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ziekteontwikkeling. Als referentie dienden een chemi-
sche naoogstbehandeling met 35 ml per ton product
Ronilan FL® (vinchlozolin) en een onbehandelde con-
trole.

Bij een teler leidde de veldbehandeling tot een lager
aandeel uitval na de bewaring door Sclerotinia. Het
spuiten met C. minitans na de oogst en de bespuiting
met Ronilan® gaven bij beide telers 4-16% hogere lof-
opbrengsten. Bij één teler kwam dit tot stand door een
verlaging van de kropuitval van 15 % naar 5-7 % door
Sclerotinia aantasting. De dompelbehandeling met C.
minitans gaf wisselende resultaten (-7 tot +19% lofop-
brengst) door minder aantasting van de kroppen als ge-
volg van Sclerotinia, maar door meer aantasting van de
pennen en zijwortels door Phytophthora en Pythium.
De beste biologische bestrijdingswijze van sclerotiën-
rot bij de trek van witlof werd verkregen met een na-
oogst bespuiting met C. minitans, waarvan het effect
vergelijkbaar was met een naoogst bespuiting met het
chemische middel Ronilan®. 
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Botrytis cinerea is een plantpathogene schimmel met
een zeer brede waardplantenreeks. Deze gastheren ma-
ken plantafweerstoffen van uiteenlopende structuur.
Kennelijk kan B. cinerea de toxische effecten van phyto-
alexines en phytoanticipines omzeilen. Verder wordt
het pathogeen geconfronteerd met een scala aan ge-
wasbeschermingsmiddelen, waarvoor het reeds tole-
rantie ontwikkelde. 

Een mechanisme van schimmels om de werking van
antimycotica te beperken is het verminderen van de
netto accumulatie door actieve export met ATP-bin-
ding cassette (ABC) transporters. De superfamilie van
ABC transporters bestaat uit membraan gebonden ei-
witten met een ATP-bindings cassette. Onder verbruik
van ATP transporteren ze een breed spectrum aan stof-
fen over verschillende membranen. Subfamilies wor-
den onderscheiden op basis van de topologische orga-
nisatie van  trans-membraan helices (TM), en de

nucleotide-bindings plaats (NBF). Karakteristiek voor
de NBF zijn de nucleotide-bindings motieven beschre-
ven door Walker en de typische ABC-signature. In gist
bieden ABC-transporters in het PDR network bescher-
ming tegen verschillende stoffen, waaronder fungici-
den en secondaire metabolieten van planten.

Met het PDR5-gen uit gist als probe werden in een ge-
nomische bank van B. cinerea twee genen voor ABC
transporters met een [TM6-NBF]2 topologie gevonden,
BcatrA en BcatrB. Verhoogde expressie van BcatrA kan
worden geïnduceerd door het antibioticum cyclo-
heximide, BcatrB kan geïnduceerd worden door het
fungicide fenpiclonil en resveratrol, een phytoalexine
uit druif. Mutanten waarin BcatrB gedeleteerd is zijn
gevoeliger voor fenpiclonil en resveratrol. Tevens zijn
de (BcatrB mutanten verminderd virulent op druiven-
bladeren, maar niet op planten die geen resveratrol
produceren.

In een ESTbank van B. cinerea zijn sequenties gevon-
den voor elf extra ABC-transporters en vier major facili-
tators welke betrokken kunnen zijn bij bescherming
van de schimmel. Deze ESTs worden door fungiciden
verschillend geïnduceerd in stammen met normale of
verlaagde gevoeligheid voor deze stoffen.
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Antibiotica-producerende Pseudomonas spp. worden
wereldwijd getoetst op hun vermogen om plantpatho-
gene bodemschimmels te onderdrukken. De meeste
aandacht gaat uit naar Pseudomonas spp. die de antibi-
otica 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), phenazine
(Phz), pyrrolnitrine (Prn) of pyoluteorine (Plt) produce-
ren. Hoewel er relatief veel informatie beschikbaar is
over de biosynthese van deze antibiotica én over de ac-
tiviteit van specifieke Pseudomonas isolaten, is er ech-
ter nog weinig bekend over de dynamiek en diversiteit
van natuurlijk-voorkomende Pseudomonas populaties
die deze antibiotica produceren. 

In dit onderzoek, zijn specifieke probes en primers ge-
bruikt en ontwikkeld om de populatiedichtheden en
diversiteit van deze groepen antagonistische bacteriën
te bepalen in de rhizosfeer van tarwe. Hiertoe werden
gronden gebruikt van vijf verschillende landbouwper-
celen, waaronder gronden met een geschiedenis van 14
en 27 jaar continuteelt van tarwe. Phz- of Prn-produce-
rende Pseudomonas spp. waren aanwezig in de rhizo-
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sfeer van tarwe in relatief lage dichtheden van respec-
tievelijk 3x104 en 4x104 CFU/g. Plt-producerende Pseu-
domonas spp. konden niet gedetecteerd worden.
DAPG-producerende Pseudomonas spp. waren aanwe-
zig in de rhizosfeer van tarwe in dichtheden van 2x104

tot 2x106 CFU/g. Met name in gronden met een ge-
schiedenis van 14 en 27 jaar continueteelt van tarwe
waren DAPG-producerende Pseudomonas spp. sterk
verrijkt. Dit onderzoek toonde tevens aan dat deze
gronden ziektewerend zijn voor Gaeumannomyces gra-
minis var. tritici en dat DAPG-producenten ook in Ne-
derlandse ‘take-all-decline’-gronden een belangrijke
bijdrage leveren aan de onderdrukking van deze patho-
gene bodemschimmel. RAPD-analyse toonde aan dat
de populaties DAPG-producerende Pseudomonas spp.
aanwezig in de rhizosfeer van tarwe erg divers zijn. Ge-
zien de breed-spectrum activiteit van DAPG, wordt nu
onderzocht of de diversiteit binnen deze groep antago-
nistische Pseudomonas spp. geëxploiteerd kan worden
voor biologische bestrijding van diverse bodempatho-
genen van andere gewassen. 
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Resistentie van tomaat tegen Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (Fol) is monogeen en dominant. Fol fysio
1 isolaten bevatten het avirulentie gen I-1 (A1) en zijn
avirulent op tomatenlijnen die in het bezit zijn van het
corresponderende resistentie gen (I-1). Deze gen-om-
gen hypothese is ook van toepassing op fysio 3 isolaten
die het avirulentie gen I-3 (A3) bevatten en avirulent
zijn op I-3 tomaten cultivars. Voor de isolatie van beide
Fol genen is gekozen voor een genetische aanpak. Aan-
gezien Fol een fungus imperfectus is en dus geen sexu-
eel stadium bekend is, zijn er para-sexuele kruisingen
gebruikt voor genetische analyses. Een fysio 1 isolaat,
(genotype A1a2a3), en een fysio 3 isolaat, (a1a2A3), zijn
getransformeerd met resp. een phleomycine- en een
hygromycine resistentie marker bevattend plasmide.
Genomische Southern blot analyse heeft aangetoond
dat de meeste transformanten een enkele insertie van
het marker gen hebben. Transformanten zijn geselec-
teerd voor fusie experimenten wanneer een enkele in-
tegratie is geconstateerd en de pathogeniteit gehand-

haafd is (virulent op algemeen vatbare controle culti-
var). Protoplast fusie tussen een phleomycine resitente
fysio 1 transformant en een hygromycine resistente fy-
sio 3 transformant resulteerde in nakomelingen die re-
sistent zijn voor beide antobiotica. Zeventien stabiele
fusieproducten zijn geidentificeerd afkomstig uit expe-
rimenten waarin zeven verschillende ouder combina-
ties zijn gebruikt. Drie van deze zeventien zijn uitvoerig
geanalyseerd op moleculair niveau. Karyotype analyse
met behulp van CHEF-gel electroforese liet zien dat de
drie fusieproducten een vergelijkbaar karyotype heb-
ben met hun fysio 1 ouder. Pathogeniteits testen zijn
uitgevoerd met de stabiele fusieproducten en hun ou-
ders op tomatenlijnen met I-1 en met I-3. Alle drie de
fusieproducten gedroegen zich anders dan hun ouders;
zowel op de I-1 als op de I-3 plantenlijn waren zij aviru-
lent en worden daarom aangeduid als ‘avirulentie re-
combinanten’. AFLP analyses lieten zien dat aan de ge-
netische samenstelling van twee van de drie
fusieproducten 95-97% wordt bijgedragen door de 
fysio 1 ouder. De overige 5-3%, afkomstig van de fysio 3
ouder, wordt verantwoordelijk geacht voor het verkrij-
gen van A3. Zes polymorfismen zijn geidentificeerd die
corresponderen met het fenotype van de drie fusie-
producten. Deze polymorfe DNA fragmenten zijn
gesequenced en worden gebruikt voor localisatie van
A3.
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Bruinrot is een quarantaineziekte van aardappel die
veroorzaakt wordt door de bacterie Ralstonia (Pseudo-
monas) solanacearum. Na de uitbraak van bruinrot in
1995 in Nederland worden door de Plantenziektenkun-
dige Dienst en de NAK aardappelpartijen getoetst op
het voorkomen van deze ziekte. De richtlijn in het toet-
singsprotocol geeft aan dat per partij per 25 ton aard-
appelen een monster van 200 knollen  wordt genomen.
Bij 1,5% bruinrotbesmetting, random verdeeld in de
partij, is er 95% kans op het vinden van een besmette
knol.

Het aantonen van de bacterie vindt plaats door middel
van een voorscreening van aardappelextracten met im-
munofluorescentie microscopie (IF-toets). Bevestiging
vindt plaats via isolatie en karakterisering met behulp
van uitplaten op een selectieve voedingsbodem, en na
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