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Samenvatting. Binnen het PPS  -project Masterplan ~ Fusarium 2 (LWV20.154 ) is in de periode 2022 -2025
onderzoek gedaan naar Fusarium -problemen in de teelt en van chrysant, lisianthus, gerbera en
phalaenopsis. Doel van het project was om een solide basis te genereren voor het oplossen van de
Fusariumproblematiek in deze kasteelten. Hierbij werd gekeken naar een combinatie van drie
verschillende aanpakrichtingen: (1) Sterk en gezond uitgangsmateriaal, (2) epidemiologie van de

pathogeen en daarop gebaseerde preventie en (3) biologische beheersing, waarbij zowel op plantniveau

als op prak tijkschaal gekeken werd.
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Woord vooraf

Het PPS -project Masterplan ~ Fusarium 2 is een vervolg op de PPS Masterplan Fusarium , wat als doel had
om de overeenkomsten en de verschillen van de infecties, de epidemiologie en mogelijkheden tot
bestrijdingvan  Fusarium in de verschillende teelten in kaart te brengen. Doel van dit vervolgproject was
om een solide basis te genereren voor het oplossen van de Fusariumproblematiek in de kasteelten van

chrysant, gerbera, lisianthus en phalaenopsis . Hierbij werd gekeken naar een combinatie van drie
verschillende aanpakrichtingen: (1) Sterk en gezond uitgangsmateriaal, (2) epidemiologie van de
pathogeen en daarop gebaseerde preventie en (3) biologische beheersing, waarbij zowel op plantniveau

als op praktijkschaal gekeken werd.
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Samenvatting

Binnen het PPS -project Masterplan  Fusarium 2 (LWV20.154 ; juli 2021 - maart 2025 ) is gedurende vier
jaar onderzoek gedaan naar Fusarium -problemen in de teelt van chrysant, lisianthus, gerbera en
phalaenopsis . Het project is noodgedwongen verlengd toen door de energiecrisis van 2022,
winterexperimenten met phalaenopsis het risico liepen dat door andere kasinstellingen de

teelt temperatuur  tijdens koude perioden niet gegarandeerd konden worden.

Doel van het project was om een solide basis te genereren voor het oplossen van de
Fusariumproblematiek in de kasteelten van chrysant, lisianthus, gerbera en phalaenopsis, waar vooral
Fusarium oxysporum, F. solani en F. proliferatum  werden aangetroffen  als pathogeen en in het geval
van chrysant ver schiFlokysparahe . Hieyb§wen gekeken aaar een combinatie van drie
verschillende aanpakrichtingen: (1) Sterk en gezond uitgangsmateriaal, (2) epidemiologie van de
pathogeen en daarop gebaseerde preventie en (3) biologische beheersing, waarbij zowel op plantniveau

als op praktijkschaal gekeken werd.

(1) Qua sterk en gezond uitgangsmateriaal . Uitgangsmateriaal kan sterk verschillen in de gevoeligheid

voor de verschillende pathogenen. F.oxysporum en F.solani zijn overhet algemeen de sterkere primaire
pathogenen, waarbij F. proliferatum  dergelijke infecties versterkt . Uitgangsmateriaal blijkt naast
gevoeligheid voor het pathogeen, ook te kunnen verschillen in de mate van samenwerking met
biocontrole organismen.

(2) Epidemiologie en preventie: Om de schimmels beter te kunnen volgen zijn er (multiplex)
(bio)TagMan technieken ontwikkelt voor een of meerdere pathogenen, waaraan ook controles voor plant
en schimmelmateriaal aan kunnen worden toegevoegd. Met groen fluorescerende -merkerstammen  zijn

daarnaast onderzoeken gedaan naar resistentiemechanismen in de plant als ook naar
werkingsmechanismen van biocontrole organismen. Daarnaast zijn er op verschillende teeltbedrijven

metingen gedaan waar de verschillende pathogen en zich ophouden en hoe ze zich kunnen verspreiden
De kennis hieruit is verwerkt in een aantal hygiéneprotocollen.

(3) Qua biologische beheersing zijn er proeven met zowel toegelaten middelen als met producten die

onder de ontheffing van WUR getest konden worden. Belangrijke conclusie is hierbij dat plant en

biocontrole stammen compatibel moeten zijn om samen te werken . Zeker in Phalaenopsis geldt dat hoe
jonger de plantis en gerichter de middelen kunnen worden toegepast, de ste beter deze kunnen werken.
Endofyten hebben daarbij een grote voorkeur i.v.m. de droogte van het gebruikte substraat en de

beperkte uitgroei va n micro -organismen onder deze omstandigheden
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1 Conclusies & Highlights

Een ongebruikelijke vorm om met de conclusies te beginnen, maar hieronder staan puntsgewijs de
belangrijkste conclusies van de PPS Masterplan Fusarium 2. Na iedere conclusie staat een verwijzing

naar de achterliggende paragraaf of paragraven waar de proeven beschreven zijn waarop die conclusies

op gebaseerd zijn en sta  at in welke teelt deze zijn uitgevoerd. We hopen zo het verslag toegankelijker

te maken voor de gebruiker die op zoek is naar bepaalde informatie. De conclusies staan gerangschikt

in de volgorde van de onderwerpen en werkpakketten S terk en gezond uitgangsm  ateriaal, Epidemiologie
en preventie en Biologische beheersing.

Algemeen
1 In verschillende Nederlandse kasteelten veroorzaken Fusarium oxysporum , Fusarium solani
en/of Fusarium proliferatum verwelkingsproblemen. Fusarium oxysporum is daarbij soms
aanweziginver schill ende varianten, ook wel beke®gx2;Mdd s fysiods
teelten)

1 Een systeemaanpak is nodig om Fusarium beheersbaar te krijgen, zeker met het wegvallen van
chemi sche bestrijdingsmogelijkheden. Zodn systeemaanpak n
oog op hygiéne, maatregelen gericht tegen de pathogeen en voor een grotere weerbaarheid
van plant en teeltsysteem ( Masterplan Fusarium,  82.1; alle teelten).

Sterk en gezond uitgangsmateriaal

1 Inde 18 verschillende geteste lisianthus -lijnen zit geen tot weinig resistentie tegen de nieuwste
Fusarium solani pathogeen. Tegen de eerdere pathogenen F. avenaceum en F. oxysporum zijn
er lijnen die zeer gevoelig zijn, maar ook die resistent of zeer tolerant zijn. De geteste lijnen

zijn ongevoelig voor  F. proliferatum  (8§3.1; lisianthus)

M De Fusarium solani die in Nederland problemen geeft in de teelt, lijkt op basis van de
differentiéle sets aan cultivars een andere fysio dan de in Japan voorkomende F. solani
pathogenen (83.1 .4; lisianthus)

1  Micro -organismen voor biologische bestrijding kunnen het beste in een zo jong mogelijk
groeistadium van de plant worden toegevoegd (83.3; 85.2 phalaenopsis; §4.1;85.3; gerbera ).

1 Cultivars verschillen in de mate van samenwerking met micro -organismen voor biologische
bestrijding (83.2; phalaenopsis ).

1  Micro -organismen werken beter voor de plant als ze zo dicht mogelijk op de plaats waar ze
moeten werken worden toegevoegd, ergo dompelen van alle wortels werkt beter dan aangieten
van het substraat om de wortels te bereiken (83.3; 85.2 phalaenopsi s).

1  Teeltomstandigheden moeten de groei van micro -organismen voor biologische bestrijding wel
mogelijk maken, anders beperken ze de werking (83.3; 85.2 phalaenopsis;).

Epidemiologie en preventie

T Voor de dr i e FRusasumooRysporuma nf.sp. chrysanthemi is triplex en quadruplex
TaqgMan detectie ontwikkeld waarbij de pathogenen van elkaar te onderscheiden zijn, eventueel
als extra controle detectie van plantmateriaal (voor plantmonsters) of van schimmels (voor
schimmelisolaten ) (84.1.2; Chrysant).
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Voor de detective van ~ Fusarium oxysporum , Fusarium solani en/of Fusarium proliferatum is een
aparte triplex TagMan detectie ontwikkeld (84.1.3; phalaenopsis, lisianthus, gerbera).

Voor detectie van de pathogeen Fusarium avenaceum is ook een TagMan detectie methode
beschikbaar (84.1.4; lisianthus).

De infectie in de plant kan inzichtelijk worden gemaakt met behulp van gfp -fluorescente
mutanten van de pathogenen (84.2; gerbera, chrysant ).

Verloop infectie in de plant gaat van wortel door de cortex naar de vaatbundel. Via de
vaatbundel is de rest van de plant te bereiken door groei van het mycelium of door sporen die

met de sapstroom meegaan waardoor van binnenuit b ovengronds e weefsels in de stengel,
bladsteel, blad - en bloemdelen worden aangetast (zie 84.2Figuur4.2en4.3 ; alleteelten ). Ook
via bovengrondse plantendelen kan de infectie plaats vinden.

In verzwakte planten vindt superinfectie gemakkelijker plaats. In Gerbera en Phalaenopsis
vinden we zo regelmatig infecties door meerdere Fusarium pathogenen (84.3.1 ; gerbera;
84.3.2 ; phalaenopsis ).

Planten die dicht op een besmette plant staan hebben een grotere kans op infectie dan een

verder van de besmettingsbron afstaande plant. Markeren van buurplanten met bijvoorbeeld

stekers bij het weghalen van zieke planten kan helpen mogelijk besmette plant en in de gaten
te houden (84.3.2 ; phalaenopsis ).

Recirculatie van water vormt een risico voor het rondpompen van de pathogenen door de kas
en de teelt (84.3.2 ; phalaenopsis ).

Oppervlaktes en materialen die in aanraking geweest met symptomatisch maar ook met (nog)
asymptomatisch plantmateriaal kan besmet zijn met Fusarium  pathogenen  (84.3.2 ;
phalaenopsis ).

Fusarium proliferatum verspreid zich veel met lucht, F. solani en F. oxysporum doen dat veel
minder (84.3.2 ; phalaenopsis ).

Er zijn een viertal factsheet opgesteld om beter grip te krijgen op Fusarium dit zijn:

Factsheet Fusarium ingrond (84.4; grondteelten ).
Factsheet Fusarium in groeimedia (84.4; substraatteelten ).
Factsheet Fusarium inwater (84.4; alle teelten ).

Factsheet Fusarium inlucht (84.4; alle teelten ).

O O O o

Biologische beheersing

1

Trichoderma asperellum T34 (Asperello T34) en  Streptomyces K61 (MycostopK61) remmen in

de plant de infecties door F. oxysporum , maar verhinderen ziekte verschijnselen niet. Niet -
pathogene F. oxysporum verandert de groei van de pathogeen waardoor deze alleen tussen en
niet in de cellen groeit en de infectie vertraagd (85.1.1 ; gerbera ).

Cultivars die geen ziekteverschijnselen geven kunnen onderverdeeld worden in resistente

rassen waar geen pathogeen in de plant waar te nemen zijn en in tolerante rassen waar de

pathogeen wel inwendig in de plant komen. Of pathogeen inwendig in plantendelen zit kan
bestudeerd worden met gfp - pathogenen of op basis van detectie van DNA (85.1.2 chrysant ).

Van de toegelaten middelen wisselt de effectiviteit op weerbaarheid van de plant en/of het
terugdringen van de Fusarium infectie in per cultivar. F. solani laat zich slechter onderdrukken,
terwijl F. proliferatum nauwelijks ziekte verschijnselen geeft (85.2.1 -3; phalaenopsis ).

Ook de samenwerking met endofytische innovatieve, maar nog niet geregistreerde micro -
organismen verschilt per cultivar. Sommige endofyten hebben een sterke plantengroei
bevorderende werking.  (85.2.4 -5; phalaenopsis ).
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1 Pathogenendruk kan over de seizoenen heen verschillen en effectiviteit van middelen is
daardoor moeilijker in te schatten (85.3; gerbera ).
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2 Inleiding Masterplan Fusarium

2.1 Masterplan Fusarium 1 & 2

Het schimmelgenus Fusarium staat twee maal in de top vijf van de meest bedreigende plantenziekten

ter wereld. De chemische bestrijding van de schimmel s lastig omdat middelen tegen Fusarium een
relatief lage effectiviteit hebben. Daarnaast zijn een aantal middelen niet toegelaten of dreigen op
termijn te vervallen , zoals bijvoorbeeld Topsin  (thiofanaat -methyl ) wat eind 20 21 van de markt is
gehaald en date en van de weinige relatief effectieve middelen was tegen Fusarium : een geintegreerde
aanpak met zowel stappen in de bedrijfshygi€éne en met w erkzame b iologische alternatieven is dus hard
nodig .

In Nederland zijn de problemen met Fusarium de afgelopen jaren sterk toegenomen in zowel sierteelten

als chrysant, gerbera, lisianthus en potorchidee, in (bedekte) groenteteelten zoals sla, komkommer en
tomaat als ook in gewassen in het open veld . Met het oog op de klimaatveranderingen met
temperatuursverhoging en veranderingen in  neerslagpatronen, is de verwachting dat
Fusariumproblemen in teelten zelfs nog erger worden omdat gestreste planten gevoeliger voor infectie

worden , nieuwe pathogenen ontstaan en de lokale omstandigheden gunstiger worden v oor migrerende
pathogenen .

Het Masterplan Fusarium (2018 -2020) beoogd e een solide kennisbasis te vormen voor het oplossen van

de Fusarium problematiek in  een vijftal kasteelten: chrysant, gerbera, lisianthus, phalaenopsis en sla.

Deze kennisbasis best ond uit drie pijlers, namelijk ( i) Diagnostiek in de keten (werkpakket 1) , (i)
Epidemiologie (werkpakket2) en (iii) Biologische bestrijding  binnen het weerbaar telen (werkpakket 3)

In het onderdeel  Diagnostiek werd aandacht besteed aan alle gewassen ingebracht door de partners:
chrysant, gerbera, lisianthus, phalaenopsis en sla. Allereerst is er een survey uitgevoerd om te
inventariseren welke pathogene soorten in de Nederlandse teelten een probleem vormen. Een selectie

van pathogenen en niet pathogenen op de doelgewassen is met elkaar vergeleken en eigenschappen

specifiek voor pa thogeniciteit op een waardplant zijn gebruikt voor moleculaire detectieprotocollen die
onderscheid kan maken tussen de verschillende pathog enen.

Qua epidemiologie werd  er gekeken naar de infectie van de waardplant als ook naar de verspreiding van
de pathogenen binnen en mogelijk tussen bedrijven. Hierbij werden verschillen gevonden tussen de
verschillende aangetroffen Fusarium soorten. Naast verspreiding met plant en grond/substraat, werden

F. solani en F, oxysporum vooral in water aangetroffen. F. proliferatum  werd daarentegen veel meer in
luchtmonsters waargenomen.

Bij het onderdeel over de biologische bestrijding is de meeste aandacht uit  gegaan naar de teelten van
lisianthus en potorchidee. Voor de ze gewassen zijn biotoetsen ontwikkeld en is gekeken naar de effecten

van bestaande en nog niet toegestane gewasbeschermingsmiddelen. De middelen zijn onder te delen

gua werking als middelen met een antagonistische werking op de pathogenen, middelen die de
plantweerbaarheid verhogen en middelen die de bodemweerbaarheid verhogen. Resultaten van
middelen waren vaak teleurstellend en bij herhaalde testen, waren de resultaten soms wisselend.
Stapeling van bepaalde middelen gaven in de finale proeven  de beste ziek tereductie te zien.

Het Masterplan Fusarium 2 is gestart met een selecte groep partners om de kennis over Fusarium verder
uit te breiden  (Bijlage 1). In de PPS Masterplan Fusarium 2 is onderzoek gedaan naar (1) Sterk en
gezond uitgangsmateriaal (hoofdstuk 2), (2) epidemiologie van de pathogeen en daarop gebaseerde

preventie  (hoofdstuk 3) en (3) biologische beheersing, waarbij zowel op plantniveau als op
praktijkschaal gekeken werd (hoofdstuk 4). Uiteindelijke conclusies en discussie staan samengevat in

hoofdstuk 5 .
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2.2 Over Fusarium infecties in chrysant, gerbera,
lisianthus en potorchidee

Waar vroeger het schimmelgenus tussen de 12 en 45 soorten bevatte op herkenbare morfologische
eigenschappen, bevat het er tegenwoordig enige honderden die alleen op grond van DNA sequenties uit

elkaar gehaald kunnen worden. Binnen deze soorten zijn zowel a seksuele soorten te vinden zoals F.
oxysporum , waar geen seksuele variant van bekend is, als homothallische seksuele soorten zoals F.
solani die zonder partner vruchtlichaampjes en seksuele sporen kan maken en heterothallische seksuele
soortenals F. proli feratum die een compatibele partner nodig hebben om vruchtlichaampjes en seksuele

sporen te vormen. Bijna alle Fusariumsoorten zijn in staat aseksuele een - of tweecellige microconidia,
meercellige macroconidia (typisch banaanvormig) en/of chlamydosporen te maken. Zeker in de granen
zijn de Fusariumpathogenen verder berucht voor het produceren van mycotoxines.

In Chrysant zijn besmettingen bekend met Fusarium oxysporum , als ook door Fusarium solani en zijn

nauwe verwant F. falciforme (Thao etal ., 2021 ). Van F. oxysporum f.sp. chrysanthemi zijn meerdere

fysioods (varianten die verschillende cultivars in verschill
Daarnaast kan chrysant door pathogenen van andere composiete planten aangetast worden of blijkt de

pathogeen soms andere waardplanten van de comp osieten -familie aan te kunnen tasten (0.a. Huang et

al., 1992; Ma't ketial., 2018) . In Masterplan Fusarium (1) werd in Nederland alleen een fysio van F.

oxysporum f.sp. chrysanthemi aangetroffen, maar uit andere landen werden isolaten van twee andere
f ysi o6 oxysporum fsp. chrysanthemi gevonden .

In Gerbera werden a | in de jaren vijftig van de vorige eeuw verwelkingsverschijnselen bij gerbera
veroorzaakt door  F. oxysporum beschre ven (von Arx , 1952). Sindsdien is  F. oxysporum op gerbera
aangetoond in andere delen van Europa en Zuid -Amerika (Garibaldi et al ., 2007a en 2007b). In het
masterplan Fusarium (1) project was F. oxysporum de meestgevonden Fusarium soort, maar daarnaast
kwamen F. solani en F. proliferatum algemeen voor.

In Lisianthus is in de loop der jaren een gestaag verloop van verschillende Fusarium pathogenen
waargenomen. Eind 20 st eeuw was Fusarium avenaceum de belangrijkste pathogeen (Pecchia etal .,
1999; Van der Burg en De Kreij, 2003). Tijdens de PPS Masterplan Fusarium (1) was F. oxysporum de
meest gevonden  Fusarium soort, maar daarnaast kwamen ook F. proliferatum en F. solani voor. Aan
het einde van Masterplan Fusarium 2, is F. solani uitgegroeid tot de sterkste pathogeen in de teelt.

Op verschillende soorten potorchideeén zijn in de loop der jaren wereldwijd verschillende Fusarium
soorten aangetroffen die blad of wortelziektes veroorzaken. Deze soorten zijn onder andere F.
oxysporum , F. proliferatum , F. solani, F. subglutinans en F. fractiffexum . Regelmatig werden op een
locatie meerdere soorten aangetroffen die soortgelijke ziekteverschijnselen veroorzaakten (o.a. Benyon

et al ., 1996; Ichikawa en Aoki, 2000; Lattifah et al ., 2009; Swett en Uchida, 2015 en Su etal ., 2010).
In de Nederl andse studie in Masterplan Fusarium (1) op Phalaenopsis werden een drietal  Fusarium -
soorten aangetroffen : Fusarium oxysporum was wederom de meest gevonden soort terwijl daarnaast

F. solani en F. proliferatum  gevonden werden.
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3 Sterk en gezond uitgangsmateriaal

In w erkpakket 1 was het onderzoek gericht op sterk en gezond uitgangsmateriaal. Dit kan zijn door

sterker en resistenter uitgangsmateriaal door resistentieveredeling (paragraaf 2.1), door versterking

van uitgangsmateriaal door de inzet van beneficiéle endofyten, die comp atibel zijn met bepaalde
cultivars (2.2) en door uitgangsmateriaal in het juiste stadium zoals bijvoorbeeld in de zaad of stekfase
bescherming mee te geven in de vorm van beneficiéle endofyten (2.3)

3.1 Ondersteuning resistentieveredeling Lisianthus
3.1.1 Doel
Screenen van verschillende lisianthus cultivar -lijnen op hun gevoeligheid tegen de vier verschillende

pathogenen uit de teelt (( F. avenaceum , F. oxysporum f.sp. eustomae , F. solani en F. proliferatum ) in
een biotoets.

3.1.2 Uitvoering
De resistentietoets met 18 verschillende lisianthus cultivars (T abel 3.1) is uitgevoerd in het voorjaar
van 2022 (eind april - eind juni 2022) in een 144m 2 kascompartiment van Wageningen UR glastuinbouw

in Bleiswijk en bevatte 2 keer 7 tafels. De toets is uitgevoerd met 4 voor lisianthus (mogelijk) pathogene

Fusarium soorten ( F. avenaceum , F. oxysporum f.sp. eustomae , F. solani en F. proliferatum ) allemaal
geisoleerd uit lisianthus. Voor elk combinatie pathogeen cultivar zijn er 20 planten geplaatst in de kas,

verdeeld over 4 blokken. Additioneel zijn er ook controle planten in de kas geplaatst, zonder infectie

van Fusarium . De kas is verdeeld in 4 blokken (zie Bijlage 2). In elk blok zijn alle 60 combinaties cultivar -
pathogeen random geplaatst (met 5 planten per combinatie cultivar -pathogeen) (Kasplattegrond in
Bijlage 2).

Elk plant is geplaatst in een aparte pot ( A12 cm) gevuld met gestoomde grond van een regulier
lisianthus bedrijf. Resultaten van de grondanalyse van deze grond zijn weergegeven in Bijlage 3. De kas

was ingesteld op een temperatuur van 23 a 24 °C, 70% RV en een lichtsom van maximaal PAR 7.5. Via

reg enleiding werd afhankelijk van de behoefte (maar meestal dagelijks en de laatste 3 weken 2 maal
daags) een aantal minuten standaard Lisianthus voeding gegeven met start EC van 1.6.

Infectie met  Fusarium pathogenen is uitgevoerd meteen na het plaatsen van de planten in de potten.

Fusarium inoculum is toegevoegd aan de grond tot een einddichtheid van 1*10 5 sporen/cm 3 grond.
Ontwikkeling van symptomen van Fusarium infectie (verwelking en vergeling) zijn wekelijks beoordeeld
gedurende de 8 weken durende teelt. Hierin werd onderscheid gemaakt in de verwelking van de plant

(score index 0 -5; O=geen verwelking, 5 is dode plant , Figuur 2.1) en vergeling van de bladeren (score
index 0 -3; 0= groen plantje, 3= alle b laderen geel).
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Figuur 3.1  Ziektescore verwelking van lisianthus na Fusarium infectie.

3.13 Resultaten

Drie van de vier pathogenen. F. oxysporum f.sp. eustomae , F. solani en F. avenaceum veroorzaakten
matige tot zeer sterke infectie in verschillende cultivars (Tabel 3.1, Figuur 3.2 en 3.3). Fusarium
proliferatum  veroorzaakte in de geteste cultivars geen ziekteverschijnselen (Tabel 3.1, Figuur 3.2 en

3.3). De cultivars zijn beoordeeld op hun resistentie tegen verschillende Fusarium soorten op basis van
onderstaande score (Tabel 3.1): Hoog resistent (0% ziek), resistent (1 -20% ziek), matig vatbaar (21 -
70% ziek) en zeer vatbaar (71 -100%).

Tabel 3.1 Gebruikte cultivars en percentage zieke planten veroorzaakt door de verschillende geteste
Fusariumpathogenen.

Percentage zieke lisianthus planten na 8 weken teelt (%)
Nr. | Cultivar F. solani | F. avenaceum | F. oxysporum F. proliferatum | controle
1 | Adom 3 Red Picotee 80 20 35 0 0
2 | Advantage 3 Purple 20 35 5 0 0
3 | Alissa 2 White 95 60 40 0 0
4 | Arena 3 Champagne 95 75 75 0 0
5 | Arena 3 Giant White 20 20 75 0 0
6 | Arosa 3 Angel 80 10 0 0 0
7 | Celeb 2 White 95 40 30 0 0
8 | Cessna 3 Deep Rose 45 35 5 0 0
9 | Cessna 3 White impr. 50 25 15 0 0
10 | Chaconne 2 Blue Picotee 80 =5 55 0 0
11 | Corelli 2 White Impr. 60 15 30 0 0
12 | Croma 3 Blue Picotee impr. 85 30 15 0 5
13 | Excalibur 3 Hot Lips 85 25 25 0 0
14 | Excalibur 2 Rose Pink 100 45 35 0 0
15 | Mariachi 2 Misty Blue 20 15 35 0 0
16 | Rosita 2 Green 85 40 20 0 0
17 | Rosita 3 Pure White 25 15 25 0 0
18 | Super Magic 2 White 60 10 25 0 0
Hoge resistentie (IIN); resistent ( ); matig vatbaar( ); vatbaar ( )
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3.14 Conclusie s & Discussie

Fusarium solani  -de Fusarium soort die momenteel voor de grootste problemen in de teelt van lisianthus zorgt

in Nederland - was de sterkste pathogeen en veroorzaakte verwelkingssymptomen in alle 18 geteste cultivars.
Het percentage planten met ziekteverschijnselen lag na 8 weken teelt zelfs boven de 70% in 13 van de 18
cultivars ( Tabel 31; Fig. 3.2). Slechtsin één cultivar (Rosita 3 White) was het uitvalpercentage slechts 02 5 %.
Van de geteste pathogenen werden de eerste symptomen bij F. solani als eerste zichtbaar , bij sommige
cultivars zelfs alna  drie weken teelt (Figuur  3.4).

Ook Fusarium avenaceum i de Fusarium pathogeen die rond 2000 de meeste schade in de teelt gaf -
veroorzaakte verwelkingssymptomen in alle 18 cultivars. Het percentage zieke planten na 8 weken teelt, lag

echter lager dan in het geval van F. solani (Tabel 3.1 enFig. 3.2).In 7 cultivars lag het uitvalpercentage door

F. avenaceum onder de 20%.

Fusarium oxysporum  f.sp. eustomae -de voornaamste Fusarium ziekteverwekke r rond 2018 - veroorzaakte
verwelkingssymptomen in 17 uit 18 cultivars. In 6 cultivars lag d it uitvalpercentage door  F. oxysporum onder

20%. Meestal waren de eerste symptomen van de infectie rond vier/vijff weken na de inoculatie met pathogeen

zichtbaar (Fig. 3.4) . Voorbeelden van ziektesymptomen zij4g te vinden op ¢
Fusarium proliferatum  veroorzaakte in de geteste cultivars geen ziekteverschijnselen. Dit kan verschillende
oorzaken hebben: (1) is dat F. proliferatum  op deze cultivars niet pathogeen is omdat de cultivars niet gevoelig

zijn voor deze ziekteverwekker. De F. proliferatum isolaten uit onze collectie zijn  geisoleerd uit symptomatisch
materiaal van planten van twee verschillende cultivars, Claire light pink en Reina champagne, twee
cultivarlijnen die in deze test niet zijn meegenomen. (2) F. proliferatum  kan vooral een secundair pathogeen
zijn, die vooral in planten met andere infecties de ziekteverschijnselen versterken. Dat is iets wat we in
Phalaenopsis en Gerbera (0ok) lijken waar te nemen.

Ook in Japan is lisianthus een g
een serie Japanse cultivars getest tegen twee Japanse isolaten van
in ziektepercentages in de herhalingen van hun experimenten en de twee isolaten scoorden dusdanig anders

F.solani f ysi o6s | i jOkdzakt etal. g(2020) .hadden in
hun studie enkele cultivars die (hoog) resistent scoorden tegen een of b ei de f yQsa getést cultivars zijn
er slechts twee cultivarlijnen die overlappen tussen onze studieen  in Japan. Op grond van de onze ziektescores
lijken we hier in Nederland te maken hebben met nog een andere (derde) fysiovan F. solani (Tabel 3.2).

ewilde teelt met problemen met Fusarium Onozaki en collegabs (20
F. solani . Zij vonden een behoorlijke variatie

in de testen dat het hier om twee verschillende

Tabel 3.2 Vergel ijking tussen twee Japanse F. sol ani fysiobdbs (Onoza
fysio op cultivarlijnen gebruikt in beide studies.
Ned'erlarldse naam Jap'ans? Naam Ziektepercentage
culivarijn cultivarijn Nederland Japan (Onozaki etal ., 2020)
F. solani F. solani F. solani
MFL3-2 MAFF712388 MAFF712411
Alissa 2 White \Voyage 2 White 85 0-20 70
Rosita 3 Pure White 25
Rosina 3 Green 30-80 100
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3.2 Compatibiliteit cultivar en beneficiéle organismen

Biotoetsen met verschillende biologische beheersmaatregelen laten niet altijd dezelfde resultaten in
verschillende cultivars van een soort . In de proeven met phalaenopsis beschreven in paragraaf 4.2 werd

duidelijk dat hier de gebruikte cultivar en diens vermogen om een goede samenwerking aan te gaan met een

of meerdere middelen een belangrijke rol speel t (Tabel 3.3en 3.4).

Een voorbeeld van een erg goede samenwerker is de cultivar Padova die in strijd tegen F. solani met iedere
geteste set van micro -organismen een significant beter resultaat oplevert als in de controle zonder
toegevoegde mogelijke beneficiéle organismen. De cultivar San Francisco is geen goede samenwerker:
toevoegen van organismen levert geen verbetering op van de aantasting door F. solani . In het geval van de
cultivar Norwich in combinatie met F. oxysporum zien we zelfs dat de toevoeging van Serendipita soorten en
van C -result zelfs tot significant slechtere resultaten kan leiden. Zoals cultivars verschillen in hun gevoeligheid

voor Fusarium pathogenen, geldt dus ook dat cultivars kunnen verschillen in compatibiliteit met biologische
beheersingsmaatregelen.

Tabel 3.3 Percentage zieke planten  in combinaties van verschillende cultivars met een reeks aan
verschillende micro -organismes (% zieke planten na 15 weken teelt) . In groen combinaties die significant
betere resultaten opleverden dan de controle.

Francisco

F. oxysporum F. solani
Controle 18,8 26,3 30,0 57,5
B. mycoides 12,5 23,8 17,5 65,0
P16 en P48 17,5 23,8 3,8 56,3
S. herbamans 18,8 30,0 20,0 60,0
Serendipita 2 23,8 33,8 15,0 62,5
Fo 618/12 13,8 20,0 12,5 51,3
T. irregularis 22,5 26,3 15,0 52,5
C-result 22,5 30,0 11,3 56,3

Tabel 3.4 Gemiddelde ziekte index (0  -4; na 15 weken teelt) van verschillende cultivars in combinatie met
een reeks aan verschillende micro -organismes. In groen combinaties die significant betere resultaten
opleverden dan de controle. In lichtrood de combinaties die het significant slechter deden dan de

bijpehoren de controle behandeling.

Francisco

F. oxysporum F. solani
Geen 0,41 0,66 0,51 0,81
B. mycoides 0,20 0,65 0,24 0,93
P16 en P48 0,36 0,60 0,05 0,81
S. herbamans 0,40 0,96 0,26 0,88
Serendipita 2 0,44 0,90 0,28 0,88
Fo 618/12 0,26 0,53 0,19 0,69
T. irregularis 0,51 0,63 0,21 0,75
C-result 0,45 0,99 0,20 0,80
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3.3 Bescherming in welk stadium?

3.3.1 Materiaal: zo jong mogelijk

In de biotoetsen met Fusarium zijn we in dit project uitgegaan van het uitgangsmateriaal in het groeistadium

zoals een gemiddelde teler deze voor zijn teelt binnenkrijgt. Maar in phalaenopsis hebben we meerdere
groeifases gebruikt (zie Tabel 3.5). In de proef MF2020 zijn materialen direct uit de weefselkweek en uit de
opkweekfase vergeleken met dezelfde behandelingen. Hieruit bleek dat bescherming over het algemeen beter
aanslaat in jonger materiaal.

In gerbera hebben we kasproeven uitgevoerd met 9 maanden oud materiaal (paragraaf 4.3) waar beperkt

effecten zichtbaar te maken waren en die mogelijk al deels besmet waren met Fusarium. In vergelijking waren

experimenten met de jonge planten waar we in de plant met groen fluorescente eiwitten (gfp) producerende
pathogeen -infecties de werking van middelen checkten, effecten beter zichtbaar (paragraaf 4.1).

Bescherming werkt in deze teelten dus het beste op zo jong mogelijk plant materiaal.

3.3.2 Locatie: op plek van bescherming

Aangieten van plantmateriaal is makkelijk te doen in elk stadium , maar dompelen van wortels om
beschermende bacterién of schimmels direct op het gehele wortelstelsel aante brengen |, blijkt betere resultaten

op te leveren (Tabel  3.5). In de proeven met Phalaenopsis waar gedompeld werd, werden de beschermende
effecten zichtbaar of zelfs veel  duidelijker waarneembaar . Aangieten met een gewasbeschermingsmiddel kan

op ieder moment, maar waar mogelijk is dompelen van de wortels van de plant dus sterk aan te raden, en
daarna veder behandelen volgens voorschrift.

3.3.3 Groeiomstandigheden

Om te kunnen groeien en hun beschermende werking uit te kunnen voeren, hebben bacterién en schimmels,
groeiomstandigheden nodig die die groei bevorderen. Over het algemeen zijn temperaturen in kasteelten niet

beperkend voor de groei van de micro -organismen (onder koude omstandigheden in het veld kan dat wel het

geval zijn), reserves in de cellen zelf en organisch materiaal in grond of groeimedium zorgt over het algemeen

voor voldoende eerste groei. Dit maakt dat vooral water sterk bepalend kan zijn voor de groei van de micro -
organismen zeker in droge groeisubstraten zoals de bast -gebaseerde substraten van Phalaenopsis. Korte natte
omstandigheden met water inclusief nevelen kan iets groei bevorderen maar de opbouw van een sterke

beschermer wel beperken door te lange perioden met weinig water om te groeien

Comptabiliteit en samenwerking tussen cultivar en beschermende micro -organisme (zie paragraaf 4.2) is van
belang om een goede  bescherming te krijgen, maar vergt wel kennis over die samenwerkingscapaciteit voor

elk van de vele cultivars . Over het algemeen kunnen we concluderen dat verschillende Bacillus stammen geen
nadelig tot een verbeterend effect hebben tegen zowel F. oxysporum en F. solani (Tabel 3.5). Ook niet-
pathogene stammen van F. oxysporum hebben geen nadelig tot een verbeterend effect hebben tegen zowel F.
oxy sporum en F. solani . Trichoderma (afro)harzianum is na de eerste slechtere resultaten niet meegenomen
invervolgtoetsen . Maar T.asperellum T34 is meerdere malen getesten heeft geen nadelig tot een verbeterend
effect tegen F. oxysporum , maar lijkt F. solani infectie juist te  nadelig te beinvloeden . Streptomyces laat
wisselende resultaten zien en Serendipita doet het redelijk goed tegen beide pathogenen, behalve in
samenwerking met cultivar Norwich.

Een flink deel van de geteste en succesvollere beschermende micro -organismen kan endofytisch in de

waardplant leven. Dit zou kunnen verklaren waarom deze organismen het in het relatief droge klimaat van de
teelt op substraat het goed doen.

20 | Rapport WPR -Masterplan Fusarium 2



Tabel 3.5 Effectiviteit van verschillende micro
alle proeven zijn alle behandelingen meegenomen.

(veel) beter dan de controle.

-organismen tegen F. oxysporum en F. solani, onder verschillende groeiomstandigheden en bij verschillende cultivars. In niet
- niet gedaan; geel geen verschil ten opzichte van controle; rood significant slechter dan de controle; groen significant

Behandeling
Proefjaar
Cultivar:

Groeistadium:

Fusarium oxysporun

Fusarium solani

Bacillus QST713

Bacillus FZB42

MF
2018

Cali

opkweek
gieten

Bacillus mycoides

Streptomyces k61

T.afroharzianum

T.asperellum T34

F. oxysporum Fo47

F.oxysporum Fo618/12

Serendipita indica
stammen

Serendipita herbamans

MF MF MR MR MR MR MF MR2 MR2 MF2
2020 2020 2023 2023 2024 2024 2020 2023 2024 2024

San San
Carrotcakeg Carrotcakg Francisco |Bruges |Innsbruck| Norwich | Bedrijf Bloomingtor] Padova | Francisco
weefsel |opkweek |opkweek |opkweek|opkweek | opkweek | opkweek | weefsel opkweek | opkweek
dompelen | gieten gieten gieten |dompelen dompelen dompelen aangieten |dompelen dompelen
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4 Epidemiologie en preventie

Binnen werkpakket 2  -Epidemiologie en preventie is vooral ingezet op de verspreidingsroute van verschillende
Fusarium soorten op bedrijfsniveau in verschillende teelten (chrysant, gerbera (gefinancierd door middel van

MIT Kennisvouchers (RVO) ), lisianthus en phalaenopsis) . Hierbij kunnen verschillende teelt specifieke en
algemene knelpunten worden aangewezen en adviezen voor maatregelen worden geformuleerd . Daarnaast is
er op plantniveau een inventarisatie gemaakt van de infectie van de plant, waarbij fluorescerende
merkerstammen van een pathogeen helpen om het infectieproces in detail te volgen.

4.1 Detectiemethoden uitbreiden en implementeren

41.1 Doel

Binnen het Masterplan Fusarium (1) zijn verschillende detectiemethoden ontwikkeld om verschillende
Fusariumsoorten en specifieke pathogenen van el kaar te ondersch
van een pathogeen voor problemen kunnen zorgen , is de detectie van verschillende pathogenen naast elkaar

van belang en is het ook van belang om controles in te bouwen in de methode . Voor de partners met eigen lab

faciliteiten is een workshop georganiseerd gericht op DNA extractie en op TagMan -detectie.

41.2 Detectie ¢ hrysantenpathogenen

Binnen de chrysantenteelt zijn er (minimaal ) dr i e f y s iFosérism axysporum  f.sp. chrysanthemi die
problemenindeteelt kunnen geven.Opbasisvan whole genome sequenties van i solaten van deze dr
is een vergelijking gemaakt van het genoom en zijn genen en allelen die specifiek zijn voor een bepaalde fysio

gebruikt voor de ontwikkeling van TagMan detectie. In verband met de embargoperiode van dit project zijn

deze primer en probe sequenties niet opgenomen in dit verslag.

De primers en probes van deze drie TagMan -testen zijn combineerbaar tot één methode om met een test te
screenen voor de drie verschillende fysiobs. Daarnaast is de de
voor gebruik in plant (op het Cox gen ; Tabel 4.1) en voor op een Schimmelisolaat (de fungiquant primers en

probe , tabel 4.1). Hiervoor zijn de verschillende probes uitgerust met verschillende dyes om simultane detectie

mogelijk te maken. De verhoudingen van met name de primers zijn daarvoor aangepa st (Tabel 4.2).

Tabel 4.1 Primer en probe sequenties

Doel Primers en probes Sequenties 5 @ 0
Plant - Cox gen Cox probe IAGGGCATTCCATCCAGCGTAAGCA (ATTO550)
Cox Fw ICGTCGCATTCCAGATTATCCA
Cox Rv ICGTCGCATTCCAGATTATCCA
Fungiquant Fungiquant probe ITGGTGCATGGCCGTT (Cy5)
Fungiquant Fw GGRAAACTCACCAGGTCCAG
Fungiquant Rv IGSWCTATCCCCAKCACGA
F. avenaceum IAve MGB Fw probe IACGCAATTGACTATTGC (FAM)
IAve MGB Fw ICCATCGCCGTGGCTTTC
IAve MGB Rv ICAAGCCCACAGACACGTTGT
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Tabel 4.2 Pipetteerschemas voor de Quadruplexen voor de chrysanten pathogenen met controles.

Quadruplex voor plantmonsters 1x Quadruplex voor schimmelisolaten 1x
PerfeCTa gPCR ToughMix, lowROX (2x ) 12,5 PerfeCTa gPCR ToughMix, lowROX (2x ) 12,5
Biolnt_25086_chryl_Fw (10 pM) 0,8 Biolnt_25086_chryl_Fw (10 pM) 0,8
Biolnt_25086_chryl_Rv (10 pM) 0,8 Biolnt_25086_chryl Rv (10 pM) 0,8
Biolnt_35948 chryl Fw (10 uM) 0,8 Biolnt_35948 chryl Fw (10 uM) 0,8
Biolnt_35948_chryl_Rv (10 pM) 0,8 Biolnt_35948_chryl_Rv (10 pM) 0,8
Biolnt_27262_chryl_Fw (10 pM) 0,8 Biolnt_27262_chryl_Fw (10 pM) 0,8
Biolnt_27262_chryl_Rv (10 pM) 0,8 Biolnt_27262_chryl Rv (10 pM) 0,8
COX_Fw (10 uM) 0,8 Fungiquant_Fw (10 uM) 0,8
COX_Rv (10 pM) 0,8 Fungiquant_Rv (10 uM) 0,8
Biolnt_25086_chryl _Pr_HEX (5 uM) 0,6 Biolnt_25086_chryl_Pr_ATTO550 (5 pM) 0,15
Biolnt_35948 chryl_Pr_FAM (5 uM) 0,3 Biolnt_35948 chryl Pr_FAM (5 uM) 0,3
Biolnt_27262_chryl Pr_Cy5 (5 pM) 0,4 Biolnt_ 27262_chryl_Pr_HEX (5 uM) 0,6
COX_Pr_ATTO550 (5 pM) 0,2 Fungiquant_Pr_Cy5 (5 uM) 1,2
Milly Q 2,1 Milly Q 1,35

Total| 225 Total 22,5
Template 2,5 Template 2,5
4.1.3 Detectie F. oxysporum, F. proliferatum en F. solani

Tijdens de eerste PPS Masterplan Fusarium zijn er algemene primer en probe sets ontwikkeld op het translation

elongation factor 1 -alpha gen voor F. oxysporum , F. proliferatum en F. solani . Omdat deze in veel teelten
gezamenlijk voorkomen , is ook hier een triplex  -detectie ontwikkeld waardoor in een reactie voor alle drie de
pathogenen getest kan worden (Tabel 4. 3). Deze detectiemethode is onder andere gebruikt op monsters van
Gerbera en Phalaenopsis biotoetsen om besmettingen en kruisbesmettingen te kunnen quantificeren. De

methode is ook gebruikt voor het epidemiologische onderzoek op verschillende Phalaenopsis bedrijven
(paragraaf 4.3).

Tabel 4.3 Pipetteerschema voor de F. oxysporum, F. proliferatum en F. solani triplex TagMan.

Triplex F. oxysporum, F. proliferatum 1x
en F. solani
PerfeCTa gPCR ToughMix, lowROX (2x ) 12,5
F.oxy TEF1_ Fw (10 uM) 0,25
F.oxy_TEF1_Rv (10 pM) 0,25
F.sol_TEF1_Fw (10 uM) 15
F.sol_TEF1_Rv (10 uM) 15
F.prol_TEF1_Fw (10 pM) 15
F.prol_TEF1_Rv (10 pM) 15
F.oxy_Pr_FAM (5 uM) 0,2
F.soly_Pr_HEX (5 pM) 1,6
F.prol_Pr_Cy5 (5 pM) 1,6
Milly Q 0,1
Total| 225
Template 2,5
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4.1.4 Detectie Fusarium avenaceum

Voor de detectievan  F. avenaceum is een gepubliceerde algemene TagMan beschikbaar ( Waalwijk et al., 2004;
Tabel 4.1) die ontwikkeld is voor de detectie van dit pathogeen in granen waar de schimmel Fusarium Head
Blight kan veroorzaken . Deze detectiemethode is getest op materiaal uit de | isianthus -proef en kan gebruikt
worden voor de detectie van de lisianthus pathogeen  ter bevestiging van de infectie met dit pathogeen
(paragraaf 2.1).

4.1.5 Inzetd etectie F. oxysporum f.sp. chrysanthemi

Met de bovengenoemde TagMan kan de pathogeen vastgesteld worden in verschillende omgevingen. In een

test waarbij een cohort chrysant besmet was met een van de pathogenen en een deel van de planten visueel

werd beoordeeld, terwijl een ander deel wekelijks w erd bemonsterd en op basis van pathogeen DNA de
besmetting werd vastgesteld . Daardoor kon de infectie op basis van DNA veel eerder in de teelt worden
vastgesteld dan dat deze zichtbare symptomen opleverde.

4.1.6 Inzet detectie  F. oxysporum, F. proliferatum en F. solani

Met behulp van de triplex voor F. oxysporum, F. proliferatum en F. solani kan na eventuele verrijking, na 1
extractie in een reactie getest worden welke van de pathogenen in een monster aanwezig zijn . In een test op
150 bladstengelmonsters van verschillende gerberacultivars van verschillende bedrijven werd zo duidelijk dat

F. proliferatum de meest voorkomende pathogeen is in veel monsters, gevolgd door F. oxysporum en F. solani
(Figuur 4.1). F. oxysporum en F. solani zijn beide sterkere pathogenen, maar als secundaire pathogeen
verergert F. proliferatum  de infecties van het eerder genoemde tweetal.

Ct waarden
40
35
30
25
20

Ct value

15
10

0 25 50 75 100 125 150
Samples

—@— Ct F. oxysporum Komada medium Ct F. proliferatium Komada medium

—@— Ct F. solani Komada medium

Figuur 4.1.Voorkomen van de verschillende pathogenen in bladstengelmonsters van afzonderlijke planten
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4.2 Infectieverloop in de plant

42.1 Groen fluorescente (gfp) F. oxysporum

Met behulp van de bacterie Agrobacterium tumefaciens is een plasmide met daarop de eigenschappen voor
het maken van groen fluorescent eiwit (GFP) en een selecteerbaar resistentiegen voor hygromycine, een

antischimmelmiddel ingebracht in F. oxysporum f.sp. gerberae enin F. oxysporum fssp. chrysanthemi . Door
doorkweken op medium met hygromycine zijn daarbij stabiele mutanten geselecteerd die zowel GFP vormt (te
testen onder UV licht) als hygromycine resistent is. Ook van een van de gebruikte middelen non -pat hogene F.

oxysporum Fo47 zijn er fluorescente stammen aanwezig: hiervan is zowel een groen fluorescente (GFP) als
een rood -fluorescente (RFP) stam.

4.2.2 Verloop Fusarium infectie in Gerbera en Chrysant

Bij Gerbera en Chrysant  verlooptde Fusarium infectie vergelijkbaar vanuit de wortel naar de rest van de plant.
In dit versla g wordt de infectie in Gerbera in detail getoond:

Tijdens de infectie van Gerbera vanuit de wortel, groeit de kiemende Fusariumspore eerst rondom de wortel.

Bij het binnendringen van de wortel groeit de Fusarium uit in het wortelweefsel, tussen de cellen en dringt de

schimmel ook plantencellen in de worte | binnen. Als de Fusarium door de cortex rondom de vaatbundel heen

dring t, groeit de schimmel door de vaatbundel omhoog. Verder in de besmetting kan de schimmel zo hele
vaatbundels blokkeren. De schimmel vormt in de plant ook conidiosporen die zich verder met de sapstroom in
de plant kunnen verspreiden (geillustreerd in Figuur 4.2).

Figuur 4.2. A. Fusarium conidiospore aan buitenzijde van een Gerbera wortel. B. kiemende conidiospore, C.
Fusarium is de wortel binnen gedrongen en tast het weefsel in de wortel aan. D. aangetaste weefsel breidt

uit. Fusarium zit tussen en in de cellen. E. Fusarium is door de cortex in het vaatweefsel gekomen en groeit

door de houtvaten omhoog. F. dwarsdoorsnede door de vaatbundel waar Fusarium doorheen groeit. G.

sporen worden in de plant gevormd en door de vaatbundel verder verspreid.
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In de wortel ligt de vaatbundel centraal in de wortel, bij de wortelhals gaat deze over in kleinere losse

vaatbundels die overlopen in de bladstengels naar de bladeren. Fusarium groeit verder door de  haarvaten van

de plant, door de vaten in de bladsteel naar het blad. Daar groeit hij eerst door de nerven, maar tast dan

verder het bladmoes aan. I'n en op het verwel kende, afstervende
meer sporen om zich verder te kunnen verspreiden (geillustreerd in Figuur 4.3).

Ook de infectie vanuit het blad is bekeken door een stukje mycelium op het blad van een jonge Gerbera te
leggen. De schimmel kan dan zijn infectie vanuit het blad beginnen en kan vanuit het blad langzaam tegen de
sapstroom in groeien om de rest van de plan t te bereiken. Deze infectie start meer lokaal en verliep in de
testplanten trager dan de infectie vanuit de wortel waarbij de schimmel met de sapstroom mee zich verspreid.

Figuur 4. 3. Infectieverloop in bovengrondse delen. A. Fusarium groei door de houtvaten in de stengel. B
Fusariumgroei door de nerven in een blad. C en D. Fusariumgroei door nerven van een blad en door het
bladmoes. E. Fusarium macrospore gevormd op het blad.
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4.3 Epidemiologie op bedrijfsniveau

Zowel in de Gerbera -als in de Phalaenopsis teelt zijn er drie verschillende Fusariumsoorten in de teelten
waargenomen. In deze paragraaf gaat het vooral over hoe algemeen deze soorten voorkomen en waar in de
twee teelt ze voorkomen.

4.3.1 Gerbera

Van een tiental bedrijven zijn van verschillende cultivars in totaal 150 bladstelen verzameld, deels van
symptomatische planten, deels van (no g) symptoomvrij plantgoed . Deze zijn aan de buitenkant ontsmet door
een chloor - en een ethanolbehandeling en daarna is met de triplex -TagMan voor de drie pathogenen en een

voor Verticillium dahliae (Bilodeau et al ., 2012) gekeken welke pathogenen er aanwezig zijn en in welke
combinaties (Figuur  4.4). Verticillium dahliae kwam in deze zomermeting veelvuldig voor. Van d e Fusarium
soorten was F. proliferatum  de meest voorkomende pathogeen (42% van de bladeren), gevolgd door F.
oxysporum (22%) en F. solani (9%) (Figuur 4.4). Dubbele of driedubbele infecties kwamen veel voor, wat

aangeeft dat in een aangetaste verzwakte plant extra infecties door andere pathogenen makkelijker

voorkomen.
F. proliferatum

V. dahliae
50

F. oxysporum F. solani
i 7

Figuur 4.4. Aant al keer dat F. oxysporum, F. solani, F.

voor kwamen in de 150 bemonsterde planten.

Als we kijken naar de infecties en of deze in symptomatisch of symptoomvrij materiaal voorkomen (Tabel 4.4),
zien we dat vooral ~ F. oxysporum meer in het symptomatisch materiaal voorkomt, terwijl dat voor F. solani en

V. dahliae juist net minder is. zit even veel op symptomatisch en symptoomvrij materiaal . Dit
suggereert dat  F. oxysporum de meeste symptomen veroorzaakt. Gezien de hoeveelheid monsters per bedrijf
en per cultivar, kunnen we daar eigenlijk alleen concluderen dat eigenlijk alle b edrijven alle pathogenen hebben

en dat alle bemonsterde cultivars vatbaar zijn (data niet getoond).

F. proliferatum

Tabel 4.4 Aantallen en percentages planten besmet met F.
in de monsters van symptomatisch en niet
hoger dan in de andere klasse.

oxysporum, F. solani, F. proliferatum of V. dahliae
-symptomatisch materiaal . Vetgedrukte getallen zijn significant

proliferatum

F. V. F. F.
. . . totaal
oxysporum dahliae proliferatum solani
Symptomen % % % %
Aanwezig 37 29,6 71 56,8 52 41,6 9 7.2 125
Afwezig 6 24,0 17 68,0 10 40,0 5 20,0 25
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4.3.2

In de phalaenopsis teelt zijn

Phalaenopsis -teelt

Fusarium (1) -testen op cultivar Kali)L
kwam het verzoek om uitgebreid te screenen op bedrijven waar welke pathogeen zich ophoudt en hoe vaak

deze gezamenlijk voorkomen.

Op elk van de bedrijven zijn zieke planten bemonsterd

F. oxysporum, F. proliferatum

ook drie soorten Fusarium gevonden die problemen geven in de teelt (Masterplan
en F. solani . Vanuit de phalaenopsis

-telers

. In totaal zijn er 20 zieke planten van verschillende

cultivars bemonsterd. Daarnaast zijn er planten van dezelfde cultivars bemonsterd die direct naast een zieke
plant stonden en planten van dezelfde cultivar die enige meters van de zieke plant af stonde
schatten of de kans groter is om besmet te raken als een plant dichter op een mogelijke besmettingshaard

Staat.

n om in te kunnen

Besmetting komt zoals te verwachten voor in symptomatische planten, maar ook asymptomatische planten

kunnen besmet zijn (Tabel

4.5). Over het algemeen is de besmetting in

asymptomatische

planten hoger als

deze bhij een symptomatische plant in de buurt staan: wat aangeeft dat met via waterspatten, lucht of menselijk

handelen sporen zich makkelijk verspreiden.

6Wasmonstersbo

afgespoeld waren veelal besmet met alle drie de verschillende pathogenen.

waar ook alle drie de pathogenen werden aangetroffen.

gevonden.

Tabel 4.5 Top: Gemiddelde Ct waarde gemeten in de verschillende planten delen over alle cultivars

waarden van cultivar Camion SI3644.

waarbij

de

bovengrondse

Datzelfde gold voor het substraat

Fusarium oxysporum werd veel in de plant zelf

, Beneden

Waarden boven de 35 geven aan dat er geen besmetting is (groene
blokken). Hoe groter de besmettingsgraad des te later de besmetting (geel licht besmet,

hoe donkerder de

roodtint des te  zwaar der besmet ). Er is getest voor alle drie de pathogenen (afzonderlijke kolommen ).
Ziek Symptoomvrij ernaast Symptoomyrij verder
oxysporum  |solani proliferatum |oxysporum  solani proliferatum |oxysporum solani proliferatum
wasmanster 28,1 30,7 32,5 26,8 32,8 299 279
blad 32,8
basis 287 32,7 293
roots (wortels) 34,4_ 344
substraat 3.7 30,1 30,0 314 28,2 30,9 33,0 215 2B.6
Ziek Symptoomvrij ernaast Symptoomvrij verder
oxysporum  |solani proliferatum |oxysporum  solani proliferatum |oxysporum solani proliferatum
wasmonster |27, 7932 26,938 26, 7D 29,826 34,266 23,967 33,513 34,047 32,948
blad 24 057 36,677 32,980 35,407
basis 26,821 29,935 [|31,714 37,910
roots (wortels)| 2%, 321 31,550 35,445 37,232
substraat 26,134 30,869 25,855 531,795 35,762 29,550 23,590 2B.6B7 36,597
Uit de analyse van de watermonsters was duidelijk te zien dat drainagewater wat uit de teelt kom t besmet is

met alle drie de pathogenen, waarbij zeker

F. oxysporum

en F. proliferatum

in hele grote hoeveelheden

aanwezig bleken te zijn. In het water wat na ontsmetting terug het systeem in gaat, zijn deze aantallen gelukkig

lager maar ook hier werden wel besmettingen gevonden (2/7 monsters bevatten
F. proliferatum
in leidingsystemen kunnen vestigen in de vorm van biofilms, van

F. solani en 4/7 monsters

F. oxysporum
(Tabel 4.6). Van F. oxysporum en F. solani is bekend dat deze zich
F. prolifer atum wordt verwacht maar deze

; 1/7 bevatte

soort wordt meestal minder vaak waargenomen in leidingen. Met het oog op de grote hoeveelheden F.

proliferatum

in het drainagewater, zouden hier ook gew

oon sporen aan de ontsmetting kunnen ontsnappen.

Bij alle drie de bedrijven zou de ontsmetting van het water nog net iets beter kunnen om deze

verspreidingsroute uit te sluiten.
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Tabel 4.6 Cq waardes gemeten in de verschillende watermonsters bij bedrijf 1, 2 en 3, hoe lager de waarde

des te hoger de besmetting. In de eerste kolom steeds de uitslag van F. oxysporum, tweede kolom F. solani

en derde kolom F. proliferatum. Kleur codering geeft a an: groen geen Fusarium. Geel, lichte besmetting en
roodtinten vrij zware tot zware besmetting.

In systeem

Uit/drainage

29,9
28,7

28,2
26,4

34,9

34,3

27,3

met voeding naar planten
met voeding naar planten

Drainput 1
Drainput 2
Drainput 1
Drainput 2
met voeding naar planten
met voeding naar planten

Drain

Osmose +basin water zonder voeding
Alleen osmose water zonder voeding
1e watergift plug na verspenen

owvss
0,138

ovsp

0,022

SVsp

OVss

0,011

0,002

avsp

0,042

SVSP

0,002

In luchtmonsters zien we vooral F. proliferatum in grotere hoeveelheden (Tabel 4.7). F.oxysporum en F. solani
worden veel minder teruggevonden in luchtmonsters , F. solani iets vake r dan F. oxysporum (Tabel 4.7). Dit
kan te maken hebben met de gevormde sporen. F. proliferatum  vormt lange ketens van sporen die verder van
de kolonie af de lucht in steken en sporeverspreiding met luchtstromingen makkelijker maken. F. solani
dat niet , maar kan wel vruchtlichaampjes vormen waaruit de sporen met waterdruk gelanceerd kunnen

worden. F. oxysporu m doet dit beide niet.

doet

Tabel 4.7 Cq waardes gemeten in de verschillende luchtmonsters bij bedrijf 1, 2 en 3, hoe lager de waarde
des te hoger de besmetting. In de eerste kolom steeds de uitslag van F. oxysporum, tweede kolom F. solani

en derde kolom F. proliferatum. Kleur codering geeft a
roodtinten vrij zware tot zware besmetting.

an: groen geen Fusarium. Geel, lichte besmetting en

oxysporur solani proliferatum

ingang opkweek 1, 28C
29,3|opkweek 2,28C
31,1 32,0/ Koeling, 19C

33,5

27,0| dicht bij binnenkomst kassencompl

Jonge planten, 28C
Opkweek 1, 28C
Verwerkingsruimte, 28C

opkweek 2,28C

Verwerkingsruimte, 21C
Jonge planten, 28C

25,1 Opkweek, 28C
Verspeenruimte, 23C

33,0

ovss
0,023

ovsp
0,000

SVsSp
0,000]
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Als we kijken naar andere bemonster ings plaatsen (Tabel 4.8), dan kunnen we zien dat heel veel oppervlaktes

en materialen die met besmette plant - of andere materialen in aanraking zijn geweest Fusarium bevatten . Zo
is bij bedrijf 1 het grootste deel van tafels, rails en vloeren tot zeer zwaar besmet met F. proliferatum  en zien
we ook F.oxysporum en F.solani regelmatig terug. Nat afnemen van oppervilaktes om niet opnieuw sporen in

de lucht te verspreiden kan hier helpen.

Tabel 4.8 Cq waardes gemeten op verschillende locaties bij bedrijf 1, 2 en 3, hoe lager de waarde des te
hoger de besmetting. In de eerste kolom steeds de uitslag van F. oxysporum, tweede kolom F. solani en

derde kolom F. proliferatum. Kleur codering geeft aan: groen geen Fusarium. Geel, lichte besmetting en
roodtinten vrij zware tot zware besmetting.

oxysporur solani proliferati locatie

Scan/rollerband, binnenkomst flowering plants
scherm op tafel/tray

tafel

tafel onder visueel zieke plant
tafel onder visueel zieke plant
trainrail

vloer van opkweek 1

pot geinfecteerde oplant
Vuile vaas

Schone vaas

Verspeenruimte

Jong tafel

oppot 'schone tafel'

oppot band

opkweek onder tafel
opkweek 2, balk

opkweek 2

Oppottafel

Lopende band

Vloer onder tafel

Looppad tussen tafels (lager dan planten)
Draingoot

Tafel tussen planten

Pot rand

Werktafelblad

Lopende band

Deense kar

Vloeringang
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4.4 Preventie & Hygiéneprotocollen

Fusarium pathogenen zijn zowel biotroof als necrotroof: ze leven in en op symptomatische plantmateriaal,

maar ook niet symptomatische planten kunnen al besmet zijn. In dode plantenresten ontwikkelen de schimmels

zich verder. Alles wat met besmette planten in aanra king is gekomen , vormt zo een mogelijke bron waarmee
de schimmel zich verder kan verspreiden.

Binnen het project zijn er een viertal specifieke factsheets gemaakt als handvatten om verspreiding van de

verschillende Fusariumpathogenen waar mogelijk te verminderen. Dit gaat om een factsheet over grond
(2.4.1), over substraat (2.4.2), over verspreidin g door water (2.4.3) en over lucht (2.4.4 ).
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44.1 Factsheet Fusarium in grond

FACTSHEET FUSARIUM IN GROND

Fusarium infectie en verwelking

Fusarium oxysporum  en Fusarium solani zijn de veroorzakers van verwe Ikingsziekten in veel gewassen
Ze worden vooral gezien als bodempathogenen, hoewel grond vaak niet de enige route van verspreiding

is. Een besmetting via de bodem gaat grofweg als volgt (Figuur 1): (1) Een schimmelspore in de grond

groeit naar de wortel toe, aange trokken door stoffen die de wortel uitscheidt (2) De infectie dringt de

plant binnen. Verwondingen aan de wortel maken het de schimmel makkelijker om binnen te dringen
(3) De schimmel dringt in de wortel de vaatbundel binnen en kan door groei ook de bovengrondse delen
bereiken . Als de schimmel in de vaatbundel sporen vormt , verspreiden die zich  snel met de sapstroom
naar andere gebieden in de plant . (4) Verstoppen van de vaatbundels leidt tot verwelking van
plantendelen. (5) In en op besmette plantenmateriaal ontstaan nieuwe sporen die in de grond terecht

komen. Met de nieuwe sporen in de grond begint een nieuwe ronde van infecties. Dit protocol is bedoeld
om de r i s iFosarture spoeenin de grond te beperken en is vooral bedoeld voor de kasteelten.

(1) Spore groeit naar wortel.

(2) Schimmel dringt de wortel
binnen.

(3) Groei en verspreiding in
vaatstelsel.

(4) Verstoppen vaatbundels leidt
tot verwelking.

(5) Nieuw gevormde sporen
verspreiden zich (terug naar 1).

Figuur 1. Schematische  Fusarium infectie -cyclus in de plant  startend vanuit de wortel.

Fusarium  verspreiding in en met grond

In het kader van de PPS Masterplan Fusarium zijn er op verschillende glastuinbouw bedrijven met teelten
in de grond bemonsteringen uitgevoerd. De hoogste concentratie sporen in de grond werd gevonden in

de bovenste 20 cm van de grond (Figuur 2). Die totale aantallen sporen in de grond kunnen tijdens de

teelt van een gevoelig gewas sterk toenemen tot wel duizenden sporen per gram grond.

Rondom planten is de concentratie aan pathogeen het hoogst, maar eigenlijk overal waar grond aanwezig

was, of dat nu grond op paden of aan schoenen, karren, machines of rekken was, konden levende
schimmelsporen worden aangetoond. Besmette grond is dus een belangrijke manier voor de
bodemschimmel om zich verder van een besmette plant af te verspreiden.
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Figuur 2. Verdeling van sporen in de grond. Het grootste deel van de sporen bevindt zich in de bovenste 20 cm van
de grond. De totale hoeveelheid sporen verandert van enkele aan het begin van een teelt tot wel duizenden per gram
grond aan het eind van een teelt bij flinke besmetting.

Wat te doen tegen Fusarium ?

Wees je er van bewust dat overal waar grond kan liggen van besmette percelen er waarschijnlijk ook
Fusarium sporen aanwezig zijn en ga daar verstandig mee om:

1 Grondontsmetting door bijvoorbeeld stomen (bijvoorbeeld 60° C/60cm/60min) is effectief tegen
Fusarium , maar schone grond wordt makkelijk opnieuw geinfecteerd. Ook een vak met weinig
Fusarium kan extra besmet worden.

1 Paden liggen vaak vol met grond: stap dus niet direct van een pad op een schoon vak, maar doe
dit via een natte ontsmettingsmat met ontsmettingsmiddelen.

1 Veeg of spoel stof en grond van paden waarop vanuit allerlei vakken gelopen is, niet terug op
een schoon perceel; gooi die bijvoorbeeld op een composthoop.

1  Spuit machines zoals frezen en andere apparatuur, waarmee je een schoon vak op wil gaan,
eerst buiten schoon (met lucht en/of water om zoveel mogelijk grond te verwijderen en ontsmet

machines daarna net voor ze het vak op gaan. Ontsmettingsmiddelen werken vaak goed, maar
niet als er heel veel grond aan een machine kleeft.

1 Een besmetting groeit mee met de teelt; loop dus - bijvoorbeeld tijdens het ziek -zoeken - vooral
van jonge percelen met nog lage besmetting naar oudere met mogelijk meer besmetting en niet
andersom.

1  Verwijder zieke planten en voer ze direct af in een plastic zak. Loop niet met niet verpakte
plant en en aanhangende grond met schimmelsporen de rest van de kas door , want dan help je

de schimmel verspreiden.

1  Gebruik waar mogelijk resistent of tolerant plantgoed . Deze zullen de schimmel niet of minder
helpen vermeerderen. Maar Fusarium -sporen blijven echter lang in leven dus ook na meerdere
teelten met resistente cultivars kunnen er nog levende sporen aanwezig zijn, blijf dus voorzichtig
met gevoelige cultivars.

1 Fusarium zit niet alleen bij de natte plekken in het veld: daar zijn alleen de effecten van de
schimmel sneller zichtbaar!

Probeer de druk van de Fusariumpathogenen zo laag mogelijk te houden; van een lage druk naar een
hoge druk gaan is heel makkelijk, maar andersom vergt heel veel inspanning. Een risico van een hoge
druk aan pathogenen, betekent ook dat er sneller nieuwe en sterkere pathogene varianten ontstaan.

Deze factsheet kwam tot stand dankzij de PPS Masterplan Fusarium 2.0 I Ministerie van LNV, Glastuinbouw
Nederland, Stichting KIJK, Deliflor Chrysanten BV, Dekker Chrysanten BV, Evanthia, Gewascooperatie Lisianthus,
Gewascodperatie Potorchidee, Gewascodperatie Gerbera  en Wageningen Universiteit & Research

Voor meer informatie: anne.vandiepeningen@wur.nl
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4.4.2 Factsheet Fusarium in groeimedium

FACTSHEET FUSARIUM IN GROEIMEDIUM

Fusarium infectie en verwelking
Fusarium oxysporum  en Fusarium solani en sommige andere  Fusarium soorten zijn de veroorzakers van

verwelkingsziekten in veel gewassen .Ze worden voor al gezien als o6bodemdépath
substraat veroorzaken ze veel problemen. Ze worden als bodempathogenen bestempeld omdat veel van
de infecties verlopen via de wortel . De schimmelsporen - vooral geproduceerde chlamydosporen met

dikke wanden - kunnen bovendien lang overleven in grond en substraat. Een besmetting via de wortel

gaat grofweg als volgt (Figuur 1): (1) Een schimmelspore groeit naar de wortel toe, aangelokt door

stoffen die de wortel uitscheidt (2) De infectie dringt de plant binnen. Verwondingen door bijvoorbeeld
verpotten of door nematodenvraat aan de wortel m aken het de schimmel makkelijker om binnen te
dringen. (3) De schimmel dringt in de wortel de vaatbundel binnen en kan door groei ook de
bovengrondse delen bereiken. Als de schimmel in de vaatbundel sporen vormt, verspreiden die zich snel

met de sapstroom  naar andere gebieden in de plant. (4) Verstoppen van de vaatbundels leidt tot
verwelking van plantendelen. (5) In en op besmet plantenmateriaal ontstaan nieuwe sporen die opnieuw

bij de wortels terecht komen, en soms met drainagewater mee wassen het waters ysteem in. Met deze
nieuwe sporen in het substraat rond de wortel begint een nieuwe ronde van infecties.

(1) Spore groeit naar wortel.

(2) Schimmel dringt de wortel
binnen.

(3) Groei en verspreiding in
vaatstelsel.

(4) Verstoppen vaatbundels leidt
tot verwelking.

(5) Nieuw gevormde sporen
verspreiden zich (terug naar 1).

Figuur 1. Schematische Fusarium infectie -cyclus in de plant startend vanuit de wortel.

Ook Fusarium sporen die op bovengrondse plantendelen zoals bladoksels of bladeren terecht komen
kunnen infecties veroorzaken. Omdat de schimmel dan tegen de sapstroom in moeten groeien, verlopen

deze infecties iets trager. Maar uiteindelijk worden hier ook volop sporen gevormd die vanaf de plant in
groeimedium en water en/of lucht terecht kunnen komen om zich verder te verspreiden.

Dit protocol i s bedo elFudarionmin greeimediumi teett i@ beperkamen is vooral bedoeld
voor de kasteelten.

Groeimedium

Er bestaan heel wat verschillende soorten groeimedium/ substraat, variérend van droge bastmengsels

tot continue nat gehouden steenwol of organische groeimedia (kokos, houtvezel, etc.) .Voor Fusarium -
maar ook voor micro  -organismen gebruikt voor biologische beheersing - geldt dat om te kunnen groeien

de omstandigheden in ieder geval korte tijd gunstig moeten zijn om de wortels van de plant te kunnen

bereiken en binnen te dringen, eenmaal in de plant zi jn de groeiomstandigheden voor de pathogeen
beter. Toch zij n zelfs korte perioden van vocht, zelfs via vernevelen voor een schimmel als Fusarium

voldoende om te groeien.
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Of men nu van bovenaf of via druppelaars water geeft, besmet drainage water verraadt dat Fusarium in

de teelt aanwezig is. Sporen van Fusarium zwemmen niet, maar kunnen met de stroming van het water

mee andere planten bereiken en ook in het watersysteem te recht komen. Druppelaars die bij een
besmette plant staan kunnen rondom en in de druppelaar besmet raken met Fusarium, steek deze dus

niet over naar een schone plant.

Sporen van de schimmel gevormd rondom de plant kunnen ook het groeimedium waarop de plant staat
besmetten en van af het groeimedium b ij voorbeeld via spattend water verder verspreiden. Houdt dus

de planten rondom een besmette plant extra in de gaten. Worden potten met groeimedium  regelmatig
verplaatst dan kan het handig zijn om planten die mogelijk door een buurplant besmet zijn extra te

markeren met een gekleurde steker.

Er zijn heel wat verschillende soorten organische en anorganische groeimedia .In organische groeimedia
zitten veel meer schimmels die dat materiaal langzaam verteren en extra voedingsstoffen vrijmaken.
Ook veel Fusariumsoorten kunnen op dergelijke dode afbraakproducten leven (  zogenaamde

sapro fytische groei), maar ze zullen onder dergelijke omstandigheden ook veel meer concurrentie van
andere schimmels ondervinden.

Als groeimedium (onderdelen) eerst gestoomd of op andere manier ontsmet zijn of bij gebruik van
anorganische substraten, zal dit groeimedium eerst vanuit de omgeving gekoloniseerd moeten worden.
Is er in de omgeving Fusarium aanwezig, dan zal die zeker mee koloniseren. Bij hergebruik van
groeimedium kan een aanwezig gunstig bodemleven, het microbioom, een voorsprong opleveren voor

de volgende teelt . Als echter Fusarium of andere pathogenen aanwezig zijn breng hergebruik juist extra
risicodés met zich mee.

Wat te doen tegen Fusarium ?

Wees je er van bewust dat als er Fusarium in de teelt zit, schimmelmateriaal op alle plaatsen waar
mogelijk besmette planten zijn geweest kan zitten. Deze schimmelsporen zijn heel klein , Slechts enkele
nanometers groot, dus niet met het blote oog zichtbaar.

1 Ontsmetten van  groeimedium (tussen teelten) kan Fusarium én gunstige micro -organismen
verminderen, wie het eerste terug is , hangt af van hun aanwezigheid in de omgeving.

1 Symptomatische én asymptomatische planten kunnen besmet zijn met Fusarium, die om zich te
verspreiden ook aan buitenkant van de plant sporen vormen. Doe bij het afvoeren van verdachte
planten deze in een plastic afvalzak om verspreiding van sporen te minim aliseren.

1  Ookbij substraatteelten liggen paden vaak vol met sporen, zeker rondom zieke planten: Ontsmet
dus ook vloeren. M et schoenen en karren kunnen deze zich verspreiden door de kas, bij het
droog vegen of schoonspuiten onder druk kunnen sporen via de lucht of met spatten op de plant
terecht komen.

1 Gebruik waar mogelijk resistent of tolerant plantgoed. Deze zullen de schimmel niet of minder
helpen vermeerderen. Maar Fusarium -sporen blijven echter lang in leven dus ook na meerdere
teelten met resistente cultivars kunnen er nog levende sporen aanwezig zijn, blijf dus voorzichtig
met gevoelige cultivars.

Probeer de druk van de Fusariumpathogenen zo laag mogelijk te houden; van een lage druk naar een
hoge druk gaan is heel makkelijk, maar andersom vergt heel veel inspanning. Een risico van een hoge
druk aan pathogenen, betekent ook dat er sneller nieuwe en sterkere pathogene varianten ontstaan.

Deze factsheet kwam tot stand dankzij de PPS Masterplan Fusarium 2.0 I Ministerie van LNV, Glastuinbouw
Nederland, Stichting KIJK, Deliflor Chrysanten BV, Dekker Chrysanten BV, Evanthia, Gewasco0peratie Lisianthus,
Gewascodperatie Potorchidee, Gewascodpera tie Gerbera en Wageningen Universiteit & Research.

Voor meer informatie: anne.vandiepeningen@wur.nl
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4.4.3 Factsheet Fusarium in water

FACTSHEET FUSARIUM IN WATER

Achtergrond
In het kader van de P PSen Masterplan Fusarium 1 en 2 zijn er op verschillende bedrijven met problemen met
Fusarium bemonsteringen uitgevoerd. De schimmelpathogenen Fusarium solani en Fusarium oxysporum

werden daarbij regelmatig in watermonsters aangetroffen. Omdat in de glastuinbouw het recirculeren van
drainwater vanaf 2027 verplicht is voor teelten in substraat, is daarbij een groot risico dat pathogenen zoals

Fusarium dus rondgepompt worden binnen ee n bedrijf en de problemen met Fusarium toenemen , tenzij er
passende maatregelen genomen worden om verspreiding van Fusarium tegen te gaan. In deze factsheet een
overzicht wat er bekend is over de verspreiding en mogelijke bestrijding van Fusarium solani en Fusarium

oxysporum in water.

Waarnemingen Fusarium in de watersystemen in de kas.
Op, rond en in een besmette plant vormt de groeiende Fusariumschimmel uiteindelijk tot wel miljoenen sporen
om zich verder mee te verspreiden. Een deel daarvan wordt uit het substraat of uit de grond meegevoerd als

drainagewater. In drainagewater (Figuur 1 .3) zien we over het algemeen de hoogste concentraties van de
pathogeen in het watersysteem. Deze sporen komen bij hergebruik terecht in de watertank, waar ze in het
water en door groei in biofiims aan de wanden en op de bodem van de tank aanwezig kunnen b lijven. Het

water wat naar de ontsmetter gaat (Figuur 1.1) kan dus pathogeen bevatten en ontsmetten van dit water is

dus uiterst belangrijk. Niet of niet voldoende ontsmetten (omdat tijdelijk de ontsmetter uit wordt gezet, er

veel pathogeen aanwezig is of er bijvoorbeeld veel organisch materiaal in het water zit wat de ontsmetting
minder efficiént maakt), kan er toe leiden dat er pathogeen in het systeem terecht komt en nieuwe planten

kan besmetten (Figuur 1.2). Een risico hierbij is dat Fusarium solani en/ of Fusarium oxysporum zich in dit deel
van het watersysteem vestigen in biofilms en van daaruit een bron van besmetting buiten het bereik van de
ontsmetter blijven vormen.
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Figuur 1. Schema circulair in de kas. Watertank -Leiding naar ontsmetter - ontsmetter - leiding in i teelt -

drainagewater terug naar tank. Aantal donkergrijze ovaaltjes symbool voor mate van schimmelbesmetting.

Biofilms
Wat F. oxysporum en F. solani extra hardnekkig maakt in leidingsystemen is het feit dat ze biofilms kunnen
maken, waardoor ze kunnen blijven plakken in leidingen en gevormde sporen van daaruit kunnen blijven

verspreiden. Zodbn biofilm kan best aan uschimmels dieomdevehdjredoode soort en
een door hen gevormde slijmlaag. Dankzij die slijmlaag is het bovendien lastiger om de schimmels effectief te
bestrijden omdat een ontsmettingsmiddel door een dikke stroperige laag moet dringen om bij de cellen te

komen (Fi guur 2).
Om leidingen goed schoon te maken waarin zich Fusarium gevestigd heeft, zal het nodig zijn om middelen in
hogere concentratie of langer toe te passen. Onder hoge druk doorspuiten van leidingen kan helpen om de

biofilm los te schuren van de wand en daarmee uit te spoelen. In sommige teelten worden de leidingen tijdens
de teeltwisseling 24 uur met zuur of loog ontsmet , wat beide tegen biofilms kan werken (niet in koperen en
loden leidingen toepasbaar), en in het geval van zuur ook tegen bijvoorbeeld kalkaansl ag en roest kan werken

of zoals bases tegen vastzittend organisch materiaal.
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Figuur 2 . Een elektronen
microscopische opname van
een biofilm, vastgehecht aan
een oppervlak, met daarin
schimmeldraden en -sporen
(de  grotere bollen) en
bacterien (de vele kleine
staafjes en bolletjes).

In reservoirs/watertanks kan men er gebruik van maken dat losgelaten viokken biofilm zwaarder zijn en dus
naar de bodem zullen zakken. Door niet op het laagste punt af te tappen, maar een stuk daarboven kan men
de hoeveelheid pathogeen, die het systeem met (gerecirculeerd) water in gaat verminderen.

Wat is goede ontsmetting?

Tijdens de teelt worden verschillende methoden gebruik om water te ontsmetten o.a. verhitting, UV en
behandeling met oxiderende stoffen (om leidingen schoon te houden van biofilm). Een goede waterontsmetting

hangt af van de gevoeligheid van een organisme, van de dosis waaraan een pathogeen wordt blootgesteld, de
duur van deze behandeling, maar ook van de troebeling en de hoeveelheid organisch materiaal in het water

dat de effectiviteit kan verminderen van de ontsmetting.

Een dunwandige conidiospoor van Fusarium is makkelijker te doden dan een dikwandige en vaak donkerder
getinte chlamydospoor. Bovendien kunnen de Fusarium pathogenen verschillen in hun gevoeligheid voor
bepaalde ontsmettingsmethoden. In de onderstaande tabe | staan een aantal voorbeelden van doseringen
waarmee verschillende F. solani en F. oxysporum pathogenen kunnen worden afgedood. N.B. Andere
pathogenen kunnen een andere dosering nodig hebben en niet ieder gewas kan goed tegen de eindproducten

van elke beh andeling.

Ozon (bij een pH tussen 6 en 7) in een concentratie van 1.1ppm doodt Fusarium af in circa 4 minuten.
Hypochloriet (CIO, pH circa 6.5) doet dit bij 4 -14 ppm in circa 30 seconden en chloordioxide (ClO2, pH 4 -
10) in een concentratie 1 ~ -10 ppm doet er tussen de 30 en 90 seconden over. Perazijnzuur (pH 5 -8) in een
concentratie van 50 -100 ppm heeft 10 -30 minuten nodig. Een dosis UVC van 100 -250 mJ/cm 2 (pH6 -9) doodt
Fusarium af in een tijd van seconden tot enkele minuten. Toepasbaar mits toelating in de teelt.

Bij alle genoemde ontsmettingsmiddelen geldt dat organisch materiaal in het water de effectiviteit remt. Zit er

veel grond of organisch materiaal in het water en is dit misschien zelfs daardoor troebel? Dan zal de dosering

en de tijd van bootstelling aan h et ontsmettingsmiddel omhoog moeten en kan het raadzaam zijn om het water
eerst te filteren voor ontsmetting.

Tips

Als er problemen zijn met Fusarium of een ander pathogeen in de teelt en lijkt het alsof deze pathogeen met

het water mee komt en door de teelt gerecirculeerd wordt, dan kan het goed zijn om dit te laten testen. Zit er

in het afgetapte water na de ontsmetter pathogeen? Dan zal de dosering omhoog moeten of een an dere
methode van ontsmetting gebruikt moeten worden als residuen van het ontsmettingsmiddel in de teelt

problemen gaan geven. Zit er Fusarium in afgetapt water wat gebruikt wordt om het gewas water te geven?

Dan zit de pathog een ook mogelijk in biofilms in de leidingen en is het van belang deze leidingen goed te
ontsmetten en schoon te spoelen.

Deze factsheet kwam tot stand dankzij de PPS Masterplan Fusarium 2.0 i Ministerie van LNV, Glastuinbouw
Nederland, Stichting KIJK, Deliflor Chrysanten BV, Dekker Chrysanten BV, Evanthia, Gewascootperatie Lisianthus,
Gewascodperatie Potorchidee, Gewascodperatie Gerbera  en Wageningen Universiteit & Research

Voor meer informatie anne.vandiepeningen@wur.nl
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4.4.4 Factsheet Fusarium in lucht

FACTSHEET FUSARIUM IN LUCHT

Achtergrond

In het kader van de P PSen Masterplan Fusarium 1 en 2 zijn er op verschillende teeltbedrijven met problemen

met Fusarium in hun kassen bemonsteringen uitgevoerd. Verschillende soorten Fusarium zorgden hier voor
problemen: F. oxysporum , F. solani en/of F. proliferatum. In deze factsheet een overzicht wat er bekend is
over het voorkomen en de de verspreiding van verschillende Fusarium soorten door de lucht.

Bemonsteren  van lucht
Er zijn verschillende manieren waarop in lucht bemonsterd kan worden wat er aan schimmelmateriaal in zit.
Een eenvoudige manier is om te kijken naar de depositie van schimmelmateriaal uit de lucht (Figuur 1) op

bijvoorbeeld een Petrischaal met een groeimed ium, waarop onder andere de gezochte schimmel duidelijk
herkenbaar kan groeien. Er zijn ook luchtsamplers beschikbaar die hogere volumes van de lucht aanzuigen,
die daarna geanalyseerd kunnen worden. Gezien de vele duizenden soorten schimmels geeft dit nie t altijd een

identificatie tot op soortsniveau. In plaats van uitplaten kan er ook via DNA methodes gekeken worden welke
pathogenen in een monster aanwezig zijn, dit kan meer informatie opleveren naar aanwezige soorten

Figuur 1. Petrischalen met een algemeen
schimmelgroeimedium (aardappel -dextrose agar
met antibiotica tegen bacteriegroei) met daarop
allerlei schimmels. Op de plaat links met rode pijl,
kolonies van  Fusarium (lichte tint snelle groei),
rechts een plaat met zo veel schimmelsporen dat
identificatie zo niet mogelijk is.

pathogeen of specifieke pathogenen.

Welke Fusariumsoorten zijn waar te nemen in de lucht en wanneer?

Fusarium oxysporum

Deze schimmel is niet v aak in de lucht waar  te nemen. Hij verspreidt zich vooral via plantmateriaal, grond en
water. Alleen als er veel grond, stof of water de lucht in geblazen wordt vinden we de schimmel terug in de

lucht (Figuur 2). Dit gebeurt bijvoorbeeld rondom een teeltwisseling of grote scho onmaak. De schimmelsporen
verdwijnen daarna gedurende enige dagen uit de lucht, waarbij ze neerslaan op schoongemaakte vakken en

planten, maar ook in naastgelegen vakken en planten.

% 160 Figuur 2. Aantallen schimmelkolonies
§ 140 (inclusief  Fusarium ) die rondom een
£ 120 teeltwisseling en grote schoonmaak
f 100 waar te nemen zijn en een grote piek
8 80 aan schimmelmateriaal dat in de lucht
'g 60 terecht komt. Tijdspunten -2: twee
S 40 _ dagen voor, 0 tijdens de wisseling en 3
s 20 | drie dagen na de teeltwisseling. De drie
S 0 - verschillende locat ies, 1 vak waar
< 2 0 3 gewisseld wordt (blauw) en 2
. naastliggende vakken waarin niet
DEg iemete e isaiiEeE (1) gewisseld wordt: Sporentoename en

depositie van sporen (en stof) is waar
te nemen in alle vakken.
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Fusarium proliferatum

Sporenvan deze schimmel zijnjuist veel in de lucht waar te nemen. Op plekken waar de schimmel kan groeien

zoals aangetaste planten vormt de schimmel grote hoeveelheden lange ketens met kleine eencellige sporen,

die makkelijk losbreken en zich via de lucht verspreiden. De schimme | kan dan ook op veel planten en
oppervlaktes in de kas teruggevonden worden in soms grote hoeveelheden. In sommige teelten is de schimmel

geen primair pathogeen, maar door zijn grote hoeveelheden verspreidende sporen, wel veel te vinden als een
secondair pathogeen die meelift met andere infecties. Met opwaaiend stof komen er ook van deze schimmel

extra sporen in de lucht om elders (op planten) neer te slaan.

Fusarium solani

Net als F. oxysporum verspreidt F. solani zich veel via plantmateriaal, grond en water. Maar F. solani is
daarnaast ook een seksueel voortplantende schimmel, die ook zonder partner vruchtlichaampjes met sporen

kan vormen. Deze vruchtlichaampjes zijn rood en één tot enkele millimeters groot en kunnen met het blote

00g waargenomen worden op stengels en ander e plantendelen (Figuur 3). De waterdruk die opbouwt in de
vruchtlichaampjes helpt om de gevormde sporen meters ver de lucht in te slingeren.

vv

Figuur 3. Rode speldeknopgrootte
vruchtlichaampjes met sporen van Fusarium
solani op de stengel van een aangetaste
plant. ~Opbouwende waterdruk in de
vruchtlichaampjes lanceert de ascosporen tot

meters ver de lucht in.
‘ -

Hoe verspreiding via lucht aan te pakken?

Denk voor het verminderen van de hoeveelheid sporen die met schoonmaak - en opruimactiviteiten in de lucht
terecht komen (denk bijvoorbeeld aan onder druk schoonspuiten van vloeren) aan schoonmaakmethodes die

minder stoffen. Maak bijvoorbeeld een vloer eers t nat waardoor grond en sporen minder opwaaien, maar spoel

deze bij een grondgebonden teelt niet de grond in. Als veel stof in de lucht niet te voorkomen is, geef dit dan

enige dagen de tijd om neer te dwarrelen met alle aanwezige sporen voordat jong plant goed wordt
binnengebracht en dek oudere planten waar mogelijk tijdelijk af met plastic.

Dode sporen kunnen geen infecties meer veroorzaken, dus als deze verspreid worden met de lucht geven ze

geen problemen. Sporen die op een opperviakte liggen kunnen effectief afgedood worden met bijvoorbeeld

middelen op basis van hypochloriet (1 -3%; > 5 min uten), waterstofperoxide (6%, > 5 minuten),
alkyldimethylbenzylammoniumchloride (0,5 -1%; > 5 minuten) of benzoézuur (2 -4%; 3 tot meer dan 60
minuten) met een inwerkingstijd van seconden tot een half uur. Belangrijk daarbij is dat alle organische

materiaal en grond de werking van de middelen remt en een desinfectie dus veel effectiever is na een eerste
schoonmaakstap.

Hangende UVC luchtontsmetters kunnen gebruikt worden om pathogenen in de lucht te verminderen. Voor
Fusarium is daarvoor een dosis UVC van 100 -250 mJ/cm 2 nodig gedurende een tijd van seconden tot enkele
minuten.

Deze factsheet kwam tot stand dankzij de PPS Masterplan Fusarium 2.0 I Ministerie van LNV, Glastuinbouw
Nederland, Stichting KIJK, Deliflor Chrysanten BV, Dekker Chrysanten BV, Evanthia, Gewascooperatie Lisianthus,
Gewascooperatie  Potorchidee, Gewascooperatie Gerbera  en Wageningen Universiteit & Research

Voor meer informatie anne.vandiepeningen@wur.nl
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5 Biologische beheersi ng van plant tot
praktijk

5.1 Beheersing op plant niveau

511 Effecten biologische beheersorganismen in Gerbera
Er zijn een drietal biologische beheersmaatregelen getest op hun werking  in gerbera met behulp van de gfp
gemarkeerde pathog een (paragraaf 5.2). Dit waren Trichoderma asperellum T34 (Asperello T34),

Streptomyces K61 (MycostopK61) en de niet -pathogene Fusarium oxysporum  Fo47.

In vergelijking met het gewone infectieproces (zie paragraaf 5.2), vertraagden zowel Trichoderma asperellum
T34 (Asperello T34), Streptomyces K61 (MycostopK61) het infectieverloop (Figuur 5.1 C en D) ten opzichte
van het normale infectiestadium (Figuur 5.1A) op hetzelfde tijdpunt na infectie. Uiteindelijk raakten planten
echter nog steeds inwendig besmet wat tot de dood van de plant leidde , het infectieproces werd wel vertraagd

Van de niet -pathogene Fusarium oxysporum  Fo47 zijn ook gfp -en rfp mutanten beschikbaar om het gedrag

van deze F. oxysporum variant te bestuderen. Sporen van F. oxysporum Fo047 toegediend aan het substraat
kunnen net als de pathogeen de wortel bereiken en hier omheen groeien. De stam komt ook endofytisch in de
plant terecht waar deze in het wortelweefsel alleen tussen de cellen groeit. F. oxysporum Fo47 groeit ook in

lichte mate door de vaatbundels naar bovengrondse delen.

In de behandeling met niet pathogene F. oxysporum Fo47 verandert de infectie door GFP-F. oxysporum f.sp.
gerberae . De GFP-F. oxysporum f.sp. gerberae dringt nu niet of nauwelijks meer door in de cellen van de plant

om deze van binnenuit leeg te eten (Figuur 5.1B). Ook hier leidde de infectie echter vaak nog steeds tot
uiteindelijk de dood van de plant.

De middelen kunnen dus de infectie (sterk) remmen, maar zeker bij een toenemende infectiedruk aantasting
van de plant niet eindeloos voorkomen.

Figuur 5.1. Cultivar Babble met infectie door GFP-F. oxysporum f.sp. gerberae onder verschillende
behandelingen A. zonder biocontrole product (vergevorderde infectie: alle weefsels lichten op) . B. met niet
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pathogene F. oxysporum Fo47 (pathogeen dringt niet meer in de cellen door) . C. met Trichoderma asperellum
en D. met Streptomyces  waarbij de infectie vertraagd verloopt

5.1.2 Resistentie in Chrysant en effecten op de pathogeen

In chrysant zijn met zowel wild -type als gfp -gelabelde F. oxysporum fsp. chrysanthemi fysio 1 FoNL1
experimenten gedaan met 6 cultivars met een verschillende mate van resistentie tegen dit pathogeen. In de

zeer vatbare cultivar Zehnia Sunny was de infectie in de plant goed te volgen met de gfp -gelabelde stam
(Figuur 5.2A, C en E) in Anastasia, Magnum, Memphis en Topspin werd er minder pathogeen in de platendelen
waargenomen. In cultivar Baltica was de pathogeen zelfs helemaal afwezig (Figuur 5.2B, D en F). In de
plantendelen waar op basis van de ontwikkelde TagMan detectie naar de pathogeen werd gekeken werd een
vergelijkbaar beeld waargenomen met weinig tot geen besmetting in de resistentere rassen en zeer veel in de
gevoelige rassen (Tabel 5.1).

Figuur 5.2. A, C en E infectie in vatbare cultivar Zehnia Sunny in respectievelijk, wortel, stengel en
bladsteel. B,D en F geen zichtbare infectie in resistente cultivar Baltica in respectievelijk, wortel, stengel en
bladsteel.

Tabel 5. 1. Infectie in zes verschillende chrysanten cultivars met verschillende mate van resistentie tegen F.
oxysporum f.sp. chrysanthemi fysio 1 . Cultivar Baltica is resistent en geen Fusarium toe in de plant, andere
resistente cultivars laten dit wel toe of ten dele toe.

Visuele beoordeling DNA beoordeling
Cultivar \Wortel Stengel Bladsteel/blad Ctwaarde i#cellen
/Anastasia ++ ++ + 18,7 2,8x10 5
Baltica - - - 40 0
Magnum + + - 17,4 1,9x10 °
Memphis + + + 22,0 3,3x10 4
Topspin + + + 21,4 1,5x10 4
Zehnya +++ +++ +++ 24,4 1,4x10 °

Rapport WPR -Masterplan Fusarium 2 | 41



5.2 Biologische controle in  Phalaenopsis

5.2.1 Achtergrond

Plantenziekten, zoals verwelking en stem en wortelrot, veroorzaakt door verschillende Fusarium soorten,
vormen nog steeds grote uitdaging in de teelten van siergewassen onder glas. Deze pathogenen kunnen zich

heel goed verspreiden in de grondgebonden teelten zoals lisianthus en chrysant, maar hebben zich ook goed

aangepast aan de teelt uit de grond (in groeimedia, zowel inert als organisch). Bovendien, in sommige
gewassen , zien wij dat de verschillende Fusarium pathogenen  elkaar aan het opvolgen zijn in de teelt,
bijvoorbeeld omdat de teeltomstandigheden veranderen en de ene pathogeen de andere wegconcurreert.

De beschikbaarheid van traditionele, chemische gewasbeschermingsmiddelen, die effectief zijn tegen

Fusarium , is op dit moment gelimiteerd, omdat veel van deze producten negatieve neveneffecten hebben op

mens of milieu. Daarom zijn er alternatieve maatregelen nodig om de verspreiding van Fusarium pathogenen
in sierteelt onder glas tegen te gaan. Daarvoor is geintegreerd aanpak nodig, met basis van goede hygiéne,

monitoring van pathogenen in teeltsysteem en minder voor ziekte  gevoelig of resistent plantmateriaal (Gullino
etal., 2015) . Biologische beheersing en controle van Fusarium zalin de komende jaren steeds grotere rol gaan
spelen , ook in de teelten onder glas (Lecomte et al, 2016)

Er zijn veel voorbeelden bekend van het succesvol gebruik van antagonistische bacterién en schimmels (0.a.
Pseudomonas , Bacillus , Streptomyces , Trichoderma ) tegen substraat - en grondgebonden  Fusarium in in vitro
studies en kleine kasexperimenten (o.a.: Bubici, 2018; Fira et al., 2018). Er zijn ook commerciéle producten
beschikbaar met claim tegen Fusarium en aantal daarvan is in de kasproeven binnen dit project uit getest in
Phalaenopsis teelt. Echter deze micro -organismen zijn vaak geisoleerd uit de bodem en niet optimaal
aangepast aan de specifieke omstandigheden in de teelt van Phalaenopsis. Daarom zijn in de tweede proef ook

micro -organismen getest die op dit moment nog niet commercieel beschikbaar zijn, maar volgens
wetenschappelijke literatuur, potenti e hebben om Fusarium infecties in Phalaenopsis tegen te gaan. De eerste

zijn bacterién die uit fylosfeer (blad oppervlak) van Phalaenopsis geisoleerd zijn (P16 en P48) en in vitro getest

zijn voor antagonisme tegen Fusarium oxysporum  en Fusarium solani uit Phalaenopsis (Fig. 5.3).

Figuur 5.3. Antagonisme van bacterién P16 en P48 tegen Fusarium oxysporum en Fusarium so lani op
petrischaal .

Phalaenopsis planten leven in de natuur in mutualistische relatie met verschillende endofytische schimmels

zoals Serendipita (Oktalira et al., 2021) die planten kunnen beschermen tegen invioeden van buitenaf

Sere ndipita herbamans  kan bijvoorbeeld tomaat beschermen tegen Fusarium infectie (Hallasgo et al., 2022).
Andere schimmel symbionten van orchideeén, zoals Ceratobasidium en Tulasnella , kunnen ook een belangrijk
rol spelen in tegengaan van Fusarium infectie (Manrique -Barros et al., 2023).
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5.2.2 Uitvoering beheersingsproef in Phalaenopsis 1 (202 3-proef)

Deze proef is gestart in april 2023 en had als doel het bestuderen van effecten van verschillende biofungicide

toepassingen op effectiviteit tegen Fusarium oxysporum , F.solani en F. proliferatum in opkweek Phalaenopsis.
Proef is uitgevoerd met jong plantmateriaal (direct uit weefselkweek). Proefduur: 20 weken.

Vier Phalaenopsis cultivars zijn gebruikt in de biotoets: San Francisco (met infectie van F. oxysporum ), Bruges
(met infectie van F. oxysporum ), Bloomington (met infectie van F. solani ) en Lech (met infectie van F.
proliferatum ). Biologische beha ndelingen met één van drie micro -organismen uit commercieel beschikbare
biofungiciden ( Streptomyces k61, Trichoderma asperellum T34 en Bacillus amyloliquefaciens QST713) of
Bacillus velezensis FZB42 zijn preventief ingezet om de infecties van Fusarium tegente gaan in Phalaenopsis .

Er zijn in totaal 32 verschillende combinatiebehandelingen ingezet met/zonder biologische behandeling of
met/zonder Fusarium (Tabel xx). Per combinatiebehandeling zijn 120 Phalaenopsis planten gebruikt, verspreid
over 4 blokken in de kas (30 per blok). Twee weken na de eerste biologische behandeling zijn de planten
geinfecteerd met  Fusarium (concentratie 10 2 sporen/ml plug).

Tabel 5.2 Behandelingen in de kasproef met biologische beheersing van Fusarium in Phalaenopsis

San Francisco Bloomington Lech Bruges

F. oxysporum F. solani F. proliferatum F. oxysporum

c c c c

S S S g _

g £ ¢ £ § &£ £ 8 & £ § t

& E o E E & & E @& g € a
Negatieve Controle - 1 - 9 - 17 - - 25
Positieve controle + - 2 + - 10 + - 18 + - 26
Streptomyces k61 + + 3 + + 11+ + 19 + + 27
T. asperellum T34 + + 4 + + 12+ + 20 + + 28
B. amyloliquefaciens + + 5 + + 13 + + 21 + + 29
QST713
B. velezensis FZB42 + + 6 + + 14 + + 22 + + 30
F. solani * + - 7 + - 23 + - 31
F. oxysporum* + - 15 + - 24
F. proliferatum * + - 8 + - 16 + - 32
Totaal aantal planten 8*120 = 960 8*120 = 960 8*120 = 960 8*120 = 960

Streptomyces k61 (dosering: 0.01% domp elsuspensie) en B. amyloliquefaciens  QST713 (dosering: 5L/ha) zijn
elke drie weken toegepast, B. velezensis FZB42 (dosering: 2L/ha) elke 6 weken en T. asperellum T34
(dosering: 1kg/ha) is 1 keer toegepast gedurende de proef.

Planten zijn geplant in trays met pluggen. Planten werden 14 uur per dag belicht. De kas is ingesteld op een

temperatuurvan28  a 29°C,65% -75% RV en een lichtsom van maximaal 200 T mol/m2 /sec . Viaregenleidingen
werd afhankelijk van de behoefte (maar meestal 1 -2 keer per week) een aantal minuten standaard
Phalaenopsis voeding gegeven met start EC van 1.4 -1.6. Ontwikkeling van symptomen van Fusarium infectie

(verwelking en vergeling) zijn wekelijks beoordeeld gedurende 18 weken.
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5.2.3 Resultaten beheersingsproef Fusarium in Phalaenopsis1 (2023 -proef)

Cultivars San Francisco en Bruges waren gevoelig voor infectie van Fusarium oxysporum  en F. solani (Fig. 5.4
en Fig. 5.5) . Ziekte ontwikkeling was significant sneller in cv Bruges ten opzichte van cv San Francisco, zoals

zichtbaar in waardes van ziekte progressie, zogenaamd eng. area under disease progression curve (AUDPC,

Fig. 5.6 en Fig. 5.7).

In cultivar San Francisco resulteerde toepassing van Trichoderma asperellum T34 in significante lagere ziekte
percentage ten opzichte van positieve controle (met F. oxysporum , zonder behandeling), terwijl het effect van
Trichoderma asperellum T34 niet significant was in cultivar Bruges . In cultivar San Francisco was de
ziekteontwikkeling in andere behandelingen niet significant verschillend van de positieve controle. Ook de

planten in negatieve controle (zonder inoculatie met Fusarium  oxysporum ) hebben rela tief veel
ziektesymptomen ontwikkeld, met meer dan 40% met tenminste ziektescore 2 (Fig. 5.8). S treptomyces k61
en Bacillus amyloliquefaciens QST713 vertragen de ontwikkeling van Fusarium symptomen in deze cultivar,
echter de percentage van de zieke planten bleef hoog (>50%) (Fig. 5.9).

Geen van de behandelingen was effectief tegen Fusarium solani in cultivar Bloomington (Fig. 5.10). Terwijl

Fusarium proliferatum  veroorzaakte alleen lichte symptomen in cultivar Lech, met licht effect van biologische
behandelingen met  Bacillus amyloliquefaciens ~ QST713 en Bacillus velezensis FZB42 op ontwikkeling van de

ziektesymptomen veroorzaakt door F. proliferatum  (Fig. 5.11). Effectiviteit van biologische controle lijkt

afhankelijk te zijn van co m patibiliteit tussen biologische controle micro -organismen en specifiek ~ Phalaenopsis

cultivar.

Voorbeelden van verschillende symptomen van de ziekte (fotobds)

Percentage Phalaenopsis cv San Francisco met verschillende ziektescore (week 16)
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controle controle k61

HO E1 2 23 m4

Figuur 5. 4. Percentage planten met verschillende ziektescores door infectie van F. oxysporum in
Phalaenopsis cv San Francisco 14 weken na de infectie. In de negatieve controle werd geen Fusarium
toegevoegd, in de positieve controle juist wel.
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Ziekte progressie (AUDPC) cv San Francisco
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Figuur 5.5. Ziekte progressie als AUDPC (Eng. Area under disease progression curve) in verschillende
behandelingen na infectie van F. oxysporum in Phalaenopsis cv San Francisco.

Percentage Phalaenopsis cv Bruges met verschillende ziektescore (week 16)
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Figuur 5.6. Percentage planten met verschillende ziektescores door infectie van F. oxysporum in
Phalaenopsis cv Bruges 14 weken na de infectie.
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Ziekte progressie (AUDPC) cv Bruges
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Figuur 5.7. Ziekte progressie als AUDPC (Eng. Area under disease progression curve) in verschillende

behandelingen na infectie van F. oxysporum in Phalaenopsis cv Bruges.

Percentage Phalaenopsis cv Bloomington met verschillende ziektescore (week 16)
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Figuur 5.8. Percentage planten met verschillende ziektescores door infectie van F. oxysporum in
Phalaenopsis cv Bloomington 14 weken na de infectie.
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Ziekte progressie (AUDPC) cv Bloomington
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Figuur 5.9. Ziekte progressie als AUDPC (Eng. Area under disease progression curve) in verschillende
behandelingen na infectie van F. oxysporum in Phalaenopsis cv Bloomington.

Percentage Phalaenopsis cv Lech met verschillende ziektescore (week 16)
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Figuur 5.10. Percentage planten met verschillende ziektescores door infectie met F. oxysporum in
Phalaenopsis cv. Lech, 14 weken na infectie
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Ziekte progressie (AUDPC) cv Lech
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Figuur 5.11 . Ziekte progressie als AUDPC (Eng. Area under disease progression curve) in verschillende

behandelingen na infectie van F. oxysporum in Phalaenopsis cv Lech.
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5.2.4 Uitvoering kasproef in Phalaenopsis -2 (2024 -proef)

Deze proef is gestart in augustus 2024 en had als doel het bestuderen van effecten van verschillende

biologische toepassingen op  effecten op plantweerbaarheid en/of directe effecten

F. solani in de teelt

Proefduur was 16 weken.

tegen Fusarium oxysporum

van Phalaenopsis . Proef is uitgevoerd met jong plantmateriaal (direct uit weefselkweek).

F. oxysporum ), Norwich (met infectie van
(met infectie van  F. solani ). Biologische behadelingen in deze proef zijn gekozen op basis van potentie voor
het effect Fusarium infectie in Phalaenopsis.

Er zijn in totaal 50 verschillende combinatiebehandelingen ingezet met/zonder biologische behandeling of

F. solani ) en San Francisco

met/zonder Fusarium (Tabel xx). Per combinatiebehandeling zijn 80 Phalaenopsis planten gebruikt, verspreid
over 4 blokken in de kas (20 per blok). Twee
geinfecteerd met Fusarium (concentratie 10

weken na de eerste biologische behandeling zijn de planten

3 sporen/ml plug).

Tabel 5.3 Behandelingen in de kasproef met biologische beheersing van Fusarium in Phalaenopsis

Controles

B. mycoides
P16 en P48
S.
herbamans
Serendipita
2

Fo 618/12
T. irregularis
C-result

Totaal planten

Planten zijn geplant i
temperatuur van 28

werd afhankelijk van de behoefte (maar meestal 1

Vier Phalaenopsis cultivars zijn gebruikt in de biotoets: Innsbruck (met infectie van
F. oxysporum ), Padova (met infectie van

Innsbruck Norwich Padova San Francisco
F. oxysporum F. oxysporum F. solani F. solani
c c c c
s 5 SR g
o € m Q S m o S m ol € m
- - 1 - - 14 - - 26 - - 39
+ - 2 + - 15 + - 27 + - 40
- + 3 - 28
+ 4 + 16 + 29 + 41
- 17 - 42
+ 5 + 18 + 30 + 43
- 6 - 31
+ 7 + 19 + 32 + 44
- 20 - 45
+ 8 + 21 + 33 + 46
- 9 - 34
+ + 10 + 22 + 35 + 47
- 23 - 48
+ + 11 + 24 + 36 + 49
- + 12 - 37
+ + 13 + + 25 + 38 + + 50
13* 80 = 1040 12* 80 = 960 13* 80 = 1040 12* 80 = 960
n trays met pluggen. Planten werden 14 uur per dag belicht. De kas is ingesteld op een

a 29°C, 65% -75% RV en een lichtsom van maximaal 200

Phalaenopsis voeding gegeven met start EC van 1.4 -1.6.
Ontwikkeling van symptomen van

gedurende 15 weken

Fusarium

Naast het effect op ziekteontwikkeling zijn
plant groeibevorderende eigenschappen in
metingen aan de planten uitgevoerd aan het einde van de kasproef (bepaling van ver

planten per blok (Fig.

5.12.)

tijdens deze proef de biologische behandelingen ook beoordeeld op
Phalaenopsis . Daarvoor zijn er aan het eind van de proef additionele
sgewicht van 6 middelste

T mol/m2 /s. Via regenleidingen
-2 keer per week) een aantal minuten standaard

infectie (verwelking en vergeling) waren wekelijks beoordeeld
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Fig uur 5.12 . Bemonstering van de planten per blok van combinatie middel

groeibevordering. Per combinatie mi

Planten nummer 7,8,9, 12, 13 en 14 per elk blok (zi

meting (SPAD)

5.2.5

Cultivars Innsbruck en Norwich waren gevoelig voor infectie van Fusarium oxysporum (Fig.

Resultaten kas proef Fusarium

ddel

- cultivar voor beoordeling van plant

-cultivar waren er 4 blokken in de kas. Per blok waren er 20 planten.
e afbeelding) zijn bemonsterd voor versgewicht en

chlorofyl

in Phalaenopsis proef 2 (2024 -proef)

5.13 en Fig. 5.14).

De ziekte was significant meer ontwikkeld in cv Norwich ten opzichte van cv Innsbruck, zoals zichtbaar in de

waardes van percentage zieke planten en gemiddelde ziekte index (Fig.
In cultivar Innsbruck heeft toepassing van
lagere ziekte percentage en gemiddelde ziektescore ten opzichte van positieve controle (met

zonder behandeling, terwijl dat effect niet significant was in cultivar Norwich

Cultivar San Francisco en Padova
Francisco meer gevoelig voor
op infectie van  Fusarium solani

zijn geinfecteerd met

in cultivar San Francisco (Fig.

Fusarium solani

5.15 en Fig. 5.16).
B. mycoides of F. oxysporum 618/12 geresulteerd in significante

F. oxysporum ,
) (Fig. 5.17 en Fig. 5.18).

. In deze proef bleek cultivar San

F. solani dan cultivar Padova. Geen van de toegepaste behandelingen had effect
5.19 en Fig. 5.21). Terwijl in cultivar Padova alle

toegepaste behandelingen hadden significant effect op ontwikkeling van de ziekte symptomen wat te zien is in

het effect op percentage zieke planten en in gemiddelde ziektescore
Phalaenopsis fylosfeer (P16 en P48), die antagonistisch
test, had het laagste percentage van zieke planten (3,7%).

twee bacterién uit

Fusarium solani in in vitro

(Fig.

5.20 en Fig. 5.22). Behandeling met

waren voor Fusarium oxysporum en

De e ffectiviteit van biologische controle lijkt afhankelijk te zijn van compatibiliteit tussen biologische controle

micro -organismen en specifiek
beschikbare biocontrole producten.
zien in Bijlage 7.

Voorbeelden van

verschil

l ende

Phalaenopsis cultivar. Hetzelfde bleek ook uit de eerste proef met commercieel

symptomen van

Toegepaste biologische behandelingen zijn ook beoordeeld op plant groeibevorderende effecten op

Phalaenopsis groei (zonder infectie

met

Fusarium ). Uit deze analyse blijkt dat behandeling met

B. mycoides in

cultivar San Francisco en organische meststof in cultivar Innsbruck hadden significant effect op versgewicht
Phalaenopsis planten ten opzichte van de controle planten. Gemiddelde

van de bovengrondse delen van de
versgewicht
Behandelingen met
SPAD, in cultivar Innsbruck (Tabel
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5.5).

Phalaenopsis bovengronds was significant hoger dan controle in deze behandelingen
B. mycoides en S. herbamans hadden ook positief effect op chlorofyl gehalte, gemeten als

(Tabel 5.4).
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z

e k



Ook de planten uit verschillende behandelingen met infectie van Fusarium zijn op hetzelfde manier
doorgemeten. Uit deze meting blijkt dat, ondanks het feit dat niet alle behandelingen effectief waren in tegen

gaan van infectie, versgewicht van de behandelde (en geinfecteerde) planten was significant beinvioed door

de behandeli ngen (Tabel 5.6).

Effect op versgewicht van de planten lijkt afhankelijk te zijn van de combinatie cultivar -middel. De
behandelingen hadden niet hetzelfde effect in alle cultivars, bijvoorbeeld B. mycoides , S. herbamans en T.
irregularis hadden positief effect op versgewicht van de geinfecteerde Phalaenopsis cultivar Padova, terwijl dit

effect niet waarneembaar was in de andere cultivars.

De geteste behandelingen hadden geen significant effect op chlorofyl gehalte, gemeten als SPAD, van
geinfecteerde Phalaenopsis planten (Tabel 5.7).

Infectie met Fusarium had significant effect op de lengte van jongste volgroeide blad van Phalaenopsis planten .

De bladeren van geinfecteerde planten waren significant korter dan van de planten van hetzelfde cultivar die
niet geinfecteerd waren met Fusarium (met uitzondering van cultivar Padova) (Tabel 5.8 en Tabel 5.9).
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Figuur 5.13 . Percentage planten met verschillende ziekte scores cv Innsbruck ( 14 weken na infectie )
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Figuur 5.14 . Percentage planten met verschillende ziekte scores cv Norwich ( 14 weken na infectie )
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Figuur 5.15. Gemiddelde ziektescore  cv Innsbruc k (14 weken na infectie )
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Figuur 5.16. Gemiddelde ziektescore cv Norwich, 1 4 weken na de infectie
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Figuur 5.17. Percentage planten met verschillende ziektesymptomen veroorzaakt door F. solani in
Phalaenopsis cv  Padova, 14 weken na de infectie
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Figuur 5.18. Percentage planten met verschillende ziektesymptomen veroorzaakt door F. solani in
Phalaenopsis cv Padova en cv San Francisco, 14 weken na de infectie.
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Figuur 5.19. Gemiddelde ziektescore Phalaenopsis cv Padova, 14 weken na de infectie.
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Figuur 5.20. Gemiddelde ziektescore Phalaenopsis cv San Francisco, 14 weken na de infectie
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Tabel 5.4. Gemiddelde versgewicht bovengronds (in gram; per 6 planten) 1 van Phalaenopsis
Behandeling Innsbruck San Francisco Norwich Padova
Gemiddelde versgewicht 6 middelste planten (4 blokken; bove ngronds; g)
controle 45,4 41,7 35,7 36,5
B. mycoides 42,7 50,7* -
S. herbamans 33,6 44,0 -
F.o. 618/12 40,5 35,4 -
Organisch meststof 59,9* 45,8 -
P16 en P48 - - 35,5 40,9
Serendipita 2 - - 32,8 44,9
T. irregularis - - 32,0 32,7

! per blok zijn 6 middelste planten gewogen; gemiddelde is berekend op basis van 4 blokken per combinatie
behandeling -cultivar in de kas. Combinaties waarvoor geen waarden in Tabel staan, zijn niet getest in de

kas.

* Statistisch significant hoger dan controle (p<0.05)

Tabel 5.5. Gemiddelde chlorofyl gehalte (SPAD meting) 1 van Phalaenopsis
Behandeling Innsbruck San Francisco Norwich Padova
Gemiddelde chlorofyl gehalte (SPAD; 4 blokken)

controle 51,5 55,2 51,3 52,8
B. mycoides 54,1* 54,5 - -

S. herbamans 55,3* 55,2 - -
F.o. 618/12 50,8 54,6 - -
Organisch meststof 49,8 50,1 - -
P16 en P48 - - 47,9 49,4
Serendipita 2 - - 50,3 50,3
T. irregularis - - 50,0 49,3

! per blok zijn 6 middelste planten gemeten; gemiddelde is berekend op basis van 4 blokken per combinatie
behandeling -cultivar in de kas. Combinaties waarvoor geen waarden in Tabel staan, zijn niet getest in de

kas.

* Statistisch significant hoger dan controle (p<0.05)
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Tabel 5.6. Gemiddelde versgewicht bovengronds (in gram; per 6 planten)

1 van geinfecteerde Phalaenopsis

Behandeling Innsbruck |San Francisco |Norwich |Padova
Gemiddelde versgewicht 6 middelste planten (4 blokken; bovegronds; g)

controle 32,5 25,0 40,1 36,0

B. mycoides 34,6 25,8 45,0 50,2*
S. herbamans 31,5 27,1 36,6 49,0*
F.0. 618/12 34,2 28,1 39,7 36,5
Organisch meststof 33,2 24,4 31,9 39,0
P16 en P48 44,9* 26,8 39,7 43,2
Serendipita 2 42, 7* 20,7 36,7 38,1

T. irregularis 38,7 29,8 40,8 52,2*

1 per blok zijn 6 middelste planten gemeten; gemiddelde is berekend op basis van 4 blokken per combinatie

behandeling -cultivar in de kas.

kas.

* Statistisch significant hoger dan controle (p<0.05)

Combinaties waarvoor geen waarden in Tabel staan, zijn niet getest in de

Tabel 5.7. Gemiddelde chlorofyl gehalte (SPAD meting) 1 van geinfecteerde  Phalaenopsis .

Behandeling Innsbruck |San Francisco |Norwich Padova
Gemiddelde chlorofyl gehalte (SPAD; 4 blokken)
controle 51,5 55,3 43,3 50,7
B. mycoides 55,7 52,4 41,7 48,9
S. herbamans 51,9 52,3 44,3 48,4
F.o0. 618/12 50,6 55,9 39,7 50,6
Organisch meststof 54,7 55,1 42,4 49,4
P16 en P48 52,1 55,3 39,7 49,3
Serendipita 2 50,5 53,4 44,6 47,9
T. irregularis a7,7 54,1 42,6 47,6

1 per blok zijn 6 middelste planten gemeten; gemiddelde is berekend op basis van 4 blokken per combinatie

behandeling -cultivar in de kas.

kas.

* Statistisch significant hoger dan controle (p<0.05)
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Tabel 5.8. Gemiddelde ! lengte jongst volgroeide blad Phalaenopsis (in mm)

Behandeling Innsbruck San Francisco Norwich Padova
Gemiddelde lengte jongst volgroeide blad (mm)

controle 78,0 101,9 55,0 87,1

B. mycoides 75,8 102,4

S. herbamans 72,8 101,8

Fo 618/12 72,1 81,5

Organisch meststof 86,4* 93,0

P16 en P48 58,2 94,4
Serendipita 2 53,9 97,1*

T. irregularis 53,6 85,5

! per blok zijn 6 middelste planten gemeten; gemiddelde is berekend op basis van 4 blokken per combinatie
behandeling -cultivar in de kas. Combinaties waarvoor geen waarden in Tabel staan, zijn niet getest in de
kas.

* Statistisch significant hoger dan controle (p<0.05)

Tabel 5.9. Gemiddelde ! lengte jongst volgroeide blad in geinfecteerde Phalaenopsis (in mm)
Behandeling Innsbruck San Francisco Norwich Padova
Gemiddelde lengte jongst volgroeide blad (mm)

controle 65,2 85,1 43,6 97,0
B. mycoides 66,5 96,2 47,4 102,1
S. herbamans 61,8 98,4 47,3 88,5
Fo 618/12 67,0 86,4 45,1 92,1
Organisch meststof 67,2 87,9 39,3 83,1
P16 en P48 75,5* 91,1 45,0 88,8
Serendipita 2 70,1 84,7 40,4 90,7
T. irregularis 67,2 97,3 44,4 94,2

! per blok zijn 6 middelste planten gemeten; gemiddelde is berekend op basis van 4 blokken per combinatie
behandeling -cultivar in de kas. Combinaties waarvoor geen waarden in Tabel staan, zijn niet getest in de
kas.

* Statist isch significant hoger dan controle (p<0.05)

5.2.6 Conclusies Phalaenopsis proeven

Cultivars kunnen sterke verschillen laten zien wat de effecten zijn op plantweerbaarheid en/of de pathogeen.

Net zoals er verschillende gevoeligheid van cultivars tegen bepaalde pathogenen, blijken ze dus ook een goede

klik of compatibiliteit te moeten heb ben met beneficiéle organismen. Van de verschillende geteste middelen

zijn er een aantal die een of meerdere keren een verbetering laten zien waardoor de plant minder
ziektesymptomen laat zien. Deze bescherming werkt het beste in een zo jong mogelijk stadi um van de plant,
waarbij de gunstige organismen ook zo dicht mogelijk op de wortel moeten worden aangebracht: dompelen

van wortels werkt dus beter dan het aangieten van het substraat.
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5.3 Beheersing op bedrijfsniveau

53.1 Proefopzet Gerbera praktijkproef

Als laatste onderdeel van deze PPS in combinatie met de PPS Biorationals, is hoe de inzet van biologische
beheersstrategieén in de praktijk uit valt. Daartoe zijn de drie middelen die in de gfp experimenten een

vertraging en/of verandering in de infectie lieten zien (paragraaf 5.1.1) en twee nieuwe behandelingen, op
praktijkbedrijven in verschillende aan de hand van verwelkings -symptomen in de planten en de aantallen
verwijderde planten. Daarnaast is met de eerder ontwikkelde moleculaire detectiemethodes (paragraaf 3.1)
gemeten welke pathogenen aanwezig zijn en hoe deze veranderen over de tijd. De effecten op de productie

van de behandelde plantenw  erden niet meegenomen.

Bij aanvang van de praktijkproeven stonden de proefplanten al ongeveer 9 maanden lang in de kas te groeien.
Alle planten stonden op steenwol en de gebruikte cultivars waren Anna en Café (Bedrijf 1); Atlanta en Plot
(bedrijf 2) . De behandelingen waren 1- Streptomyces k61 ; 2 - Trichoderma asperellum T34; 3- Fusarium
oxy sporum Fo47 (niet pathogeen voor gerbera) ; 4- ANLBF-2 (op basis van micro -organisme) ; 5- Exp.1l (op
basis van mix micro  -organismen) ;en 6- controle (zonder behandeling gericht op Fusarium)

In elke cultivar zijn er in totaal 60 veldjes uitgezet met 25 planten per veldje.  Er zijn 10 herhalingen (veldjes)
van een behandeling per cultivar (25 planten per veldje, totaal 250 planten). De b ehandelingen met
biorationals zijn herhaaldelijk toegepast . Behandelingen met  Streptomyces k61, Fusarium oxy sporum Fo47,
ANLBF-2 zijn elke zes weken herhaald. Behandeling Trichoderma asperellum T34 is elke 12 weken herhaald.
Behandeling met Exp.1 is elke twee weken herhaald.

Elke maand zijn de planten visueel gescoord op ziektesymptomen. Daarnaast zijn er d rie keer gedurende de
proefperiode monsters genomen van plantmateriaal, voedingswater (direct na ontsmetter en uit druppelaars),

drainwater enluchtvooreen TagMan test (paragraaf 3.1) op aanwezigheid van gerbera pathogenen ( Fusarium
oxysporum , Fusariumsolani , Fusarium proliferatum  en Verticilium dahliae ). De proeven zijn gestart op 9 maart
2023 (Bedrijf 1, proefweek 1) en 16 maart 2023 (Bedrijf 2, proefweek 2) en bemonsterd op 9 maart 2023, 30
juni 2023 en 6 december (Bedrijf 1) en 16 maart 2023, 5 juli 2023 en 13 december (Bedrijf 2)

Eerste visuele beoordeling van de ziektesymptomen heeft zeven weken na de start van de proef
plaatsgevonden. Daarna zijn elke vier weken de aantallen zieke en dode (en vervangen) planten per

behandeling/vak genoteerd om het verloop van de ziekte in elk blok en behandeling bijhouden. Tijdens de
praktijkproef zijn er op Bedrijf 1 tussentijds, in de week 15 van de proef, zieke en dode planten verwijderd (in
cultivar Café). Er zijn nieuwe planten gezet op de plekken van verwijderde planten. Op Bedrijf 2 zijn er

tussentijds geen planten verwijderd.

In maart 2024 bij het begin van de proef (0 -meting), halverwege in de zomer (meting 1; juni/juli 2023) en

aan het eind in december 2023 (meting 2) w erden 3x10 bladeren verzameld per cultivar per behandeling met
random bladeren uit elk blok. In het lab worden de bladstelen verzameld, gesteriliseerd (oppervlak) en

gewassen en dan gezamenlijk vermalen en in de verrijking gezet. Naast planten monsters worden er ook

monsters genomen van voedingswater (5 liter monsters, gefilterd) en drainwater (2 liter monsters, gefilterd)

en met behulp van een Coriolis air sampler luchtmonsters (3m3) in de vakken met planten. Uit de verrijking
werd een monster genomen, DNA geisoleerd en met de in hoofdstuk 5 beschreven TagMan analy ses beoordeeld
op het voorkomen van F. solani, F. oxysporum, F. proliferatum en V. dahliae . Naastde plant monstersw erden

ook de lucht - en watermonsters op DNA geanalyseerd.
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53.2 Resultaten Gerbera praktijkproef

Ziektesymptomen en plantuitval ontwikkelden zich met verschillende snelheden in verschillende cultivars
(Figuur 5.21). Op Bedrijf 1 bleek cultivar Café gevoelig te zijn voor verwelking en uitval. In de week 15 van de
proef waren er tussen 8% en 12.8% planten ziek, respectievelijk in behandeling Exp.1 en behandelingen met
Streptomyces k61 en F. oxysporum Fo47 (Figuur 5.1B). Terwijl van cultivar Anna minder dan 1.6% van de

planten symptomen van verwelking vertoonden in de week 15 van de proef (Figuur 5.1A). Daarom zijn er, na
de beoordeling in week 15, planten weggehaald bij cultivar Café en er zijn nieuwe planten tussen gezet in
de proef, wat de scherpe daling verklaart van aantal zieke planten van cv Café tussen de week 15 en 19.
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Figuur 5.21 Ziekteontwikkeling (o0.a. verwelkingssymptomen) gedurende de praktijkproef op Bedrijf 1 en?2
(T7,T11,T15,T19,T23,T27,T31,T35,T39 - weeknummers vanaf de start van de praktijkproef (aantal planten
per behandeling 250).
Geenvande toegepaste middelenwas in staat de uitval van gerbera op Bedrijf 1 volledig te beperken. Volledig e
inhibitie van de infectie was onwaarschijnlijk, omdat de praktijkproef is gestart nadat de planten al 9 maanden
zonder behandeling in de kas aan het groeien waren. Fusarium was ook in plantmateriaal aangetoond tijdens
de eerste bemonstering (start van de praktijkproef) (zie Tabel 5.10). Er waren verschillen tussen de
behandelingen in gemiddelde percentage zieke planten (in cv Anna) in de laatste week van de beoordeling

(proefweek 39, Figuur  5.22, links ), helaas waren deze verschillen niet statistisch significant (p>0.05).

Percentage zieke planten cv Anna (%, week 39) Oppervlakte onder ziekte progressie curve (eng. AUDPC)
25 cultivar Anna
700
20
600
15 500
% E‘ 400
10 2
< 300
200
L 100
controle Streptomyces Trichoderma Fusarium ANLBF-2 Exp.1 0 Streptomyces  Trichoderma Fusarium ANLBE-2 Exp.1 contrale
asperellum  oxysporum k61 asperellum T34 oxysporum
T34 Fo47 Foa7
Figuur 5.22 Gemiddelde percentage van zieke (verwelkte) planten en oppervlakte onder de ziekte progressie
curve in cultivar Anna in de proefweek 39 (gemiddelde van 10 veldjes per behandeling). Foutbalken geven de

standaarddeviatie aan.
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Ondanks het feit dat er geen significante verschillen waren in gemiddelde percentage zieke planten aan het

eind van de proef, hebben de behandelingen mogelijk effect gehad op de snelheid van de ontwikkeling van
ziektesymptomen in gerbera. Om te checken of dat inderdaad het geval was, is er een berekening gemaakt

van de oppervlakte onder de ziekte progressie curve die het verloop van de ziekte in de tijd weergeeft (  Eng.
Area Under Disease Progression Curve - AUDPC) laat zien dat (Figuur 5.22 rechts ). Lagere AUDPC waardes
betekenen dat ziekte zich langzamer ontwikkeld. In cultivar Anna hebben de behandelingen met Streptomyces

k61 en Trichoderma T34 geresulteerd in lagere AUDPC waardes dan in controle behandeling (onbehandeld)

(Figuur 5.22, rechts ). Dat beteken t dat de ziekte ontwikkel ing trager was in planten uit deze twee
behandelingen ten  opzichte van onbehandelde planten. Berekening van de opperviakte onde r de ziekte
progressie curve was alleen mogelijk in cultivar Anna omdat er veel planten van cultivar Café tussentijds
verwijderd zijn.

Op Bedrijf 2 was de ziekteontwikkeling (verwelkingsymptomen) in de week 19 hoger in cultivar Atlanta dan in
cultivar Plot (Figuur ~ 5.21), echter dit verschil was niet waarneembaar in de week 23 van de praktijkproef.  Ook
op Bedrijf 2 is er geen volledige inhibitie van infectie waargenomen. Echter net zoals bij Bedrijf 1 was het
onwaarschijnlijk, omdat de planten al een tijd onbehandeld in de kas stonden en Fusarium pathogeen ook al
aanwezig was in plantmateriaal bij de start van de praktijkproef (zie Tabel 5.10).

Aan het eind van de praktijkproef was uitval op Bedrijf vergelijkbaar in beide cultivars (Atlanta en Plot) (Figuur
5.23). De verschillen in gemiddelde percentage zieke planten tussen de behandelingen waren niet statistisch
significant.  Berekening van de oppervlakte onder de ziekte progressie curve weergeeft hoe snel
ziektesymptomen zich ~ ontwikkelden in de gerbera planten op Bedrijf 2 (eng. Area Under Disease Progression

Curve - AUDPC) (Figuur 5.23rechts ). Lagere AUDPC waardes betekenen dat ziekte zich langzamer ontwikkeld.
In cultivar Atlanta  heeft geen van de toegepaste behandelingen effect gehad op ziekte progressie gemeten

met AUDPC Figuur 5.23). In cultivar Plot hebben de behandelingen met Streptomyces k61, F.oxysporum Fo47
Percentage zieke planten cv Atlanta (%, week 39) Oppervlakte onder ziekte progressie curve (eng. AUDPC)
55 cultivar Atlanta
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k61 asperellum  oxysporum asperellum T34 oxysporum
T34 Fod7 Fod7

Oppervlakte onder ziekte progressie curve (eng. AUDPC)

Percentage zieke planten cv Plot (%, week 39) cultivar Plot
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T34 Fo47 Foa?
en ziekte progressie vertraagd (AUDPC waardes zijn lager bij langzamer progressie ziekte, Figuur 5.23).

Figuur 5.23 Percentage zieke planten en Oppervlakte onder ziekte progressie curve (eng. Area Under Disease
Progression Curve - AUDPC) in verschillende behandelingen in cultivars Atlanta en Plot tijdens praktijkproef op
Bedrijf 2.

In maart 2023 is op tijdstip 1 een nulmeting in het gewas gedaan, in principe is op dat moment variatie in de
druk van de verschillende pathogenen in de verschillende plots afhankelijk van de locatie van een plot zoals
dicht bij de wand van een kas, mogelijk van cultivar en van leeftijd van de cultivar, maar niet van verschillen

in behandelingen van de planten. Gemiddelde besmettingen staan weergegeven in Tabel 5.10 als ook het
aantal plots dat positief testte voor besmetting. Vooral F. solani en F. oxyspo rum werden volop waargenomen,
gevolgd door F. proliferatum  en er werd in maart nauwelijks V. dahliae waargenomen inde bladeren.
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Tabel 5.10 Uitgangsituatie
besmetting met een pathogeen.
hoeveelheden
Bedrijf 1 Anna
Café
Bedrijf 2 Atlanta
Plot

gemiddelde

# positieve monsters
Bedrijf 1 Anna
Café
Bedrijf 2 Atlanta
Plot

totaal positief/48

Tabel

(toe - of afname) significant zijn (significant als p

5.11 Veranderingen in de hoeveelheid pathoge
bemonstering 2 (t=2) en tussen bemonstering 1 (t=1) en

F. solani
2x10°
1x10%
8x10°
1x10%

7,5%103

F. solani
3

14

8

11

36

nen, gemeten

F. proliferatum
15

8x10?

4x10%

1x102

3,0x103

F. proliferatum

F. oxysporum
3x10°
6x10°
1x10%

6x12
4,9%103

F. oxysporum
7

7

11

11

36

-aantal van de monsters (18 per cultivar; 48 totaal) dat positief testte voor

V. dahliae
35

0

0

0

8,7

V. dahliae

w o o

tussen bemonstering 1 (t=1) en
bemonstering 3 (t=3) en of deze veranderingen

-waarde kleiner dan 0.05; significante waarden vetgedrukt).

F. solani F. proliferatunm
t=1 ws. t=2 =1 vs. t=3 =1 vs. t=2 =1 vs. 1=3
P i [ P
Behandeling wverandering waarde verandering waarde wverandering waarde werandering waarde
Controle geen 0,179 alnarme 0019 geen 0143 arnarme 0,026
Streplomyces  geen 0,142  afname 0,004 afname 0,024  afname 0,011
k&1
Trchodarma [i= i 0,053 alnarne 0007 afname 0,042 arnarme 0,195
asparaiium T34
Fusarium toename 0,041 geen 0,366 geen 0,383 geen 0,309
OUNYEOOTLIT]
Fo47
ANLEF-2 geen 0,077  geen 0,263 afname 0,010  geen 0,111
Exp.1 geen 0,226  afname 0,042 afname 0,047  geen 0,102
F. oxysporum V. dahlize
t=1 vs. t=2 t=1 vs. t=3 t=1 vs. t=2 t=1 ws. t=3
A= P [ B
Behandeling verandering waarde verandering waarde werandering waarde verandering waarde
Controle afname 0,002  afname 0,001 toenams 0,000 gesn *
Streplomyces | afname 0,004  afname 0,011 toenams 0,000 gesn *
ka1
Trichodanma afname 0,010  afname 0,011 toenams 0,000 gesn *
Fsperaiium T34
Fusariwm qesn 0,483  geen 0,211 toenams 0,000 gesn *
OXYEOOTLIT
Fod7
AMNLBEF-2 afname 0,002 afname 0,008 toenane 0,001 geen 0,091
Exp.1 gesn 0,194  geen 0,157 mename 0,000 geen 0,382

Als we per cultivar kijken naar de effecten van de behandelingen, zijn deze effecten nauwelijks tot niet
meetbaar en inzichtelijk te maken (slechts 3 metingen per cultivar). Als we kijken over de

heen, dan worden het aantal metingen dat we vergelijken 3x4= 12 metingen en dat maakt de

zichtbaar (Tabel 5.4).

We kunnen dan zien dat

bij de controle een significante afname van de besmetting
behandelingen een effect laat zien en de behandeling met niet pathogene F. oxysporum Fo47 zelfs een
laat zien. Kijken we naar F. proliferatum, zien we daar vooral een vermindering in de infectie in de

Lalstop k61, Asperello T34, ANLBF
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behandeling daar nog een effect zien. Als we vervolgens kijken naar F. oxysporum dan zien zowel na 4

maanden als na 9 maanden van behandeling effect bij de Lalstop k61, Asperello T34, en ANLBF -2 behandeling,
maar ook bij de controle een significante afname van de besmetting. Tenslotte is V. dahliae vooral een
pathogeen wat in de warmere maanden de kop op steekt. Bij de metingen van maart en december zien we de
pathogeen nauwelijks, maar in de zomer zien we deze toenemen onder alle behandelingen.

Luchtbemonstering: Per vak met de verschillende cultivars en behandelingen is per hoofdbemonstering in

maart, juni/juli en december drie kubieke meter lucht bemonsterd met behulp van een Coriolis airsampler. Met

de TagMan PCR methode is in de monsters bepaald hoeveel sporen er in die 3 kubieke meter lucht zaten. Bij

bedrijf 2 werden  bij de eerste en tweede metingen sporen van F. solani in de lucht waargenomen in beide

vakken, bij bedrijf 1 werd in het vak met Café in de 2e meting ook F. solani waargenomen, maar niet in het
andere vak. F. proliferatum werd bij bedrijf 2 bij de eerste meting waargenomen in het vak met Plot en bij de

derde meting in het vak met Atlanta. Fusarium oxysporum en Verticillium dahliae werden niet waargenomen

inde lucht.

Watermonsters:  Ook van de watermonsters zijn er op drie momenten monsters genomen en geanalyseerd, in

maart, juni/juli en in december. Water wat het systeem in gaat, is relatief schoon, zeker bij bedrijf 1, en er

zitten minder pathogenen in al zijn er wel momenten waar te nemen dat de druk hoger lijkt te zijn. Zeker het

drainwater wat uit het systeem komt is flink besmet en hierin werden alle pathogenen waargenomen.
Ontsmetten van drainagewater voor hergebruik is dus een belangrijk aandachtspunt. Drainwatermonster 3 van

de Café plot is afkomstig van een gescheurde filter en is een onderschatting van het aantal pathogenen.

5.3.3 Conclusies Gerbera praktijkproef

Per cultivar zijn de effecten van de verschillende behandelingen in de praktijk  niet of nauwelijks waarneembaar.
Kijken we Over de bedrijven en cultivars heen, dan worden het aantal metingen dat we vergelijken 3x4= 12
metingen en dat maakt de effecten beter zichtbaar. Streptomyces k61, Trichoderma asperellum T34 en soms
ANLBF-2 of Expl geven remming op F. solani en F. oxysporum . Alleen lijkt hier ook in de controle de druk van

de pathogenen af te nemen. De effecten op F. proliferatum  zijn minder sterk en wisselen meer over de tijd.
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Bijlage 1 Partners Masterplan Fusarium

- Stichting Kennis In Je Kas (KIJK) , gevestigd te Louis Pasteurlaan 6, 2719 EE Zoetermeer,
Nederland .

- Glastuinbouw Nederland , gevestigd te Louis Pasteurlaan 6, 2719 EE Zoetermeer,
Nederland .

- Gewascooperatie Potorchidee , gevestigd te Louis Pasteurlaan 6, 2719 EE Zoetermeer,
Nederland .

- Gewascoo0peratie Lisianthus , gevestigd te Louis Pasteurlaan 6, 2719 EE Zoetermeer,
Nederland .

- GewascooOperatie Gerbera , gevestigd te Louis Pasteurlaan 6, 2719 EE Zoetermeer,
Nederland .

- Deliflor Chrysanten , gevestigd te Korte Kruisweg 163, 2676 BS Maasdijk , Nederland .

- Dekker Chrysanten B.V. , gevestigd te Julianaweg 6a, 1711 RP Hensbroek, Nederland

- EvanthiaB.V. , gevestigd te Vlotlaan 560, 2681 TX Monster, Nederland
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Bijlage 2 Bijlage 1 Kasplattegrond proef

lisianthus
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Bijlage 3 Bijlage 2 Grondanalyse  proef

Eznheid Resultaat Strotiraject | Lzag |uru laag | pgood |.r|1| hoog| hoog
MW-lolals bedemvoortaad kg Miane 1410 20-110
CiM-ralic 18 8-12
MEvenend vermopen kg Miane 1,72 0,95 - 1,45
Selolale bodemvoormaad kp Slane 27 3=13
CiS-ralio i 50-75
Seleverand varmogen kg Slare 0,35 0,20 - 0,30
P-badermvaanaad kg Plama 21 11 -14 %
K-bodermvoamaad kg Klare 1B.0 7.0-87 %
Ca-bodermvoariaad kg Calara 161 216 - 324 h
Mig-bodermvoarraad kg Mp'are 209 58-89 ﬁ
M a-Bodermeooriaad ki Walarns 2.8 < DB M
Ziurgrasd (pH) 8,7 6.8-74 M
C-arganisch k- 8B
Organische slof T 18.0 20-10,0
CiCkS-ralio 0,54 0.45 - 0,55
Koolaure kalk % 1.B 0.2 - 8.0 H
Kl&i (=2 pm) L 19
Sl {2-50 prm) b 33
Zand [=50 pm) % 8
Klei-burmus {CEC) mimid kg 4E2 100 - 500
CEC-bazeiling % 100 > 05
Ca-berpeiling % T8 A0 - 80
Mig-bezehling % 17 6.0 =10
K-bepaiing % 4.5 2.0-5.0
Ma-berpetling % 1.1 1.0-1.5
Heezetting e <01 < 1.0
Al-bazaiiing e = ,1 < 1.0
Verkniimeliaared rapporicijfer 8,9 6.0 - 8,0 #
Verskmping rapparicjler 8.3 8.0 - 8.0 %
Wicrobidle biomassa mg Cikg Tr2 900 - 2700
Mhcrobeéle sctiviteil mg Nikg TE 10 - 40
Schimmelbache ia- o o7 0.8 -09
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Bijlage 4 Bijlage 3 Ziektesymptomen in
verschillende lisianthus cultivars
(week 8)
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- F. solani F. avenaceum F. oxysporum - F. proliferatum |:|c0ntrole
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