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De gemiddelde score van aantasting aan de buitenkant van de stengel was het laagst in de behandeling met 
champost in vergelijking met de andere behandelingen op bio-voeding, die geïnoculeerd zijn met Pythium 
(Figuur 3.25).

De ziekte ontwikkelde zich zeer traag. Bij de eindbeoordeling, na 12 weken teelt, was maar 6% van de planten 
op minerale voeding (+Pythium) vergeeld of verwelkt (teelt op steenwol) (Figuur 3.26A). Terwijl bij de planten 
op bio-voeding (+Pythium) 38% van de planten was vergeeld (teelt op steenwol). Vergeling van de planten 
op kokos was minder zichtbaar dan op steenwol (Figuur 3.26B). Planten in de behandeling met champost (op 
steenwol en kokos) waren niet vergeeld of verwelkt. 

Een groot percentage van de planten was zichtbaar aangetast door Pythium aan de binnenkant van de stengel 
(Figuur 3.27), maar de infectie was niet ernstig (Figuur 3.28).

Figuur 3.24 Ontwikkeling van Pythium-aantasting aan het buitenkant van de stengelvoet van komkommers in 
verschillende behandelingen in steenwol (A) en kokos (B) substraat over de tijd. (wekelijkse beoordeling vanaf 
week 5 van de teelt, 10 augustus 2020).
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Figuur 3.25 Gemiddelde score van Pythium-aantasting (met standaard deviatie, SD) aan de buitenkant van de 
stengelvoet van komkommers in verschillende behandelingen in steenwol (A) en kokos (B) substraat over de 
tijd. (wekelijke beoordeling, vanaf week 5 van de teelt; score 0 (gezond) t/m 3). (volledig verwelkte plant).
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Figuur 3.26 Symptomen van Pythium-aantasting aan het eind van de proef (week 12), als vergeling en 
verwelking van de plant, in komkommers in verschillende behandelingen in steenwol (A) en kokos (B).
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Figuur 3.27 Symptomen van Pythium-aantasting aan het eind van de proef (week 12), als aantasting van de 
binnenkant van de stengel in verschillende behandelingen in steenwol (A) en kokos (B) substraat.
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Figuur 3.28 Gemiddelde score van Pythium-aantasting (met standaard deviatie, SD) binnenkant van 
stengelvoet van komkommers in verschillende behandelingen in steenwol (A) en kokos (B) substraat 
(beoordeling: week 12 van de teelt).

Er waren ook duidelijke verschillen in de beworteling tussen steenwol en kokos, maar ook tussen minerale 
voeding en bio-voeding (Figuur 3.29A en B). In steenwol waren in het algemeen meer wortels zichtbaar aan de 
onderkant van de mat, in vergelijking met kokos. Komkommerplanten met minerale voeding hebben ook meer 
wortels gemaakt aan de onderkant van de mat in steenwol ten opzichte van bio-voeding (Figuur 3.29A en B).
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Figuur 3.29 Gemiddelde score van hoeveelheid komkommerwortels aan het einde van de proef (met standaard 
deviatie, SD in verschillende behandelingen in steenwol (A) en kokos (B) substraat (beoordeling: week 12 van 
de teelt).

3.4.2	 Pythium infectie in jonge komkommerplanten

Pythium symptomen waren niet heel sterk ontwikkeld in de kasproef (niet veel planten zijn uiteindelijk 
verwelkt). Om te controleren of de gebruikte Pythium virulent was voor de komkommer, hebben wij een nieuw, 
klein kasexperiment ingezet met jonge komkommerplanten (cultivar Hi Power), direct uit opkweek, die zijn 
geïnoculeerd met door Pythium aangetaste wortels uit de matten in de grote proef. Deze planten hebben de 
Pythium symptomen ontwikkeld na ongeveer anderhalve week in de kas (Figuur 3.30). De gebruikte pathogeen 
is dus virulent op komkommer. Waarschijnlijk was de ontwikkeling van de populatie van de pathogeen te traag 
en te laat in de grote kasproef om uitval van komkommers te veroorzaken. Pythium is het meest virulent op jong 
plantmateriaal, met pre-emergence en post-emergence damping-off (verwelking) symptomen. Oudere planten 
worden geïnfecteerd bij hoge ziektedruk en wanneer planten verzwakt zijn door bijvoorbeeld verkeerd klimaat of 
waterhuishouding in de matten.
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 Figuur 3.30 Voorbeelden van Pythium-infectie in jonge komkommerplanten (direct uit opkweek) anderhalve 
week na inoculatie met Pythium oösporen uit de grote kasproef waar weinig Pythium schade zichtbaar was.

3.5 Resterende metingen substraatproef 2019

Monsters, die genomen zijn in de twee kasproeven in 2019, op veen groeimedium met twee verschillende 
organische meststoffen met en zonder planten (pottomaat), zijn ook geanalyseerd met qPCR’s op aanwezigheid 
van totale bacteriën (16S rDNA gen), amoA gen, chiA gen en aiiA gen. 

3.5.1 Proef met veen groeimedium zonder planten

Monsters, genomen aan het eind van de proef, zijn onderzocht met qPCR op aanwezigheid van bacteriën (16S 
rDNA), chitinase (chiA gen), genen voor eerste stap van nitrifi catie (amoA) en aiiA lactonase (aiiA gen). 

Gemiddelde hoeveelheid kopieën van 16S rDNA gen/cm3 in veen varieerde tussen 6.03*106 (LOG10=6.78) 
kopieën 16S rDNA /cm3 en 1.75*108 (LOG10=8.71) kopieën 16S rDNA /cm3 (Figuur 3.31). Gemiddelde 
hoeveelheid kopieën van 16S rDNA gen/cm3 was hoger in behandelingen met EcoMix 4 in vergelijking met 
behandelingen met Viscotec (Figuur 3.31). 
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Figuur 3.31 Gemiddelde aantal kopieën van 16S rDNA gen/cm3 substraat in verschillende behandelingen (twee 
meststoffen: EcoMix4 en Viscotec, met en zonder biochar, chitosan hydrochloride) in veen substraat aan het 
einde van de teelt.

Gemiddelde aantal kopieën van amoA gen (Figuur 3.32) en chitinase chiA gen (Figuur 3.33) waren ook hoger 
in behandeling met EcoMix4 in vergelijking met Viscotec. Chitinase gen chiA was onder detectie niveau in 
behandelingen met Viscotec en chitosan of biochar (Figuur 3.33). Lactonase gen (aiiA) was onder detectie niveau 
in alle behandelingen (zowel met Viscotec als EcoMix4).

Figuur 3.32 Gemiddelde aantal kopieën van amoA gen/cm3 substraat in verschillende behandelingen (twee 
meststoffen: EcoMix4 en Viscotec, met en zonder biochar, chitosan hydrochloride) in veen substraat aan het 
einde van de teelt.
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Figuur 3.33 Gemiddelde aantal kopieën van chiA gen/cm3 substraat in verschillende behandelingen (twee 
meststoffen: EcoMix4 en Viscotec, met en zonder biochar, chitosan hydrochloride) in veen substraat aan het 
einde van de teelt.

3.5.2	 Proef met veen groeimedium met planten (pottomaat)

Monsters, genomen halverwege de proef, zijn onderzocht met qPCR’s op aanwezigheid van bacteriën (16S 
rDNA), chitinase (chiA gen), genen voor eerste stap van nitrificatie (amoA) en aiiA lactonase (aiiA gen). 

Gemiddelde hoeveelheid kopieën van 16S rDNA gen/cm3 in veen varieerde tussen 2.11*108 (LOG10=8.32) 
kopieën 16S rDNA /cm3 en 1.11*109 (LOG10=9.04) kopieën 16S rDNA /cm3 (Figuur 3.34). Gemiddelde 
hoeveelheid kopieën van 16S rDNA gen/cm3 was hoger in behandelingen met EcoMix 4 in vergelijking met 
behandelingen met Viscotec (Figuur 3.34). Gemiddelde aantal kopieën van amoA gen (Figuur 3.35) en chitinase 
chiA gen (Figuur 3.36) waren ook hoger in behandeling met EcoMix4 in vergelijking met Viscotec. Lactonase gen 
(aiiA) was onder detectie niveau in alle behandelingen (zowel met Viscotec als EcoMix4).
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Figuur 3.34 Gemiddelde aantal kopieën van 16S rDNA gen/cm3 substraat in verschillende behandelingen 
(twee meststoffen: EcoMix4 en Viscotec, in verschillende concentraties) in veen substraat tijdens de teelt van 
pottomaat.

Figuur 3.35	 Gemiddelde aantal kopieën van amoA gen/cm3 substraat in verschillende behandelingen (twee 
meststoffen: EcoMix4 en Viscotec, in verschillende concentraties) in veen substraat tijdens de teelt van 
pottomaat.



Vertrouwelijk WPR-1052 | 53

Figuur 3.36 	Gemiddelde aantal kopieën van chiA gen/cm3 substraat in verschillende behandelingen (twee 
meststoffen: EcoMix4 en Viscotec, in verschillende concentraties) in veen substraat tijdens de teelt van 
pottomaat. 
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4	 Algemene discussie en conclusies

4.1	 Discussie

Dit project heeft tot nu toe bijzonder veel zorgvuldig verzamelde data opgeleverd. Deze data wijken op een 
aantal belangrijke punten af van het gangbare beeld van microbiële activiteit in de wortelomgeving van steenwol 
en kokos en de invloed van chemische en organische meststoffen daarop. Dit betekent dat het veralgemenen 
van conclusies voorlopig heel voorzichtig moet gebeuren. De invloed van andere factoren dan groeimedium of 
vorm van de voeding lijkt niet alleen soms doorslaggevend, maar is ook op sommige momenten veel groter 
dan de effecten van de hier gebruikte groeimedia of al dan niet hier gebruikte organische voeding. Er is zonder 
twijfel veel te leren, we beginnen de dynamiek langzaamaan in beeld te krijgen maar we zijn nog lang niet in een 
positie dat we de gebeurtenissen in het wortelmilieu met vertrouwen kunnen voorspellen of sturen. 

4.1.1	 Substraatcondities

In het voorgaande verslag over de proeven in 2019 is al aangegeven dat we er vanuit gaan dat de ontwikkeling 
van de activiteit van specifieke micro-organismen in praktijk voornamelijk afhangt van watergehalte, 
temperatuur, zuurgraad en de beschikbaarheid van een toegankelijke koolstofbron. De consequentie is dat in 
teeltproeven wordt gestreefd naar een constant niveau van temperatuur, watergehalte, zuurgraad en aanvoer 
van een geschikte koolstofbron. Dat is in beide proeven (2019 en 2020) zeker niet het geval geweest. Hoewel dit 
het aantal mogelijke interacties wel erg groot maakt, is dit niet altijd slecht voor de proef; het kan ook informatie 
leveren over wanneer klimaatfactoren de activiteit van een groep micro-organismen gaan beïnvloeden. En 
de schommelingen in temperatuur, watergehalte, zuurgraad en aanvoer van een geschikte koolstofbron laten 
ook zien welke combinaties van groeimedia en meststoffen deze schommelingen nog kunnen stabiliseren. We 
bespreken daarom eerst de omgevingsfactoren kastemperatuur, watergehalte, zuurgraad en aanvoer van een 
geschikte koolstofbron. Daarna gaan we in op de voedingsanalyses.

Temperatuur
Wat betreft temperatuur was er in 2019 en 2020 (Augustus) sprake van een hittegolf tijdens de groei van de 
planten. Temperatuur heeft een direct verhogend effect op de microbiële activiteit (in de range 20-35 graden). 
In 2019 resulteerde dat in het versneld vrijkomen van voedingsionen uit EcoMix4. De resulterende hogere EC 
leidt tot donkerder planten met een hoger droge stofgehalte maar een kleiner bladoppervlakte bij de hogere 
doseringen. In 2020 is dat effect beperkt omdat alleen nitraat in grote hoeveelheden uit deze specifieke 
organische voeding moest worden vrijgemaakt. Deze conversie verliep over het algemeen vlot genoeg, waarover 
later meer. 

Watergehalte
Een indirect gevolg van de hoge temperaturen was dat het watergehalte in de proef bij aanvang en met name in 
de kokosmatten te laag was (40% v/v). Toen de gift werd bijgesteld liep de EC op naar EC 6.0 in de steenwol op 
minerale voeding, ook een indirect gevolg van de hoge temperatuur. De hogere plantverdamping ging namelijk 
niet samen met een evenredig hoger voedingsverbruik, waardoor voeding rond de wortels accumuleerde. Dit is 
later gecompenseerd door een lagere aanvoer-EC waardoor de drain-EC later (September) weer wat aan de lage 
kant werd. 

Zuurgraad
Een ander gevolg van het aanvoeren van veel liters naar de plant was dat de hoeveelheid ammonium veel 
groter werd dan de plantbehoefte. Omdat de plant bijna alle aangevoerde ammonium ook opneemt, en omdat 
de opname van ammonium de pH rond de wortels verlaagt, daalde de pH met name in de steenwol op minerale 
voeding van 7.5 naar 4.5, dat zijn 3.0 pH-eenheden. Dit pH verlagende effect was maar 1.5 pH-eenheid voor 
kokos met minerale voeding. Voor steenwol met biologische voeding was de pH-verlaging 1.2 pH-eenheden en 
voor kokos met biologische voeding maar 0.1 pH-eenheid. De gevoeligheid voor pH schommelingen is dus sterk 
afhankelijk van het groeimedium EN van de soort meststof.
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Koolstofbron
In deze proef zijn er vier bronnen van koolstof voor de micro-organismen beschikbaar; koolstof die vrijkomt uit 
het groeimedium; koolstof die vrijkomt uit de plant; koolstof die vrijkomt uit de voeding en koolstof die vrijkomt 
uit de toeslagstoffen. 

Groeimedium (1)
De “16S” aantallen laten zien dat het aantal bacteriën in steenwol iets hoger ligt dan in kokos (10^9.2 tegen 
10^8.7). Dat is tegen de verwachting in. Hierbij moet wel bedacht worden dat kokos een materiaal is dat veel 
schimmelactiviteit kent vanwege de hoge gehalten lignine en cellulose, terwijl steenwol die materialen niet bevat 
en daarom veel minder schimmelactiviteit kent. We zouden daarom kunnen veronderstellen dat het ontbreken 
van concurrentie met de schimmels ervoor zorgt dat er meer bacteriën in de steenwol actief zijn dan in de kokos. 
Een moeilijkheid bij het vergelijken van bacteriën en schimmels is dat DNA analyse een vergelijking biedt van 
aantallen cellen. Omdat schimmelcellen 10-50 keer groter zijn, blijft het moeilijk een indruk te krijgen van de 
effecten van het verschil in vrijkomen van koolstof uit de materialen. 

Groeimedium (2)
De OUR metingen laten zien dat de hoeveelheid koolstof die vrij komt uit kokos per eenheid volume van het 
substraat toch drie keer zo hoog is als voor steenwol. Nu is de actuele hoeveelheid koolstof die vrijkomt wel een 
stuk lager dan het getal van de OUR. De OUR meet tenslotte de afbraaksnelheid zonder beperkingen door T, 
water en zuurgraad. Toch zien we in het veld géén hogere, maar juist een wat lagere hoeveelheid bacteriën in 
kokos. Het blijft daarbij wel mogelijk dat er in kokos meer schimmels actief waren. 
 
De plant
De maximale afbreeksnelheid volgens de OUR is voor steenwol maar drie keer lager dan voor kokos. Kokos bevat 
bij aanvang 98%w/w organische stof en steenwol maar 2%w/w, terwijl dat bovendien een behoorlijk stevig 
bindmiddel is. Daarom lijkt het redelijk te veronderstellen dat de organische stof die vrijkomt niet zozeer die van 
de steenwol zelf is maar organische stof van plantenwortels in de monsters. Dat betekend dan dat de waarde 0.2 
mmol O2 per uur per L substraat vooral door wortels veroorzaakt wordt. Eenzelfde waarde komt waarschijnlijk 
ook vrij uit de wortels in de kokos monsters. Uit de kokos komt dan nog ruwweg 2 keer zoveel koolstof vrij (OUR 
0.4 mmol/h/L uit kokos, 0.2 mmol/h/L uit wortels, samen 0.6 mmol/h/L).

De voeding
De effecten van de 2 soorten voeding op de bacterietelling met “16S” zijn gelijk voor steenwol. Voor kokos 
is de bacterietelling “16S” met biovoeding zelfs lager (10^8.5 versus 10^9.0) dan voor minerale voeding. Dat is 
opvallend. Weliswaar is de hoeveelheid koolstof die met de organische voeding meekomt niet erg hoog, 40-60 
mg/L versus 3-5 mg/L voor minerale voeding, omdat Van der Knaap voeding grotendeels mineraal is. Het was de 
bedoeling dit aandeel op te hogen door 50 mg/L in de vorm van Viscotec bij te voegen. Dat bleek echter te leiden 
tot een bijzonder lage pH al in de voorraadbakken en de Viscotec is daarom terug gebracht tot een hoeveelheid 
overeenkomend met 5 mg/L. Omdat de aanvoer van de koolstof via de voeding door de hoge watergiften zeker 
niet gering is (een schatting is 50 mg/L maal 4 L/m2/dag maal 84 dagen = 17 gram/m2), blijft de vraag door 
welke organismen, anders dan de “16S” bacteriën, deze koolstof is opgenomen. 

Toeslagstoffen
Er zijn geen duidelijke effecten van de toeslagstoffen op de totale microbiële activiteit en dat werd, gezien 
de beperkte hoeveelheid toegediende koolstof (<10 g droge stof met een vrij lage afbraaksnelheid) en de 
toedieningsplek direct onder het blok, ook niet verwacht. 

Voedingselementen
Om de vergelijking van steenwol matoplossing met kokosmat 1:1,5 monsters mogelijk te maken, zijn de 
hoeveelheden in het kokos 1:1.5 extract omgerekend naar kokos matoplossing. 
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De EC (totale hoeveelheid voeding)
Van Juli tot begin Augusts is er een toename in het bodemvocht zichtbaar (van 3.0 naar 5.0 dS/m), gevolgd door 
een afname (naar 3.0 dS/m) en vervolgens weer een lichtere toename in alle behandelingen (tot gemiddeld 4.0 
dS/m) (Figuur 3.3). Deze schommeling geldt voor alle hoofdelementen en hing vlak na 22 juli samen met een 
te lage aanvoer in liter en vóór 10 September met een te lang volgehouden lage aanvoer-EC (ingesteld ivm de 
hittegolf begin Augustus).

Stikstofvormen
Nitraat- en ammoniumconcentraties waren in het steenwolsubstraat voortdurend hoger dan in het 
kokossubstraat. Nitraat- en ammoniumconcentraties waren in behandelingen met minerale voeding ook 
voortdurend hoger dan in de bio-voeding voeding. De oorzaak is de iets hoger aanvoer in de minerale voeding 
in combinatie met een iets hoger kaliumgehalte. Daarnaast is in de aanvoer van de biologische voeding een deel 
van de stikstof (on de Viscotec) nog in eiwitvorm en moet dus worden omgezet. Het gevolg is dat de planten 
op biovoeding in de opkweek beduidend minder bladoppervlakken vormen (30-50% minder). Daarom is de 
lichtonderschepping van deze planten als ze in de kas geplant worden structureel lagere dan voor de planten op 
minerale voeding, tot het moment dat de bladeren alle invallend licht onderscheppen, na ongeveer 10-14 dagen 
(plus twee weken opkweek). Hierbij speelt een rol dat de gebruikte biovoeding geoptimaliseerd was voor paprika 
(inclusief een hoger boriumgehalte) waardoor de nitraat bij gelijke EC, 13 ipv 17 mmol/L was en de kalium 4.3 
ipv 8.0 mmol/L. De verwachting is daarom dat de groei van het bladoppervlakte in de kritische fase tot het 
blad sluit, aanzienlijk versneld kan worden door het nitraat- en vooral het kaliumgehalte in de biovoeding te 
verhogen. 

pH en ammonium
Dit is afdoende behandeld onder het kopje “zuurgraad”.

Gewasgehalten
Ondanks de verschillen van de aangevoerde voeding met de bemestingsadvies basis, waren alle gehalten 
in de plant binnen de normale grenzen voor een gezonde plant (afgezien van borium waarvan de oorzaak is 
besproken).

Nitrificatie in steenwol
In de steenwol met minerale voeding was er tijdelijk een redelijk hoog gehalte ammonium (1.0 mmol/L) en ook 
waren er in steenwol met minerale EN biovoeding af en toe relatief hoge maar voor het gewas niet bijzonder 
gevaarlijke pieken in nitriet (tot 0.25 mmmol/L) in de drain te zien. Het is echter de vraag of actieve nitrificatie 
proces kon plaatsvinden. Aantallen kopieën van amoA (104-5 per cm3) gen zijn tot 10000x lager dan aantallen 
kopieën van 16S rDNA (totale bacteriën, 108-9 per cm3), wat betekend dat nitrificerende bacteriën waarschijnlijk 
geen belangrijke rol spelen in steenwol. Er is bijna net zoveel amoA gen gevonden werd in minerale dan 
in biovoeding (10^4.5 versus 10^4.8). In kokos werd de detectie limiet van amoA niet gehaald. Nitrificerende 
bacteriën hebben ammoniak nodig (geen ammonium). In substraat aanwezig ammonium was waarschijnlijk snel 
opgenomen door andere micro-organismen in het substraat.

4.1.2	 Microbiologie en ziekte

Er zijn verschillen waargenomen in aantallen van verschillende, functionele groepen van micro-organismen in 
verschillende groeimedia (steenwol, kokos en veen).

Hoogste aantallen van kopieën 16S rDNA gen/cm3 zijn gemeten in steenwol (rond 109 kopieën/cm3), terwijl in 
kokos en veen tussen 108-109 kopieën 16S rDNA/cm3 gevonden zijn.

In steenwol en kokos zijn grote aantallen kopieën van lactonase aiiA gen gevonden (tussen 105-107 kopieën), 
terwijl die in veensubstraat onder detectie limiet gebleven zijn. Lactonase aiiA is een gen specifiek voor sommige 
stammen van verschillende Bacillus soorten. Uit NGS sequencing van veen substraat, in andere onderzoeken 
van WUR Glastuinbouw, blijkt dat Bacillus van nature bijna niet aanwezig is in veen substraat, met <0.1% van 
relatieve aanwezigheid in totale aantal gevonden sequenties. 
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Ammoniak oxiderende bacteriën zijn gevonden in veen monsters uit proeven in 2019 en in steenwol substraat 
in proef 2020. In 2020 waren er bijna geen nitrificerende bacteriën gevonden in kokos. Aantallen van deze 
bacteriën in steenwol in proef van 2020 waren vele malen lager dan in veen in proeven in 2019. 

Reden daarvoor ligt waarschijnlijk bij de keuze van de meststof voor de proeven. In 2019 waren er twee type 
organische meststoffen gebruik: Viscotec en EcoMix 4. Beide bevatten veel organisch N, die gemineraliseerd en 
genitrificeerd kan worden. In 2020 is er bio-voeding van van der Knaap gebruikt in de proeven. Deze voeding is 
geproduceerd uit organische bronnen, maar in het eindproduct aanwezige N is al in minerale vorm (voornamelijk 
nitraat). Nitrificerende bacteriën ontwikkelen zich niet in grote aantallen op dit soort voeding, omdat die 
continu aanvoer nodig hebben van ammoniak voor hun metabolisme. Dankzij oxidatie van ammoniak en nitriet 
krijgen deze bacteriën energie voor hun metabolisme. Deze groep bacteriën gebruikt ook geen organische 
koolstof, maar CO2. Vergelijkbare ontwikkeling is waargenomen in andere onderzoeksprojecten (bijvoorbeeld 
Grunert et al. 2016a).

In de proeven in 2020 zijn er geen significante verschillen waargenomen, wat betreft effect van verschillende 
meststoffen (minerale vs. biovoeding) op ontwikkeling van functionele groepen micro-organismen. Bio-voeding 
(+/-0.2g Viscorec/L) bevatte waarschijnlijk toch te weinig organisch stof (C org. in biovoeding alleen=26 mg 
C/L, in bio-voeding +0.2g Viscotec/L= 60mg C/L) om de specifieke microbiële groepen te stimuleren. Ons doel 
was om de hoeveelheid organisch C significant te verhogen met 2g Viscotec/L biovoeding (org C zou dat rond 
370mg C/L zijn), maar combinatie van deze dosering van Viscotec met biovoeding leidde tot pH schommelingen 
in de teelt. 

Hoge potentiële exochitinase activiteit en chiA gen aantallen in steenwol zijn te verklaren door te kijken naar 
micro-organisme die in substraat aanwezig zijn tijdens de teelt. Voor de proef in 2020 is er (nog) geen NGS 
analyse uitgevoerd, maar uit voorgaande onderzoeken bij WUR Glastuinbouw (niet gepubliceerd data) blijkt dat 
in steenwol, tijdens de teelt van komkommer, zich een bacteriële microbioom ontwikkelt dat potentieel chitine 
kan afbreken, met dominantie van bacteriën uit geslachten zoals Chitinophaga, Streptomyces, Flavobacterium 
en Pseudomonas. Veel soorten bacteriën uit bovengenoemde geslachten kunnen actief zijn in afbraak van 
chitine. 

Uit resultaten van de proeven in 2019 is duidelijk dat hogere doseringen van organisch meststof resulteren 
in hogere aantallen amoA gen kopieën in substraat en productie van nitraat. Dat betekent dat nitrificerende 
bacteriën (en misschien ook Archaea) zich goed konden ontwikkelen in veen substraat. Afwezigheid van aiiA 
gen kan in verband gebracht worden met lage relatieve aanwezigheid van bacteriën uit geslacht Bacillus. 
Verschillende onderzoeken, met behulp van NGS analyse, wijzen op lage relatieve aanwezigheid van Bacillus 
geslacht in veen (Blaya et al. 2016; Carrasco et al. 2019).

Aanwezigheid en activiteit van functionele bacteriële groepen, en waarschijnlijk ook taxonomisch diversiteit, 
kan dus significant verschillen tussen verschillende groeimedia (steenwol, kokos en veen). Informatie over 
taxonomisch diversiteit in glastuinbouw groeimedia is gelimiteerd. Niettemin, verschillen in taxonomisch 
diversiteit in glastuinbouw groeimedia, inert vs organisch of verschillende organische groeimedia, zijn al eerder 
in kaart gebracht (Grunert et al. 2016b; Montagne et al. 2017).

4.1.3	 Plantengroei

Na een tragere start op het kokossubstraat zijn de planten na 2 maanden teelt gelijk in lengte en in bladgrootte, 
ongeacht de behandeling. De meeste planten oogden vitaal. De groei en oogst zijn niet kwantitatief gevolgd, 
aangezien het onderzoek zich richtte op ziekteverschijnselen. Zodoende zijn eventuele oogstverschillen als 
gevolg van de behandelingen niet bekend. 
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4.2	 Conclusies

De conclusies van dit onderzoek worden hier gepresenteerd in volgorde van de volgende deelonderwerpen: 
de voeding met nutriënten waaronder C, de ziektesymptomen van de biotoets, de genexpressie van enkele 
relevante genen, en de microbiële activiteit. 

Voeding in relatie tot substraat, fertigatie en toeslagstof
De proeven zonder en met planten (2019) en biomeststof met veel (2019) en weinig C (2020) duiden al op het 
belang van:
1.	 Voldoende aanvoer van microbieel beschikbare C. De mat is hier niet doorslaggevend i.e. kokos is niet per 

definitie rijker in specifieke, functionele micro-organismen dan steenwol substraat.
2.	 De rol van de plant om fluctuaties in microbiële activiteit te dempen.

In 2020 blijkt:
a.		 De mat en de biovoeding zijn belangrijke dempers van fluctuaties in de omgevingsfactoren kastemperatuur, 

watergehalte, zuurgraad en aanvoer van een geschikte koolstofbron. 
b.		 De C-aanvoer via de gebruikte biovoeding was te beperkt om een rol te spelen als microbiële motor. Dit 

kwam door de lage C-gehalten in de voedingsoplossing en de ingeperkte toevoer van Viscotec (om te hoge 
zuurgraad en nitriet te voorkomen).

Punt b betekent dat bij gerichtere sturing van de functionele groepen een kwantificatie nodig is van alle 
betrokken C-bronnen: C-voeding, C-substraat, C-toeslagstoffen en C-plant; dit zal in het vervolg meegenomen 
moeten worden (al die factoren zijn kwantificeerbaar).
De proef met veen in 2019 liet zien dat nitrificerende bacteriën zich goed konden ontwikkelen in veen substraat. 
Terwijl in proef in 2020 ontwikkeling in steenwol beperkt was en niet meetbaar in kokos. Daarnaast was juist het 
aantal kopieën van het lactonase aiiA gen lager in veen dan in steenwol en kokos.

Plantziekte door Pythium
Ziekteontwikkeling was beperkt. Planten op steenwol lieten meer schade door Pythium zien dan op kokos, terwijl 
de verschillende additieven onderling maar beperkt verschilden in onderdrukking van ziekteontwikkeling.

qPCR’s
De qPCR-analyses laten zien dat onderzochte, functionele groepen van micro-organismen, verantwoordelijk voor 
ammoniak oxidatie (eerste stap in nitrificatie; amoA gen), afbraak van chitine (chitinase gen, chiA) en afbraak 
van signaalstoffen van o.a. plantpathogene bacteriën (lactonase, aiiA gen) in grotere aantallen/cm3 substraat 
aanwezig zijn in steenwol dan in kokos.

Microbiële activiteit
Totale microbiële activiteit, gemeten als potentieel zuurstof verbruik, was hoger in kokos dan in steenwol, maar 
bleef niettemin op een laag niveau, in vergelijking met data uit andere onderzoeken voor bijvoorbeeld compost. 
Potentiele exochitinase activiteit was hoger in steenwol dan in kokos. 
Er is geen duidelijk verschil waargenomen in effecten van gebruikte meststof (minerale tov biologisch 
geproduceerd) op aanwezigheid en activiteit van onderzochte functionele groepen micro-organismen. 



60 | WPR-1052



Vertrouwelijk WPR-1052 | 61

5	 Vooruitblik

Uit dit rapport blijkt dat klimaatfactoren een grote invloed hebben op functioneren van de microbiële en 
plantgerelateerde processen. Dit is op zich niets nieuws, wel bieden de waarnemingen inzicht in de precieze 
invloed van bijvoorbeeld hoge temperaturen of EC. Die kennis kunnen we vervolgens gebruiken om een 
geschikte teeltstrategie te bepalen.

Desalniettemin zijn de voeding en substraat essentieel in stimulering van de microbiële functies. Dit moet met 
significante, gerichte sturing worden beïnvloed t.b.v. verhoogde weerbaarheid. De huidige resultaten kunnen 
maatgevend zijn voor type substraat en dosering van de voeding om die weerbaarheid te bereiken.
Om de kennis van een weerbaar wortelmilieu te verbreden en toepasbaar te maken naar een grotere groep 
teelten en teeltsystemen, zijn ook proeven nodig met andere ziekten dan Pythium, en andere gewassen dan 
komkommer. Dit project heeft in 2019 met tomaat gewerkt maar daar werd geen ziekte geïntroduceerd en dus 
geen biotoets verricht. Komend jaar (2021) oriënteren we ons daarom op toetsing van andere systemen.

Naast extra proeven zal de gegenereerde kennis worden gebruikt om een rekenmodel te ontwikkelen om het 
gedrag van de functionele groepen in de diverse substraten en groeicondities te voorspellen. Dit model kan 
vervolgens ondersteuning bieden bij het ontwikkelen van een teeltstrategie die de functionele groepen, en 
daarmee de weerbaarheid, optimaal stuurt.
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Bijlage 1	� Bemonstering substraat voor 
chemische en microbiologische 
analyse 

In week 28 (6 juli) werden de planten naar de proef kas overgeplaatst, waarna 3 meetmomenten voor 
microbiologische analyses en chemische analyses van het substraat volgden:
1.	 2 weken na de start van de proef (week 30 op 20 en 21 juli), een paar dagen voor de Pythium toediening op 

23 juli.
2.	 5,5 weken na de start van de proef (week 32 op 6 en 7 augustus).
3.	 10 weken na de start van de proef (week 37 op 9 en 10 september). 

Per meetmoment werd per behandeling telkens 3 verschillende matten bemonsterd voor microbiologische 
en chemische analyses. Met een appelboor werd op 4 plaatsen per mat bemonsterd (Figuur 3) om zo een 
representatief monster per mat de krijgen. Ieder sub-monster omvatte de gehele doorsnede (hoog tot laag) van 
de mat met een volume van 30 ml (r=1cm, h mat = 10 cm->pi*r2*h)=31.4 cm3 ≈ 30 ml). De sub-monsters 
werden samengevoegd tot één monster van 120 ml per mat en gewogen. Het mengen tot een homogeen 
monster werd gedaan met een lepel (kokosmat) of met schaar verknipt (steenwolmat) en daarna vermengd 
met een lepel. Een deel werd gebruikt om direct de chitinase activiteit te meten, een deel werd gebruikt voor 
de chemische analyses en de rest werd bij -80⁰C ingevroren voor latere DNA-analyses. We kozen ervoor om 
vrij dichtbij de plant en toediening van de toeslagstoffen te bemonsteren, zodat de micro-organismes die goed 
gedijen onder de omstandigheden van de toediening mee bemonsterd werden. Vooral in het begin van de proef 
als de mat nog niet veel doorworteld was, verwachtten we dat niet overal in de mat deze micro-organismes goed 
verspreid zouden zijn. De tweede en derde bemonstering bemonsterden we circa 5 cm verder weg vergeleken 
met het eerste meetmoment (betere doorworteling van de mat). 

Figuur B.1 Bovenaanzicht mat. Witte stippen: bemonstering plekken met appelboor, 
 
groen: 2 planten,  

 
beige: mat opening bij plant waar toediening plaatsvindt.

Tegelijkertijd werden ook watermonsters voor voedingsanalyse genomen uit de mat. Voor de steenwolmatten 
werd met een 50 ml spuit op 2 plekken in de mat een watermonster uit de mat getrokken. Dezelfde 3 matten als 
de substraat monsters per meetmoment werden hiervoor gebruikt. De sub-monsters werden samengevoegd tot 
één monster per behandeling. Voor de kokosmatten werd het restant van de micro-organismes bemonstering 
gebruikt voor een 1 op 1.5 analyse door een extern lab (Eurofins, Wageningen). 

Door de DBD te bepalen weten we het droog gewicht/L substraat. We weten ook hoeveel volume we uit de mat 
pakken met de appelboor. Door het gewicht van het monster te wegen (4x appelboring per mat samengevoegd) 
voor de micro-organismes + activiteit metingen, kunnen we ook het vocht% berekenen van dit sample. DBD is 
ook nodig voor terugrekenen van totaal analyse resultaten naar hoeveelheden per volume.
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Bijlage 2	 OUR-metingen 

De afbreekbaarheid van de substraten is getest in de ‘oxygen uptake rate’ test (OUR), waarin de maximale 
zuurstofopnamesnelheid wordt gemeten onder omstandigheden die ideaal zijn voor microbiële afbraak (CEN 
16087-1, 2011). Substraten worden in deze test gemengd met een voedingsoplossing om ervoor te zorgen 
dat de microbiële activiteit niet beperkt wordt door voedingsstoffen of vocht. De pH van het substraat-
voedingsmengsel wordt bijgesteld tot een pH tussen 6.5 en 7.5 en er wordt een nitrificatieremmer toegevoegd. 
De substraten worden in een gesloten vat geplaatst en gedurende zes dagen op een horizontale schudtafel 
(120 rpm) bij een temperatuur van 30°C geschud. De druk in de vaten wordt tijdens de incubatieperiode 
continu gemeten. CO2 wordt uit de gasfase gescrubd. Daarom kan de drukdaling volledig worden toegeschreven 
aan het verbruik van O2 door micro-organismes. De OUR wordt gemeten aan organische substraten als het 
zuurstofverbruik per tijdseenheid op de massa droge organische stof (OS) (mmol/kg OS/uur). Omdat de 
steenwol geen organische deel bevat is gekozen voor het meten van de OUR van gelijke volumes van de kokos 
en steenwol. De O2-concentratie wordt uitgezet als functie van de tijd en de helling van deze grafiek geeft de 
OUR.
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Bijlage 3	 Meetprotocol exochitinase activiteit

Exochitinase activiteit wordt direct na bemonstering van het substraat gemeten.
De substraatmonsters, die uit de matten zijn genomen, werden gehomogeniseerd. Om het enzym chitinase 
uit het monster te extraheren werd 0,5 g steenwol of kokos afgewogen en met 1 ml steriel demi-water voor 
2 minuten op maximale snelheid geschud op een horizontale mixer. Na centrifugatie werd het supernatant 
van alle monsters in een 96-wells fluorescentie plaat gepipetteerd. Het substraat voor exochitinase enzym, 
4-Methylumbelliferyl N-acetyl-β-D-glucosaminide, werd toegevoegd en de plaat werd voor een uur geïncubeerd 
bij 37˚C. Na een uur werd reactie stop gezet en de fluorescentie van elke afzonderlijk monster in de 96-wells 
plaat werd vervolgens gemeten bij excitatie 360 nm en emissie bij 450 nm in een Fluostar Omega (BMG 
Labtech). Dezelfde procedure werd gevolgd voor de standaardoplossingen (4MU) van de ijklijn. Voor bepalen 
van exochitinase activiteit is commercieel verkrijgbaar chitinase assay kit (fluorimetric assay van Sigma-Aldrich) 
gebruikt volgens de protocol van de producent (met kleine aanpassingen). 
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Bijlage 4	 DNA-extractie

Uitgebreid werkprotocol voor de DNA-extractie met behulp van de DNeasy PowerLyzer PowerSoil Kit 
(Qiagen 12855)

Voorbereiding substraat monsters voor DNA-extractie:
De monsters worden na bemonstering bewaard in de -80°C vriezer. Voor extractie worden ze 2 nachten 
gedroogd bij 40°C in een droogstoof. Voor en na drogen wordt het gewicht genoteerd om het vochtgehalte 
te berekenen. Direct na drogen worden de monsters gemalen in IKA A11 Basic maalmolen gedurende 3x10 
seconden.
Er moet per substraat bepaald worden wat er maximaal afgewogen kan worden in de extractiebuis en moet er 
getest worden met welke extractie volumina er gewerkt kan worden. Dit kan nogal verschillen per substraat en 
kan de efficiëntie van de extractie beïnvloeden.
Daarom volgen hieronder 2 verschillende procedures, 1 voor steenwol en 1 voor kokos substraat.

Interne controle:
Van elke behandeling wordt een extra monster meegenomen door de hele extractie procedure heen met daaraan 
van te voren toegevoegd een bekende hoeveelheid marker-bacterie (Rhizobium rhizogenes NCPB4043) met 
een gen (VC3) dat van nature niet voorkomt in het substraat. Let op verschillende weegstappen zijn nodig en 
de extractie volumina moeten worden genoteerd om later terug te kunnen rekenen hoe efficiënt de extractie is 
verlopen.

Negatieve controle:
Tijdens de extractie procedure worden regelmatig een aantal extractie buisjes meegenomen waar nuclease-vrij 
water aan is toegevoegd in plaats van substraat.

DNA extractie:
DNA extractie is uitgevoerd met behulp van DNeasy Powerlyzer Powersoil Kit (Qiagen 12855) met kleine 
aanpassingen voor verschillende groeimedia
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Rapport WPR-1052

De missie van Wageningen University & Research is ‘To explore the potential of 
nature to improve the quality of life’. Binnen Wageningen University & Research 
bundelen Wageningen University en gespecialiseerde onderzoeksinstituten van 
Stichting Wageningen Research hun krachten om bij te dragen aan de oplossing 
van belangrijke vragen in het domein van gezonde voeding en leefomgeving. 
Met ongeveer 30 vestigingen, 5.000 medewerkers en 12.000 studenten 
behoort Wageningen University & Research wereldwijd tot de aansprekende 
kennisinstellingen binnen haar domein. De integrale benadering van de 
vraagstukken en de samenwerking tussen verschillende disciplines vormen het hart 
van de unieke Wageningen aanpak.


