90 
90 
86 
86 
74 
67 
62 
46 
37 
36 
33 
30 
27 
27 

PDA+ben. 

1.03 
1.57 
3.80 
3.98 
3.50 
3.82 
3.35 
3.67 
1.65 
3.38 
1.25 
2.78 
2.48 
2.12 
1.45 
1.28 
1.43 
1.26 
1.18 
1.67 
1.13 

index 

26 
39 
95 

100 
86 
96 
84 
92 
41 
85 
31 
70 
62 
53 
36 
32 
36 
32 
30 
42 
28 

KOM. 

2.00 
1.88 
1.92 
1.54 
1.88 
1.90 
1.80 
1.93 
2.17 
1.86 
1.85 
1.97 
1.85 
1.93 
1.57 
1.23 
1.53 
1.42 
1.32 
1.32 
1.32 

index 

100 
94 
96 
77 
94 
95 
90 
97 

109 
93 
93 
99 
93 
97 
79 
62 
77 
71 
66 
66 
66 

KOM.+ben 

0.00 
1.33 
1.76 
1.22 
0.90 
1.87 
1.38 
1.88 
1.73 
1.80 
1.36 
1.58 
1.37 
1.57 
1.40 
1.25 
1.44 
1.42 
1.32 
1.28 
1.27 

. index 

0 
67 
88 
61 
45 

94 
69 
94 
87 
90 
68 
79 
69 
79 
70 
63 
72 
71 
66 
64 
64 
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Bijlage 4 Bepaling van de Maximale Fungicide Concentratie voor Wildtype en 
gemuteerde isolaten van Foc. 

Nr 1 ppm 3 ppm 6 ppm 12 ppm 18 ppm 

Wild 
3 
4 
16 
34 
35 
50 
25 
1 

23 
20 
22 
27 
17 
28 
42 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

55 
109 
113 
99 
108 
110 
93 
95 
81 
96 
93 
60 
112 
47 
101 
91 

0 
88 
96 
86 
110 
103 
116 
94 
57 
62 
82 
31 
80 
24 
31 
35 

0 
131 
102 
89 
97 
87 
86 
92 
84 
82 
46 
23 
19 
28 
15 
3 

0 
133 
109 
100 
91 
91 
78 
88 
95 
89 
44 
24 
18 
21 
11 
3 
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Bijlage 5 Resultaten van de bepaling van het competitief vermogen in vitro van 
Wildtype en gemuteerde isolaten van Foe op PDA. 

Nr hoek in 

Wild 
3 
1 

34 
27 
35 
16 
22 
20 
23 
42 
28 
4 
17 
50 
25 

1.3 
11.8 
12.2 
14.4 
18.2 
25.8 
29.0 
29.4 
36.0 
45.3 
54.0 
58.0 
89.0 
95.2 
96.2 
107.4 
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Bijlage 6 Verloop van de dichtheid van de dichtheid van Foc in voedingsoplossing na 
besmetting met microconidiën (1000 sporen/milliliter), figuur A: tot 350 dagen na 
besmetting, figuur B: detail figuur A. Voor verklaring zie tekst hoofdstuk 4) 
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Bijlage 7 Analyse van resultaten bepalingen dichtheid Foc in voedingsoplossing op 
tafels met behulp van regressianalyse. 

Response variate: sporen 
Fitted terms: Constant + tafel + dao.tafel 

*** Summary 

Regression 
Residual 
Total 

of anal 

d.f. 
? 

44 
47 

ysis *** 

S.S. 

1407.3 
601.0 

2208.3 

m.s. 
469.0? 

18.21 
46.98 

v.r. 
25.77 

Chance -3 -1407.3 469.09 25.77 

Percentage variance accounted for 61.3 

* The following units have large standardized residuals: 

B 4.88 

* * * Estimates of regression coef f ic ients * * * 

constant 
t a fe i 2 
dag.tafel 1 
d a c t a f e i 2 

estimate 
1.17 
4.32 

0.5986 
C.0738 

s.e. 
2. OS 
2. 95 

0.08SS 
0.C£££ 

¥ 

0.56 
1.47 
6.74 
0.S3 

t pr. 
0 • w / / 

0.150 
(.001 
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Bijlage 8 A Verspreidingspatroon van aangetaste planten in de tijd op tafel 11, na 
besmetting van voedingsoplossing in de tank van het eb/vloedsysteem (ca. 1000 
sporen/ml) in proef 4403-1. 
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Eindrapport project 3401 

Bijlage 8 B Verspreidingspatroon van aangetaste planten in de tijd op tafel 12, na 
besmetting van voedingsoplossing in de tank van het eb/vloedsysteem (ca. 1000 
sporen/ml) in proef 4403-1. 
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Eindrapport project 3401 

Bijlage 9 A Verspreidingspatroon van aangetaste planten in de tijd op tafel 7, na 
besmetting van het eb/vloedsysteem door plaatsing van 6 aangetaste planten 
(aangegeven meto) op de tafel in proef 4403-1. 
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Eindrapport project 3401 

Bijlage 9 B Verspreidingspatroon van aangetaste planten in de tijd op tafel 9, na 
besmetting van het eb/vloedsysteem door plaatsing van 6 aangetaste planten 
(aangegeven mets) op de tafel in proef 4403-1. 

T e f o 

-

-

-

all 

i, ^ N ^ e r - w 

* 

• • 
El • 

a& 

„1 d e r d e 

* 

1*S 

p L o n t e n 

1 b 

-e / m d a g 

s 

1 0 5 

o 

« 

s 

« 

3 

a 

i 

o 

T e 

- * 

-

• F e 

-air 

i. 

* 

¥ 

* 

3 

« 

* 

* 

* 

\s&r~ w 

m 

¥ 

* 

Q 

¥ 

-sfc-

• 

J <=! 

¥ 

¥ 

o 

¥ 

i~>3 

m 

T5-

9 

¥ 

D L e n - e e n t / m d a a 1 1 9 

¥ 

¥ * * * 

¥ ¥ ¥ ¥ 

« ¥ 

¥ * * ¥ 

¥ 

Tb • •• * <i 

« 

5 

* 

S 

a 

1 

T e 

-

- * 

•Fe 

2 * 

I, 

¥ 

¥ 

¥ 

5 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

v e r w 

* 

¥ 

¥ 

0 

• 

¥ 

a ö 

0 

i 

¥ 

J d e r d e o L e n - e e n 

* * * 

* * * * 

¥ ¥ 

¥ ¥ 

* * * ¥ 

i « lib 

¥ 

* 

•c / m d a g 

¥ ¥ ¥ 

¥ 

* * ¥ 

¥ 

* 

ê 

1 2 5 

* 

¥ 

¥ 

ö 

« 

s 

4 

3 

a 

o 

T e 

- ¥ 

-

• ¥ 

-

- ¥ 

*=e 

¥ 

¥ 

¥ 

a * 

L 

¥ 

¥ 

¥ 

3 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

* 

¥ 

v e r ~ v« 

¥ 

¥ 

¥ 

* 

• 

¥ 

a o 

CD 

0 

0 

¥ 

" 

¥ 

¥ 

¥ 

J d e 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

r d e 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

l i 

e L 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

e n t 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

i iJ 

e r - i 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

t / m 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

¥ 

d e 

¥ 

¥ 

¥ 

é 

¥ 

¥ 

q 

¥ 

¥ 

¥ 

1 

¥ 

¥ 

¥ 

A<? 

¥ 

¥ 

¥ 

o 



Eindrapport project 3401 

Bijlage 10 Gemiddelde weektemperatuur in de kas op gewashoogte (proef 4403-1). 
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Eindrapport project 3401 

Bijlage 11 Ligging behandelingen in kas A3 en A4 in proef 4403-4 (Foc bij 
Cyclamen, hoofdstuk 6) en in proef 3401.06 (CS bij Spathiphyllum, hoofdstuk 9). 
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Eindrapport project 3401 

Bijlage 12 A Temperatuur (T) en relatieve luchtvochtigheid (L) (etmaalgemiddelden) 
op gewashoogte in kas A3 en A4 in de eerste helft van proef 4403-4 (hoofdstuk 7). 
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Eindrapport project 3401 

Bijlage 12 B Temperatuur (T) en relatieve luchtvochtigheid (L) (etmaalgemiddelden) 
op gewashoogte in kas A3 en A4 in de tweede helft van proef 4403-4 (hoofdstuk 7). 
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Eindrapport project 3401 

Bijlage 13 A Verspreidingspatroon van aantasting van Cyclamen op tafel 11 (proef 
4403-4, behandeling 1). De plaats van de besmette planten die als bron voor Foc 
fungeerden is aangegeven met een GJ. 
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Eindrapport project 3401 

Bijlage 13 B Verspreidingspatroon van aantasting van Cyclamen op tafel 9A (proef 
4403-4, behandeling 2). De plaats van de besmette planten die als bron voor Foc 
fungeerden is aangegeven met een Q. 
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Eindrapport project 3401 

Bijlage 13 C Verspreidingspatroon van aantasting van Cyclamen OD tafel 9B (proef 
4403-4, behandeling 2). 
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Eindrapport project 3401 

Bijlage 14 Verloop dichtheid Foe in voedingsoplossing in het eb/vloedsysteem na 
besmetting met verschillende dichtheden van Foc in proef 3401.071. Gemiddelde 
dichtheid van drie herhalingen met standaardafwijking. 
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Eindrapport project 3401 

Bijlage 15 Verloop dichtheid Foe in voedingsoplossing in het eb/vloedsysteem na 
besmetting met verschillende dichtheden van Foc in proef 3401.07_n. Gemiddelde 
dichtheid van drie herhalingen met standaardafwijking. 
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