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Een vluchtig perspectief voor stimuleren
van bodemweerbaarheid

De geur van de bodem

Iedereen zal de ervaring herkennen. Als het na

een droge periode in de zomer gaat regenen komt

er een muffige geur uit de bodem, de geur van de
regen. Daar is zelfs een uit het Oudgrieks afgeleide
term voor: “Petrichor” Het wordt veroorzaakt door
vluchtige stoffen die door micro-organismen worden
geproduceerd. Geosmine is de bekendste en de
hoofdverantwoordelijken voor de productie daarvan
zijn actinobacterién, ook nog vaak actinomyceten
genoemd. Als de droge bodem vochtiger wordt door
de regen, raken de cellen van deze bacterién actief en
produceren geosmine. Ook een petrischaal waarop
actinobacterién groeien kan ruiken als een vochtige
bodem. De genen op het bacteriéle chromosoom die
voor de productie verantwoordelijk zijn, zijn bekend
maar waarom geosmine geproduceerd wordt is nog
steeds onduidelijk. Algemeen wordt aangenomen
dat het een signaalstof is, maar voor wie is het signaal
bedoeld en wat wordt ermee gedaan?
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Diversiteit van vluchtige stoffen
in bodemlucht

Geosmine behoort tot de terpenen, een groep van
onverzadigde koolwaterstof-verbindingen, waarvan
er meer dan 30.000 bekend zijn en die vooral onder-
zocht zijn voor planten. De geur van planten, wordt
in sterke mate bepaald door terpenen, zo is bijvoor-
beeld alfa-pineen verantwoordelijk voor de geur van
dennen en andere naaldbomen. Er is veel onderzoek
gedaan naar de rol van terpenen voor de verdediging
van planten tegen insectenvraat. Maar planten zijn
niet de enige producenten van terpenen. Naast geos-
mine, worden door micro-organismen in de bodem
een groot aantal verschillende terpenen geprodu-
ceerd'. En het zijn niet alleen terpenen. Andere
vluchtige stoffen die door micro-organismen worden
geproduceerd vallen onder de alkanen, alcoholen,
esters, pyrazines en organische zwavelverbindingen?.
De bodemlucht bevat dus een heel spectrum aan
microbiéle vluchtige stoffen. Gaschromatografische
analyses van opgevangen vluchtige stoffen uit de
bodem vertonen vaak 10-tallen pieken van vluchtige
stoffen (Figuur 1). Na sterilisatie van de bodem ver-
dwijnt dat, waarmee aangetoond wordt dat microben
inderdaad verantwoordelijk zijn voor de productie.
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Figuur 1: Analyse van vluchtige stoffen uit de bodem. Na absorptie (Tenax steel trap), volgt thermodesorptie

en gaschromatografische analyse (GC-TOF/MS).
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Figuur 2: Versterking van remming van schimmels

door productie van verschillende viuchtige stoffen,
zoals dimethyldisulfide en indool, door bacteriesoorten.
Competitieve interactie tussen bacterién kan deze
productie stimuleren.

Functie van microbiéle vluchtige
stoffen in de bodem

In de meeste bodems is een deel van de porién altijd
of gedurende grote delen van het jaar gevuld met
lucht. Vluchtige stoffen kunnen zich snel versprei-
den door dit netwerk van met lucht-gevulde porién.
Dit vergroot de afstand waarop interacties tussen
micro-organismen onderling of met plantenwortels
kunnen plaats vinden. Micro-organismen komen
heterogeen verspreid voor in bodems. De naaste
buren kunnen zich, gerekend naar microbiéle schaal,
op grote afstand bevinden. Maar die buren kun-

nen wel concurrenten worden als er voedingstoffen
beschikbaar komen. De productie van groei-onder-
drukkende vluchtige stoffen biedt een mogelijkheid
om de reactie van de concurrent op beschikbaarheid
van voedingsstoffen te stoppen of te vertragen. Veel
bodemmicro-organismen lijken deze strategie van
chemische oorlogsvoering via vluchtige stoffen te
gebruiken. Ze produceren stoffen waar andere micro-
organismen gevoelig voor zijn, maar worden zelf ook
weer belaagd door stoffen die door concurrenten
geproduceerd worden?.

Bacterién versus schimmels

Vluchtige stoffen lijken vooral een belangrijke rol

te spelen in de bodem bij de concurrentie tussen
bacterién en schimmels (Figuur 2). Veel bodem-
bacterién die op een groeimedium gekweekt worden

produceren vluchtige stoffen die schimmels remmen,
maar waar andere bacteriesoorten niet gevoelig voor
zijn. Ook mengsels van verschillende bacteriesoor-
ten blijken schimmelremmende vluchtige stoffen te
produceren, en toename van bacterie-diversiteit lijkt
de productie van schimmel-remmende vluchtige
stoffen zelfs te versterken®. Productie van schimmel-
remmende stoffen door hele gemeenschappen van
bodembacterién kon worden aangetoond op groei-
media met veel of weinig voedingsstoffen en ook in
gesteriliseerde grond*.

De reden waarom bacterién lijken samen te werken
in hun strijd tegen schimmels zou een gezamenlijk
belang kunnen zijn. Schimmels kunnen zich door
hun draderige groeivorm (hyfen) door de bodem
verplaatsen, terwijl de meeste bacterién veel minder
mobiel zijn. Een schimmel kan zich dus naar een voe-
dingsbron, een plek met afbreekbare organische stof,
toe bewegen. Bacterién die het geluk hebben zich te
bevinden op de plaats van zo' n voedingsbron zullen
dat mogelijke proberen te voorkomen met de produc-
tie van schimmel-remmende vluchtige stoffen.

En de schimmels, laten die zich zo maar wegdruk-
ken door bacterién? Nee, ook schimmels produceren
vluchtige stoffen die effect op bacterién kunnen heb-
ben? Daarnaast is er nogal verschil in gevoeligheid
tussen schimmelsoorten voor remmende vluchtige
stoffen. Maar al met al, lijken bacterién in de strijd
met schimmels het meeste voordeel te halen uit

de productie van vluchtige stoffen.

Schimmelremmende stoffen in
de bodemlucht

De aanwezigheid van groeiremmende vluchtige stof-
fen in bodems kan eenvoudig worden aangetoond
door schimmels of o6myceten te confronteren met
lucht afkomstig uit een grondmonster en de groei te
vergelijken met een controle, bijvoorbeeld gesterili-
seerde grond (Figuur 3). Op deze manier kon de aan-
wezigheid van schimmel-onderdrukkende vluchtige
stoffen in veel landbouwbodems worden aange-
toond®. Uit dat en ander onderzoek kwam ook naar
voren dat plantpathogene schimmels en - o6myce-
ten vaak gevoeliger zijn voor remmende vluchtige
stoffen dan saprotrofen (organische stof afbrekende
schimmels)®. Verder werd ook duidelijk dat de mate
van remming voor verschillende pathogene schim-
mels niet gelijk op hoeft te gaan. Zo gaven sommige
bodemluchten een sterke remming van de groei voor
Fusarium schimmels en weinig voor Rhizoctonia,
terwijl het tegenovergestelde het geval was voor
andere bodems®.
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Vluchtige stoffen en
ziekteonderdrukking

De gevoeligheid van pathogene schimmels voor
verschillende microbiéle vluchtige stoffen is al langer
bekend. In de jaren 60-70 van de vorige eeuw is daar
veel onderzoek aan gedaan en is al aangegeven dat
stimuleren van de productie van deze stoffen in de
bodem perspectief kan bieden voor biologische
controle van bodem-gebonden schimmelziektes’.
De aandacht voor dit onderzoek verminderde echter
sterk door de focus op andere mechanismen van
microbiéle biocontrole, zoals productie van anti-
biotica en celwand-afbrekende enzymen, en de
mogelijkheid om deze mechanismen met introductie
van al dan niet gemodificeerd micro-organismen te
versterken. Ondertussen is duidelijk dat dit vaak niet
werkt omdat geintroduceerde biocontrole microben
worden weggeconcurreerd door de al aanwezige
micro-organismen die zijn aangepast aan de lokale
bodem omstandigheden®. Daarom richten veel
onderzoeksgroepen zich (weer) op het stimuleren
van gunstige micro-organismen in de bodem in
plaats van ze te introduceren. Het stimuleren van de
productie van pathogeen-onderdrukkende vluchtige
stoffen door bodemmicroben is zo ook weer in de
belangstelling komen te staan.

Veel van het onderzoek naar onderdrukking van
pathogene bodemschimmels door vluchtige stof-
fen gaat over groeiremming (ook wel fungistase
genoemd) en niet over ziekteonderdrukking®. Om
het effect van vluchtige stoffen op ziekteonderdruk-
king te onderzoeken zijn testen met planten en
pathogene schimmels nodig (bioassays) en het liefst
onder omstandigheden die vergelijkbaar zijn met
de praktijk. Aan dat soort testen schort het helaas
nogal. Gelukkig zijn er wel een aantal voorbeelden

Figuur 3: Groei van Pythium intermedium in agar aan

de bovenkant van een Petri-schaal tijdens blootstelling
aan vluchtige stoffen die diffunderen vanuit de onderkant
die gesteriliseerde (links) of onbehandelde (rechts)
landbouwgrond bevat.
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van onderzoek waarbij de onderdrukking van ziekte
door microbiéle productie van vluchtige stoffen in

de bodem is gevonden. Zo hebben we in ons eigen
onderzoek gevonden dat er een sterke relatie is tus-
sen de mate van groeiremming van Pythium door
bodemlucht en de onderdrukking van Pythium infec-
tie van Hyacinth bollen in die bodem?.

VolControl project

Binnenkort starten we met een door NWO-TTW
gefinancierd project “VolControl” waarin zal worden
onderzocht hoe de productie van pathogeen-onder-
drukkende vluchtige stoffen door micro-organismen
in de bodem kan worden gestimuleerd met toevoe-
ging van organische materialen. De keuze van die
materialen zal gebaseerd worden op de aanwezig-
heid van stoffen (precursors) waarvan bekend is dat
ze leiden tot de productie van remmende vluchtige
stoffen (Figuur 4). Effecten van bodemvochtgehalte,
-dichtheid en -textuur zullen in het onderzoek wor-
den meegenomen. Voor de ziekteonderdrukkings-
testen staan zowel kas- als veldproeven gepland.
Deelnemende bedrijven zijn Bejo Zaden, Joordens
Zaden en Bioclear Earth. Ook het Centrum voor
Bodembiologie (CSE, NIOO-WUR) is bij het pro-
ject betrokken voor de vertaalslag naar de praktijk
en media.

Stimulatie versus fumigatie

Afdoden van ziekte- en plaagorganismen in de
bodem met behulp van vluchtige stoffen is op grote
schaal toegepast met stoffen zoals methylbromide,
meta-natrium en dichloorpropeen. De risico’s voor
de gezondheid bij inhaleren en de grote impact op
het totale bodemleven hebben echter geleid tot een
verbod op het gebruik van deze middelen. Zouden
remmende vluchtige stoffen geproduceerd door
bodem micro-organismen geschikt kunnen zijn voor
een nieuwe generatie van bodemontsmettingsmidde-
len? In feite is dit al gaande. Paladin’, is een bodemfu-
migant geproduceerd door het Franse bedrijf Arkema
en wordt gebruikt voor het afdoden van aaltjes en
pathogene schimmels. De werkzame stof is dimethyl-
disulfide (DMDS). Vooralsnog is er geen toestemming
gegeven om dit product in Europa te gebruiken.

DMDS kan door veel bodembacterién worden gepro-
duceerd gedurende de afbraak van zwavel-bevat-
tende organische stoffen. Het is één van de stoffen
die bijdragen aan de eerdergenoemde remming van
pathogene schimmels door bodemlucht. Het is dus
ook mogelijk om DMDS productie te stimuleren door
zwavel-bevattende organische stoffen in te werken®.
Hierbij kan gedacht worden aan het inwerken van
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Figuur 4: Mogelijkheden om ziekte-remmende vluchtige stoffen te stimuleren worden onderzocht

in het VolControl project.

zwavelrijk plantenmateriaal, zoals Brassica soorten.
Het grote verschil met fumigatie is dat dit microbiéle
activiteit stimuleert en dat DMDS gedurende een
langere periode geproduceerd wordt zonder dat dat
heel hoge concentraties hoeft op te leveren. De ver-
wachting is dat daarom onderdrukking van ziekte kan
worden verkregen zonder een drastische ingreep voor
het bodemleven.

Een vergelijking kan ook worden gemaakt met
biologische grondontsmetting. De productie van
toxische stoffen, waaronder ook vluchtige stoffen
zoals isothiocyanaten, waarmee ziekteverwekkers
worden afgedood vereist zuurstofarme condities.
Daarom moet er na inwerken van de organische stof-
fen worden afgedekt met bijvoorbeeld folie. Hoewel
het afdoden van ziekteverwekkers vaak goed werkt,
heeft dit ook een enorme impact op het bodemleven
zoals een drastische verandering van het bodem-
microbioom™. Hierdoor worden natuurlijk processen
van ziekteonderdrukking uitgeschakeld. Dit maakt de
bodem vatbaarder voor invasie door nieuwe patho-
genen en het herstel kan enige maanden in beslag
nemen'® (Figuur 5).

Het is maar de vraag of de hoge concentraties bij
chemische fumigatie en de extreme omstandig-
heden bij biologische fumigatie wel nodig zijn om
onderdrukking van bodemziektes door vluchtige
stoffen te verkrijgen. Duidelijk is dat onderdrukkende
werkingen van bacterieel geproduceerde vluchtige
stoffen op pathogene schimmels kan plaats vinden

onder normale aerobe bodemomstandigheden en
bij lage concentraties van vluchtige stoffen. Dat lijkt
een goede basis om deze natuurlijke onderdruk-
king te optimaliseren, en dat is ook de basis voor
het genoemde VolControl project.

De geur van gezonde bodem

De samenstelling van vluchtige stoffen in de
bodem kan ook een aanwijzing geven over de
chemische en biologische processen die in de
bodem plaatsvinden en over de samenstelling van
de micro-organismen die actief zijn in de bodem.
De ontwikkeling van E-nose technologie, sensoren
die de samenstelling van lucht bepalen, heeft een
sterke ontwikkeling doorgemaakt voor medische
toepassingen (bijvoorbeeld diagnose van ziektes
via samenstelling uitgeademde lucht). Ook voor
het meten van de samenstelling van bodemlucht

is deze technologie verder ontwikkeld, met name
om vervuilingen op te sporen. Aan inzet van deze
technologie voor monitoring van microbiologische
processen in de bodem of detecteren van aanwe-
zige pathogenen wordt gewerkt, maar dit verloopt
helaas nogal traag''. Toch biedt dit zeker toekomst-
perspectief. Het is goed mogelijk dat bij deze ont-
wikkeling geomisine een rol krijgt als indicator voor
de activiteit van actinobacterién. Een indicator voor
activiteit van actinobacterién kan mogelijk ook een
aanwijzing geven voor onderdrukking van patho-
gene bodemschimmels'.
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Figuur 5: Groei van Pythium
ultimum (gewicht hyfen)
blootgesteld aan vluchtige 10 4

stoffen uit onbehandelde
bodems (C1 en C2) en
biologisch gedesinfecteerde
bodems (HI en H3),

3 maanden na de desinfectie
behandeling. Controle is groei
zonder aanwezigheid bodem.
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