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Referaat
Bacteriële ziekten zorgen voor problemen in verschillende teelten onder glas. In dit project is onderzoek gedaan 
naar mogelijke alternatieve strategieën ter voorkoming van bacteriële ziekten in Pelargonium, Phalaenopsis en 
tomaat. Het onderzoek richtte zich op het voorkomen van de ontwikkeling van bacteriële ziekten in het gewas 
door aanpassing in bemestingsstrategie, het gebruik van enzymen tegen biofilm van plantpathogene bacteriën 
op het plantoppervlak, verstoren van communicatie tussen plantpathogene bacteriën, inzet van antagonistische 
micro-organismen en parasitaire bacteriën uit groep Bdellovibrio and the like organisms (zogenaamd BALO’s) om 
plant pathogene bacteriën selectief af te doden.

Abstract
Bacterial diseases remain problematic in various greenhouse crops. In this project, research was conducted 
into possible alternative strategies to prevent and control bacterial diseases in Pelargonium, Phalaenopsis and 
tomato. The research focused on various alternative strategies such as adjustment of fertilization strategy, 
using enzymes to selectively prevent the development of biofilm of plant pathogenic bacteria on plant surface 
(root or leaf), disrupting quorum sensing of plant pathogenic bacteria, use of antagonistic microorganisms and 
the possibility of using the parasitic bacteria from the group Bdellovibrio and the like organisms (BALOs) to 
selectively kill plant pathogenic bacteria.
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Samenvatting 

In de sier- en groenteteelt is behoefte aan milieuvriendelijke en duurzame manieren om gewassen minder 

vatbaar te maken voor bacterieziekten. 

 

In dit project is onderzoek gedaan naar mogelijke alternatieve strategieën ter voorkoming en beheersing van 

bacteriële ziekten in sier- en groenteteelt onder glas. Drie gewassen met bijbehorende bacteriële ziekten zijn 

gebruikt in dit onderzoek: 1) Pelargonium en Xanthomonas hortorum pv pelargonii, 2) Phalaenopsis en 

Acidovorax cattlayae en 3) tomaat en Agrobacterium rhizogenes (overmatige wortelgroei).  

 

Het onderzoek richtte zich op verschillende alternatieve strategieën om ontwikkeling van bacteriële ziekte in 

het gewas te voorkomen: 

a. gebruik van enzymen en nuttige micro-organismen om de ontwikkeling van biofilm van plantpathogene 

bacteriën op het plantoppervlak (wortel of blad) selectief te voorkomen;  

b. verstoren van communicatie tussen plantpathogene bacteriën en daardoor (gedeeltelijk) voorkomen van 

infectie;  

c. inzet van antagonistische micro-organismen om de ontwikkeling van plantpathogene bacteriën te 

voorkomen of te vertragen en  

d. mogelijkheid om de parasitaire bacteriën uit de groep Bdellovibrio and the like organisms (zogenaamd 

BALO’s) in te zetten om plantpathogene bacteriën selectief af te doden. 

Bovengenoemde maatregelen zijn toegepast in de teelt in combinatie met verschillende fertigatie strategieën 

(standaard minerale meststof of gecontroleerd vrijkomende meststoffen in de pot). 

 

Uit de onderzoeksresultaten blijkt dat protease enzymen, zoals savinase, de ontwikkeling van Xanthomonas 

hortorum pv pelargonii biofilm in vitro kunnen voorkomen. Infectie van Pelargonium met Xanthomonas 

hortorum pv pelargonii was aanzienlijk vertraagd wanneer de bespuiting van dit enzym tijdens teelt werd 

uitgevoerd in combinatie met gecontroleerd vrijkomende meststoffen. 

De micro-organismen, die enzymen produceren voor de afbraak van signaalstoffen van gramnegatieve 

bacteriën (acyl homoserine lactones, AHL’s), zoals enzym aiiA lactonase, bleken effectief in het voorkomen 

van bacteriële plantziekten. Bijvoorbeeld, Bacillus thuringensis ST1 was in staat om de infectie van tomaat 

door Agrobacterium rhizogenes (veroorzaker van overmatige wortelgroei symptomen) effectief te 

voorkomen. Bacillus amyloliquefaciens IT45 was effectief tegen Xanthomonas hortorum pv pelargonii in 

Pelargonium. Het mechanisme waarmee Bacillus amyloliquefaciens IT45 de infectie van Pelargonium 

voorkomt is niet volledig bekend. Xanthomonas hortorum pv pelargonii produceert geen AHL’s, maar 

gebruikt in plaats daarvan andere signaalstoffen, zogenaamd DSF (eng. diffusible signal factor). Het is 

mogelijk dat Bacillus amyloliquefaciens IT45, naast AHL’s afbrekende lactonase, andere enzymen produceert 

die DSF signaalstoffen kunnen afbreken. 

Bacteriële isolaten, zoals Bacillus velezensis FZB42 en isolaten verkregen uit de fylosfeer van Pelargonium 

(e.g. Pseudomonas isolaat G31), die direct antagonistisch zijn tegen plantpathogene bacteriën, kunnen de 

bacteriële ziekte incidentie in tomaat en Pelargonium significant verlagen. 

 

Parasitaire bacteriën uit de groep Bdellovibrio and the like organisms (zogenaamd BALO’s) bleken van nature 

aanwezig te zijn in de rhizosfeer van tomaat en het groeimedium (steenwol). Deze bacteriële groep is 

interessant omdat BALO’s mogelijk de plantpathogene bacteriën op een selectieve manier zouden kunnen 

afdoden in teeltsystemen, zoals aangetoond in vitro met Agrobacterium rhizogenes binnen dit project. 

Dankzij deze eigenschap verschillen BALO’s van bijvoorbeeld standaard gebruikte ontsmettingsmiddelen, die 

niet selectief zijn voor plantpathogenen en alle bacteriën, ook nuttige, kunnen afdoden.  

 

Het gebruik van gecontroleerd vrijkomende meststoffen tijdens de teelt van Pelargonium en Phalaenopsis, 

vergeleken met een standaard minerale voeding regime, heeft een positieve invloed op de effectiviteit van 

nuttige bacteriële isolaten tegen infecties van Xanthomonas hortorum pv pelargonii en Acidovorax cattleyae. 
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1 Inleiding 

In de sier- en groenteteelt is er behoefte aan milieuvriendelijke en duurzame manieren om gewassen minder 

vatbaar te maken voor bacterieziekten. In vergelijking met fungiciden zijn er bijvoorbeeld relatief weinig 

chemicaliën op de markt die specifiek gericht zijn op bacteriële plantenziekten. Het volgen van strenge 

hygiëneprotocollen is op dit moment de belangrijkste maatregel om bacteriële ziekten te voorkomen in het 

gewas. Alleen met hygiënemaatregelen is helaas een uitbraak van bacteriële infectie in planten niet altijd te 

voorkomen. Veel producten die gebruikt worden tijdens het ontsmetten en schoonmaken na de teelt zijn niet 

selectief en doden ook de nuttige micro-organismen die een plant nodig heeft voor de groei. Deze nuttige 

micro-organismen zouden ook een belangrijke rol kunnen spelen in het beschermen van de planten tegen 

bacteriële pathogenen. 

In dit project is onderzoek gedaan naar mogelijke alternatieve strategieën ter voorkoming en beheersing van 

bacteriële ziekten in sier- en groenteteelt onder glas. Drie gewassen met bijbehorende bacteriële ziekten zijn 

gebruikt in dit onderzoek:  

1. Pelargonium en Xanthomonas hortorum pv pelargonii,  

2. Phalaenopsis en Acidovorax cattlayae  

3. Tomaat en Agrobacterium rhizogenes (overmatige wortelgroei) 

 

Het onderzoek richtte zich op verschillende alternatieve strategieën om de ontwikkeling van bacteriële ziekte 

in het gewas te voorkomen: 

a. het gebruik van enzymen en nuttige micro-organismen om de ontwikkeling van biofilm van 

plantpathogene bacteriën op het plantoppervlak (wortel of blad) selectief te voorkomen;  

b. verstoren van communicatie tussen plantpathogene bacteriën en daardoor (gedeeltelijk) voorkomen van 

een infectie;  

c. inzet van antagonistische micro-organismen om de ontwikkeling van plantpathogene bacteriën te 

voorkomen of te vertragen; 

d. mogelijkheid om de parasitaire bacteriën uit groep Bdellovibrio and the like organisms (zogenaamd 

BALO’s) in te zetten om plantpathogene bacteriën selectief af te doden; 

e. inzetten van bovengenoemde maatregelen tijdens teelt in de kas in combinatie met fertigatie: met 

standaard minerale voeding of met gecontroleerd vrijkomende meststoffen (eng. Controlled release 

fertilizers-CRF). 

A) Voorkomen van biofilmvorming door plantpathogene bacteriën op het plantoppervlak 

Microbiële biofilms, die op het plantoppervlak ontstaan, zijn gemeenschappen van verschillende micro-

organismen die zijn ingekapseld in een extracellulaire polymere matrix. Biofilms op plantoppervlak kunnen 

bestaan uit zowel nuttige als plantpathogene micro-organismen. Plantpathogene bacteriën hebben vaak de 

biofilm op plantoppervlak nodig om zo de plant te infecteren. Nuttige bacteriën en schimmels uit de biofilm 

hebben een plant nodig om goed te blijven functioneren. Daarom is het belangrijk dat deze micro-organismen 

zich goed blijven hechten aan het plantoppervlak. Selectief beïnvloeden van het vermogen van plantpathogene 

bacteriën om zich te vestigen in de biofilms zou daarom een interessante oplossing kunnen zijn. 

Er zijn verschillende mogelijkheden om de ontwikkeling van biofilm door plantpathogene bacteriën tegen te 

gaan. Binnen dit project ligt de focus op twee mogelijke opties: 1) afbraak van polymeren die biofilm matrix 

vormen en 2) voorkomen dat plantpathogene bacteriën met elkaar communiceren er daardoor van levensstijl 

veranderen (van vrijlevend, planktonisch in vloeistof naar niet bewegend in biofilm). De polymere 

verbindingen, die de basis van de biofilm matrix vormen, zoals eiwitten, vetten, DNA en suikers, kunnen 

afgebroken worden door extracelullaire microbiële enzymen (e.g. proteases, cellulases etc.). Deze enzymen 

zouden in situ kunnen worden gemaakt door nuttige micro-organismen of worden toegevoegd als product 

aan voedingswater of spuitvloeistof. Extracellulaire enzymen worden steeds vaker toegepast om microbiële 

biofilm tegen te gaan tijdens o.a. voedselproductie en in productie van detergentia (Nahar et al., 2018). Er 

zijn op dit moment verschillende producten op basis van enzymen beschikbaar die effectief zouden kunnen 

zijn in het afbreken van polymere matrix van biofilm. Voorbeelden daarvan zijn verschillende proteases, 

enzymen die eiwitten afbreken, zoals savinase. Savinase is een protease enzym die ook bij lagere 

temperaturen effectief eiwitten kan afbreken (Smith et al., 2003). 
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Voordat bacteriën een biofilm kunnen vormen moeten zij met elkaar gaan communiceren, omdat biofilm 

maken veel energie kost en dat kan een afzonderlijke bacteriële cel niet aan. Daarom produceren de 

bacteriën signaalstoffen die de andere cellen van hetzelfde soort kunnen waarnemen en processen starten 

waarvoor de hogere bacteriële dichtheden nodig zijn (quorum sensing, meer uitleg op pagina 2). Veel 

bacteriën functioneren als vrijlevende cellen in het laagje vloeistof op plantoppervlak, maar op het moment 

dat zij een signaalstof gaan waarnemen, kunnen zij beginnen met aanmaken van een biofilm. Als er geen 

signaalstof aanwezig is in de omgeving van deze bacteriën dan gaan zij niet beginnen met maken van de 

biofilm. 

B) Verstoren van communicatie tussen plantpathogene bacteriën om infectie tegen te gaan 

Bacteriën kunnen de dichtheid van hun populatie detecteren via een cel-cel communicatie systeem, 

zogenaamd ‘quorum sensing’ (QS). Dit systeem regelt genexpressie in reactie op celdichtheid door de 

constante productie en detectie van signaalmoleculen (Rutherford et al., 2012). Deze moleculen fungeren 

vaak als auto-inducers voor regulatie van synthese van eiwitten (o.a. enzymen) door individuele bacteriële 

cellen. Veel pathogene bacteriën, waaronder plantpathogene, gebruiken dit communicatiesysteem om het 

infectieproces te coördineren (bijvoorbeeld aanschakelen van virulentie genen pas bij bepaalde concentratie 

van signaalstoffen in de omgeving). Dit geldt voor plantpathogene bacteriën die behoren tot de groep van de 

gramnegatieve bacteriën (zoals Agrobacterium, Xanthomonas, Dickeya, Pectobacterium, etc.). De meest 

bestudeerde signaalmoleculen van gramnegatieve bacteriën zijn de AHL’s (acyl homoserine lactones). AHL’s 

variëren met betrekking tot: (i) de lengte van de N-acylketens (4-12 koolstofatomen); (ii) de hydroxy- of 

oxogroep aan het derde koolstofatoom van de acylketen; en (iii) de verzadigde of onverzadigde 

koolstofketen (Churchill en Chen, 2011). 

Quorum sensing verstorende mechanismen (quorum quenching; QQ) zijn aanwezig in veel prokaryotische en 

eukaryotische organismen en bieden mogelijk een nieuwe, veelbelovende methode voor bacteriële ziekte- 

beheersing/bestrijding (Grandclement et al., 2016). Gedurende het laatste decennium zijn verschillende 

benaderingen voorgesteld om QS-routes van plantpathogenen te verstoren en daardoor hun virulentie te 

verminderen. Eén daarvan is afbraak van signaalstoffen (AHL’s) door andere micro-organismen die in de 

omgeving aanwezig zijn. Het wordt nu algemeen aanvaard dat bacteriën QQ-enzymen gebruiken die de  

QS-routes van hun “buren” kunnen remmen (Fetzner, 2015). Er zijn verschillende enzymen bekend die AHL’s 

kunnen afbreken (bijvoorbeeld lactonases, acylases en oxidoreductases) en ze worden geproduceerd door 

diverse bacteriën (onder andere Bacillus, Rhodococcus, Ochrobactrum, etc.). Deze enzymen worden niet 

noodzakelijkerwijs geproduceerd alleen om de QS-routes van naburige bacteriën te remmen, maar kunnen 

ook dienen om de QS-signaalmoleculen te degraderen om ze als beschikbare voedsel- en energiebronnen te 

gebruiken (Leadbetter en Greenberg, 2000). 

Molina et al. (2003) waren de eersten die melding maakten van het gebruik van bacteriën (Bacillus sp.) die 

exo AHL-afbrekende enzymen produceren voor de biologische bestrijding van bacteriële ziekte 

(Pectobacterium carotovorum- natrot in aardappel). Bacillus sp. A24 verminderde ook aanzienlijk de 

hoeveelheid en het gewicht van tumoren die waren ontstaan als gevolg van infectie door Agrobacterium 

tumefaciens (Molina et al., 2003). Sindsdien zijn veel aanvullende studies gepubliceerd waarin het 

biologische bestrijdingspotentieel van AHL-afbrekende enzymen tegen de ontwikkeling van symptomen van 

bacteriële infecties in planten op labschaal is aangetoond (Cirou et al., 2007; Jafra et al., 2004). AHL 

afbrekende bacteriën werden gevonden in verschillende milieus: water, afvalwater zuivering, bodem (Jafra 

et al., 2004) en zelfs in tuinbouw groeisubstraten (zoals steenwol) (Streminska en Stijger, 2016). De 

inheemse bacteriële isolaten zouden een voordeel kunnen hebben, ten opzichte van het toevoegen van 

andere isolaten, omdat die in staat zijn in het specifieke milieu te overleven (water, substraat of grond). Er 

zijn ook studies uitgevoerd naar stimulatie van de inheemse AHL afbrekende bacteriën. Cirou et al. (2007) 

hebben aangetoond, dat toevoeging van caprolactone, AHL afbrekende Rhodococcus-stammen stimuleerde. 

De brede verspreiding en diversiteit van AHL-afbrekende bacteriën biedt mogelijkheden voor hun gebruik als 

effectieve biologische bestrijdingsmiddelen tegen AHL-gebruikende plantpathogene bacteriën.  

De biocontrole-efficiëntie van dergelijke isolaten is echter nog niet in semipraktijk/praktijk omstandigheden 

aangetoond en daarom zullen verdere experimenten moeten worden uitgevoerd om de potentiële 

toepasbaarheid in de teelten onder glas en het succes van een dergelijke methode volledig in te kunnen 

schatten.  
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C) Inzet van antagonistische micro-organismen om infectie door plantpathogene bacteriën te 

voorkomen 

Antagonistische micro-organismen kunnen de dichtheden van bacteriële plantpathogeen drastisch verlagen 

waardoor er geen of vertraagde infectie plaatsvindt (Arwiyanto, 2011). Antagonistische micro-organismen 

kunnen verschillende mechanismen gebruiken om plantpathogene bacteriën af te doden, o.a. productie van 

secundaire metabolieten, vluchtige stoffen etc. (Collindge et al., 2022).Er zijn bijvoorbeeld verschillende 

micro-organismen die planthpathogene Xanthomonas tegen kunnen houden, o.a. Bacillus, Pseudomonas, 

Streptomyces, Paenibacillus, Lactobacillus (Marin et al., 2019). Daranas et al. (2018) hebben verschillende 

Lactobacillus stammen met succes getest tegen Xanthomonas infecties in aardbei en pruim. Infectie door 

rhizogene bacteriën kan tegengehouden worden door o.a. Bacillus (Streminska en Stijger, 2016) of 

Paenibacillus stammen (Bosmans et al., 2017). 

D) Bdellovibrio and like organisms (BALO’s)- parasitaire bacteriën 

Bdellovibrio and like Organisms (BALO’s) zijn kleine, gramnegatieve deltaproteobacteriën. Ze worden vaak 

gevonden in bodems en zeewater (Davidov et al., 2006). Dankzij gebruik van nieuwe moleculaire technieken 

is de aanwezigheid van deze groep bacteriën in verschillende bodems bevestigd (Fulthorpe et al., 2006). 

BALO’s zijn ook gevonden in steenwolmatten uit een komkommerteelt met behulp van Next Generation 

Sequencing (onderzoek Wageningen UR Glastuinbouw, ongepubliceerd).  

BALO’s zijn intracellulaire parasieten van andere gramnegatieve bacteriën. Cellen van gramnegatieve 

bacteriën gaan lyseren na infectie met BALO’s. Wat betreft hun levencyclus zijn BALO’s dus vergelijkbaar met 

de bacteriofagen. BALO verschillen echter met bacteriofagen ten opzichte van gastheerspecificiteit (Olanya 

and Lakshman, 2015). Terwijl bacteriofagen heel specifiek zijn wat betreft hun prooi, kunnen BALO’s 

verschillende gramnegatieve bacteriën parasiteren (Jurkevitch et al., 2000). Deze unieke eigenschap en het 

feit dat deze groep bacteriën aanwezig is in verschillende groeisubstraten en rhizosfeer van planten, biedt 

kansen voor mogelijke praktische toepassing als biocontrole agents tijdens de teelt (Olanya & Lakshman, 

2015). Er zijn nieuwe methoden ontwikkeld om deze bacteriën uit complexe matrices te isoleren (ook 

zogenaamd host-independent stammen) (Ferguson et al., 2008). Host-independent stammen zouden 

makkelijker kweekbaar kunnen zijn en daardoor ook inzetbaar als biocontrole organismen. 

BALO’s en andere parasitaire bacteriën zijn niet-pathogeen voor mensen en dieren (Dwidar et al., 2012). 

Jurkevitch et al. (2000) isoleerden verschillende stammen van Bdellovibrio uit de rhizosfeer en de bodem en 

hebben vervolgens hun predatie op plantenpathogenen en humaan pathogene bacteriën in vitro onderzocht. 

Predatie van Bdellovibrio resulteerde in lysis van cellen van o.a. Agrobacterium tumefaciens, Pectobacterium 

carotovorum, Pseudomonas corrugata, P. syringae en Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, E. coli, 

Serratia marcescens en Vibrio fluvialis.  

Onderzoeksresultaten van Saxon et al. (2014), toonden aan dat B. bacteriovorus HD100 effectief was in de 

onderdrukking van Pseudomonas tolaasii in in vitro experimenten. Ook in in planta onderzoek resulteerde de 

behandeling met B. bacteriovorus HD100 in vermindering van bacteriële infectie in paddenstoelen. Het is ook 

aangetoond dat BALO’s werken tegen pathogenen en ook biofilms kunnen aantasten (Kadouri en O’Toole, 

2005; Monnappa et al., 2014).  

E) Verhoging van weerbaarheid van het teeltsysteem tegen bacteriële ziekten door micro-

organismen en aangepaste bemesting 

De glastuinbouwsector is op zoek naar een nieuw gewasbeschermingsparadigma waarin chemische 

gewasbescherming verschuift naar milieuvriendelijke en duurzame oplossingen. Ziektewerend substraat en 

weerbaar plantmateriaal zijn al een aantal jaren onderzocht, maar er is op dit moment nog weinig bekend 

over weerbaarheid in de context van bacteriële plantenziekten. Uit enkele onderzoeken, op voornamelijk 

Arabidopsis en tomaat, blijkt dat weerbaarheid tegen bacteriële ziekte is te manipuleren, bijvoorbeeld door 

gebruik van specifieke stoffen of micro-organismen die geïnduceerde systemische resistentie (ISR) van 

planten kunnen aanschakelen (Hahm et al., 2012; Huang et al., 2012; Park et al., 2013; Imada et al., 

2015). 

 

Meststoffen met gecontroleerde afgifte (eng. Controlled release fertilisers- CRF) zijn gekorrelde meststoffen 

die geleidelijk voedingsstoffen afgeven in de bodem/groeimedium. De omhulde korrels kunnen een 

onoplosbaar of een semipermeabele omhulling hebben die oplossing verhindert terwijl voedingsstoffen naar 

buiten kunnen stromen. CRF wordt doorgemengd in de potgrond voor het planten of zaaien of als een 

topdressing. 
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CRF werden speciaal ontworpen om de door de gecontroleerde afgifte van voedingselementen gedurende de 

teelt een stabiele voedingsbasis te vormen voor de planten. Daardoor kan er met een lager meststoffen 

verbruik een hogere opbrengst worden gerealiseerd. De specifieke afgifte maakt ook dat er minder risico is 

op zoutschade/stress. Er zijn aanwijzingen dat het gebruik van CRF bij de teelt van kweekkasplanten de 

incidentie en ernst van ziekten zou kunnen verminderen. Het mechanisme is niet ontrafeld, maar een van de 

meest veelbelovende hypothesen ligt in het feit dat continue beschikbaarheid van lagere meststof- en 

zoutconcentraties in de groeimedia, ten opzichte van periodieke overschotten van nutriënten tijdens 

standaard fertigatie, een grotere microbiële diversiteit in de bodem of groeimedium mogelijk maken en ook 

positief effect hebben op plantgroei. Een andere mogelijkheid is dat de polymeren en additieven die worden 

gebruikt om CRF te produceren, effect hebben tegen pathogene micro-organismen (Servin A, et al. 2015). 

Hoe dan ook, CRF is een potentieel krachtig hulpmiddel tegen bacteriële ziekten.  
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2 Materiaal & methoden 

2.1 Isolatie van micro-organismen uit rhizosfeer en fylosfeer 

Binnen dit project zijn verschillende bacteriën geïsoleerd uit tomaat rhizosfeer (worteloppervlak), Pelargonium 

fylosfeer (bladoppervlak) en Phalaenopsis fylosfeer. Voor de isolatie van bacteriën zijn de wortels/bladeren 

geplaatst in een steriel 50 mL buisje en ondergedompeld in steriele zoutoplossing (0.95% NaCl). Vervolgens 

zijn de buizen geplaats op de schudder (30 minuten, 120-130 rpm). Suspensie met bacteriën is vervolgens 

uitgeplaat in verdunningen op nutriënt agar met antibiotica tegen schimmels (natamycine). Na 5-7 dagen zijn 

de afzonderlijke bacteriële kolonies overgezet naar nieuw agar medium om ze rein te kweken. Verschillende 

bacteriële isolaten zijn gegroepeerd op basis van hun morfologie. Een deel van de isolaten is vervolgens 

geïdentificeerd op basis van sequentie van 16S rDNA gen (aanwezig in alle bacteriën). 

2.2 Antagonisme assay 

In labexperimenten is onderzocht of de geïsoleerde bacteriën mogelijk antagonistisch werken tegen de drie 

plantpathogene bacteriën A. avenae subsp. cattleyae, R. rhizogenes en X. hortorum pv pelargonii. 

Voor het uitvoeren van dit experiment is eerst een selectie gemaakt van mogelijk interessante isolaten. Deze 

selectie is gemaakt op basis van o.a. het bezitten van het aiiA-gen, of de bacterie op basis van morfologie 

mogelijk een Bacillus-achtige is en op basis van verschillende andere morfologieën uit de isolaten collectie.  

De drie pathogenen en een selectie van de isolaten zijn op Nutrient Broth (NB), een vloeibaar groeimedium, 

overnacht gekweekt. De volgende dag is de pathogene bacterie uitgegoten door 100 µl van de 

overnachtcultuur van deze pathogeen te mengen met 5 mL top agar (NB met 0,8% agar) en dit uit te gieten 

op Nutrient Agar (NA), een vaste voedingsbodem in een petrischaal. Na het stollen van de top agar zijn in de 

voedingsbodems ponsjes met een diameter van ongeveer 0,5 cm gemaakt en is hierin 40 µl kweek van te 

testen isolaat gepipetteerd. Alle isolaten en pathogenen zijn vooraf verdund tot deze een optische dichtheid 

(OD) van 0.1-0.2 hadden bij 590 nm. In de dagen erna is regelmatig gecontroleerd of er zogenaamde halo’s 

zijn ontstaan. Door groei van het pathogeen in de top agar, wordt deze na verloop van tijd troebel. Wanneer 

er rondom de plekken waar de isolaten zijn gepipetteerd een heldere zone te zien is, betekent dit dat de 

pathogeen hier niet is gaan groeien.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuur 2.1 Vorming van halo’s door antagonistische bacteriën (A = bovenste twee kwadranten zijn de 

negatieve controle, B = bovenste twee kwadranten is isolaat T114 met een halo van <0,5 cm, C = bovenste 

twee kwadranten is isolaat ST2 met een halo van ≥0,5 cm). 

 

 

De aanwezigheid van het isolaat remt de groei van de bacteriële pathogeen en laat daarmee zien dat deze 

een antagonistische werking heeft. Bij het bekijken van de halo’s is beoordeeld of deze een afwezige, een 

kleine (<0,5 cm) of een grote halo (≥0,5 cm) hadden (Figuur 2.1). 

A B C 
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2.3 Screening van bacteriële isolaten op aanwezigheid van 

aiiA lactonase genen 

Verschillende isolaten uit rhizosfeer van tomaat en fylosfeer van Pelargonium en Phalaenopsis zijn gecheckt 

op aanwezigheid van genen van lactonase aiiA. Isolaten waren gekozen op basis van morfologische 

kenmerken en sequentie van 16S rDNA. Alleen isolaten die leken op Bacillus en verwante soorten zijn 

gecheckt op de aanwezigheid van aiiA lactonase. Deze lactonase wordt alleen geproduceerd door bacteriën 

die bij de klasse Bacilli horen. Primer set (aiiA1 en aiiA2) is gebruikt voor PCR amplificatie van aiiA lactonase 

gen (Yin et al., 2010). 

2.4 Afbraak van signaalstoffen (AHL’s) 

De indicator stam van Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4) werd gebruikt in de assay voor AHL’s afbraak 

door verschillende bacteriële isolaten uit rhizosfeer en fylosfeer. Plantpathogene bacteriën Agrobacterium 

rhizogenes en Acidovorax cattleyae, die AHL’s produceren, zijn opgekweekt in Nutrient Broth. Na 24 uur kweek 

zijn bacteriële kweken gecentrifugeerd (5000 rpm voor 10 minuten) en gefiltreerd (door 0.22 m filter). Op de 

supernatanten van deze kweken zijn vervolgens verschillende bacteriële isolaten opgekweekt. Na 48 uur zijn de 

bacteriën alweer verwijderd uit de kweken en is A. tumefaciens NTL4 geïnoculeerd op supernatant+ X-gal. 

Ontwikkeling van de blauwe kleur betekent dat er geen afbraak van AHL signaalstoffen plaats heeft gevonden. 

Ontwikkeling van blauw verkleuring werd gedurende 24-48 uur kweek gemonitord (Figuur 2.2).  

 

 

 

Figuur 2.2 Schema van de assay voor wel/geen afbraak van acyl homoserine lactones (AHL’s) door 

bacteriën; in de aanwezigheid van externe AHL’s wordt X-gal door A. tumefaciens NTL4 omgezet naar blauwe 

kleurstof (indole). 

 

2.5 In vitro toets: voorkomen van biofilmvorming door 

plantpathogene bacteriën 

In vitro biofilm toets is uitgevoerd volgens aangepast protocol van Vandecandelaere et al. (2016). In dit 

protocol werd de kleuring met crystal violet gebruikt om gevormde bacteriële biofilm zichtbaar te maken. 

Bacteriën (Agrobacterium rhizogenes, Acidovorax cattleyae of Xanthomonas hortorum pv pelargonii) zijn 

gekweekt in 24 well platen in verdunde nutrient broth in aanwezigheid van verschillende enzymen of 

supernatanten van de kweken van nuttige micro-organismen. Na 24 of 48 uur kweek van plantpathogene 

bacteriën werd het supernatant verwijderd en biofilm werd gefixeerd in de plaat. Vervolgens werd de 

kleuring met crystal violet uitgevoerd. Er zijn in totaal 12 verschillende enzymen (of combinaties daarvan) 

beoordeeld in in vitro biofilm toets (zie Tabel 1). Verschillende verdunningen van de enzymen in nutrient 

medium zijn getoetst (1:100; 1:500; 1:750; 1:1000). 

Naast enzymen zijn er supernatanten van reinkweken van verschillende nuttige micro-organismen gebruikt 

als mogelijke inhibitoren van biofilmopbouw door plantpathogene bacteriën. Supernatant is een vloeibare 

deel van kweekmedium die overblijft na de bacteriële kweek. Supernatanten voor de biofilm assays waren 

steriel gemaakt (geen bacteriële cellen erin; filtratie door 0.22 m filter). De supernatanten kunnen wel 

secundaire metabolieten van bacteriën bevatten, zoals antibiotica en andere stoffen, die groei en 

biofilmopbouw door plantpathogene bacteriën kunnen beïnvloeden.  
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Biofilm in vitro assays zijn uitgevoerd met verschillende plantpathogene en nuttige micro-organismen. Lijst 

van micro-organismen is weergegeven in Tabel 2. Biofilm assays voor elke combinatie enzym/supernatant 

van nuttige en plantpathogene bacteriën zijn 3x herhaald. 

 

 

Tabel 1 Enzymen gebruikt in in vitro biofilm assays. 

Nr. Naam Beschrijving/afkomstig van 

A Amylase  

B Lipase  

C P6 Protease from B. licheniformis 

D P30 Protease from B. subtilis 

E P89 Protease from B. subtilis 

F P7 Protease from B. amyloliquefaciens 

G P14 Thermolysin from Geobacillus sp.  

H P15 Protease from Trichoderma reesei  

I Savinase Protease uit Bacillus sp.  

J Pectinase  

K Combi I Amylase+ P89+ Savinase+ Phytase 

L Combi II Amylase+P6 

 

 

Tabel 2 Lijst van micro-organismen die zijn gebruikt in biofilm assays. 

Nr. Naam micro-organisme Gebruikt in assay 

  bacterie (biofilmopbouw) supernatant (inhibitor biofilm van 

plantpathogene bacteriën) 

1 Xanthomonas hortorum pv. pelargonii +  

2 Acidovorax cattleyae +  

3 Agrobacterium rhizogenes +  

4 Pseudomonas simiae WCS417 + + 

5 Bacillus subtilis QST713 + + 

6 Bacillus amyloliquefaciens, FZB42 + + 

 

2.6 Vaststellen van de aanwezigheid en isolatie van 

Bdellovibrio and the like organisms (BALO’s) 

Bdellovibrio and the like organisms (BALO’s) zijn zeer kleine bacteriën die grotere cellen van gramnegatieve 

bacteriën kunnen parasiteren. BALO’s vermenigvuldigen zich in de cel van gramnegatieve bacterie. De 

nakomelingen verlaten de cel van prooibacterie (en maken prooicel kapot) en gaan op zoek naar nieuwe 

prooi. Wat BALO’s interessant maakt is het feit dat verschillende BALO isolaten heel specifiek bepaalde 

soorten bacteriën als prooi kunnen gebruiken. Dat zou betekenen dat bepaalde bacteriële pathogenen op 

semi-selectieve manier afgedood kunnen worden, zonder grote gevolgen voor de andere, in het bepaald 

milieu, aanwezige bacteriële soorten die nuttig zijn voor de plant. Binnen dit project hebben wij gezocht naar 

drie groepen van BALO’s, namelijk: Bdellovibrionaceae, Bacteriovoracaceae en Peredibacteraceae, in de 

rhizosfeer van tomaat en fylosfeer van Pelargonium en Phalaenopsis. 

Een eerste screening is uitgevoerd op basis van aanwezigheid van DNA van bovengenoemde drie groepen in 

DNA extracten uit rhizosfeer en fylosfeer. Specifieke primer sets zijn gebruikt in PCR om de aanwezigheid 

van deze drie groepen vast te stellen (Davidov et al., 2006).  

Om BALO’s te isoleren uit rhizosfeer/fylosfeer extracten is een double layer agar methode gebruikt. Extracten 

uit fylosfeer/rhizosfeer zijn eerst gefiltreerd door 0.22mm filter, om de grotere bacteriën eruit te halen. 

Vervolgens is het extract (met mogelijke BALO’s erin) gemengd met een prooi kweek in verdunde nutrient 

agar (1,3 g/L NB + 6 g/L agar) en over gestolde bodem agar (nutrient broth 1,3 g/L + 15 g/L agar) plaat 

gegoten. Na incubatie van 7-10 dagen zijn de agarplaten beoordeeld op de ontwikkeling van de halo’s 

(plekken op agarplaat zonder groei van plantpathogene bacterie). 
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2.7 Kasexperimenten  

2.7.1 Kasproeven met biologische bestrijding van Acidovorax avenae subsp. cattleyae 

in Phalaenopsis 

2.7.1.1 Kasproef 2020 met biologische bestrijding van A. cattleyae in Phalaenopsis 

Plantsoort:  Phalaenopsis; planten in de pot ø 12cm 

Pathogeen:  Acidovorax cattlayae  

Kas:  144m2; 14 tafels; pottenproef 

Kasverdeling:  8 blokken (4 met standaard voeding, 4 met controlled release fertilizer CRF); per blok is 

1 herhaling van de behandeling geplaatst (met 10 planten per blok; totaal 80 planten 

per behandeling: 40 planten met standaard voeding+ 40 planten met CRF) 

Uitvoering:  juni 2020- heden; de eerste behandelingen met micro-organismen en chitosan 

hydrochloride zijn preventief uitgevoerd (voor de infectie); eerste behandeling met 

zilverperoxide is uitgevoerd meteen na de inoculatie met Acidovorax. De 

behandelingen waren wekelijks herhaald. Eindconcentratie van micro-organismen in 

spuitvloeistof was 5x106 kve/mL. 

Start kasproef:  15 juni 2020 

Inoculatie Acidovorax:  15 juli 2020 (T4) en 5 augustus 2020 (T7); via bespuiten met vloeistof met 107 kve 

Acidovorax cattlayae/mL; in tweede deel van de proef is Acidovorax eenmalig 

geïnoculeerd op 17 september 2020. Negatieve controle is geïnoculeerd met 

demiwater. 

 

Details van de kasproef zijn te vinden in Bijlage 1.  

Behandelingen: 

In de proef zijn in totaal 20 behandelingen uitgevoerd, inclusief negatieve en positieve controle (zie Tabel 3). 

Beoordeling symptomen: 

Voor de beoordeling van de planten wordt een index gebruikt van 0 (gezond), 1 (enkele stippen), 

2 (ongeveer 50% bladeren met symptomen) tot 3 (alle bladeren met duidelijke symptomen). Voorbeeld van 

een aantasting met Acidovorax is te zien in Figuur 2.3. 

 

 

  

Figuur 2.3 Voorbeelden van aantasting met Acidovorax (score 1). 

 

Statistische analyse: 

Resultaten van de proef zijn geanalyseerd met two-way ANOVA (2 factoren: bemesting en behandeling; voor 

significantie p≤0.05).  

 

 

  



 

Rapport WPR-1310 | 15 

Tabel 3 Behandelingen in de Phalaenopsis proef (2020). 

Nr. Behandeling Voeding Acidovorax 

1 Onbehandeld zonder Acidovorax Standaard - 

2 Onbehandeld met Acidovorax  Standaard + 

3 Bacillus thuringensis ST1 (isolaat uit tomaat)  Standaard + 

4 Bacillus velezensis FZB42  Standaard + 

5 Bacillus amyloliquefaciens IT45  Standaard + 

6 Bacillus amyloliquefaciens QST713  Standaard + 

7 Bacillus toyonensis P169 (isolaat uit Phalaenopsis)  Standaard + 

8 Paenibacillus amylolyticus P207 (isolaat uit Phalaenopsis)  Standaard + 

9 chitosan hydrochloride (0.75%) Standaard + 

10 zilverperoxide (concentratie 20 ppm H2O2)  Standaard + 

11 Onbehandeld zonder Acidovorax Standaard + 

12 Onbehandeld met Acidovorax  CRF - 

13 Bacillus thuringensis ST1 (isolaat uit tomaat)  CRF + 

14 Bacillus velezensis FZB42 (Rhizovital 42)  CRF + 

15 Bacillus amyloliquefaciens IT45 (Rise-P)  CRF + 

16 Bacillus amyloliquefaciens QST713 (Serenade)  CRF + 

17 Bacillus toyonensis P169 (isolaat uit Phalaenopsis)  CRF + 

18 Paenibacillus amylolyticus P207 (isolaat uit Phalaenopsis)  CRF + 

19 chitosan hydrochloride (0.75%) CRF + 

20 zilverperoxide (concentratie 20 ppm H2O2)  CRF + 

ST- standaardvoeding schema; CRF- (gecontroleerd vrijkomende meststoffen, eng. controlled release fertilisers). 

 

2.7.1.2 Kasproef 2021 met biologische bestrijding van A. cattleyae in Phalaenopsis 

Plantsoort:  Phalaenopsis; planten in de pot ø 12cm 

Pathogeen:  Acidovorax cattlayae  

Kas:  144 m2; 14 tafels; pottenproef 

Kasverdeling:  8 blokken (4 met standaard voeding, 4 met gecontroleerd vrijkomende meststoffen 

(emg. controlled release fertiliser- CRF); per blok is 1 herhaling van de behandeling 

geplaatst (met 10 planten per blok; totaal 80 planten per behandeling: 40 planten 

met standaard voeding+ 40 planten met CRF).Behandelingen met micro-organismen 

of enzymen zijn preventief toegepast (voor infectie) en vervolgens doorgezet na de 

infectie (elke twee weken). Eindconcentratie van micro-organismen in spuitvloeistof 

was 5x106 kve/mL. 

Inoculatie Acidovorax:  vier weken na het planten; “natuurlijke” infectie route nabootsen met verspreiding 

van ziekte vanuit geïnfecteerde planten die tussen gezonde planten (proefplanten) 

zijn gezet. Na uitblijven symptomen in de proefplanten zijn planten nog 2 keer 

geïnoculeerd met Acidovorax (op 20 oktober 2021 en 10 november 2021; in 

november na licht schuren van 1 blad per plant). 

 

Details van de kasproef zijn te vinden in Bijlage 2.  

Behandelingen: 

In de proef zijn er in totaal 28 behandelingen uitgevoerd, inclusief controles (zie Tabel 4). 
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Tabel 4 Behandelingen in de Phalaenopsis proef (2021). 

Nr. Behandeling Voeding Acidovorax 

1 Onbehandeld zonder Acidovorax ST - 

2 Onbehandeld met Acidovorax  ST + 

3 Bacillus thuringensis ST1 (isolaat uit tomaat)  ST + 

4 Alcaligenes ST2 (uit tomaat, antagonistisch tegen Acidovorax) ST + 

5 Bacillus velezensis FZB42  ST + 

6 Bacillus amyloliquefaciens IT45  ST + 

7 Bacillus amyloliquefaciens QST713  ST + 

8 Paenibacillus amylolyticus P207 (isolaat uit Phalaenopsis) ST + 

9 Bacillus P209 (isolaat uit Phalaenopsis)  ST + 

10 Zeewierextract (Ascophyllum nodosum) ST + 

11 Savinase ST + 

12 Protex 6L ST + 

13 waterstofperoxide (20 ppm H2O2) ST + 

14 zilverperoxide (20 ppm H2O2) ST + 

15 Onbehandeld zonder Acidovorax CRF - 

16 Onbehandeld met Acidovorax  CRF + 

17 Bacillus thuringensis ST1 (isolaat uit tomaat)  CRF + 

18 Alcaligenes ST2 (uit tomaat, antagonistisch tegen Acidovorax) CRF + 

19 Bacillus velezensis FZB42  CRF + 

20 Bacillus amyloliquefaciens IT45  CRF + 

21 Bacillus amyloliquefaciens QST713  CRF + 

22 Paenibacillus amylolyticus P207 (isolaat uit Phalaenopsis) CRF + 

23 Bacillus P209 (isolaat uit Phalaenopsis)  CRF + 

24 Zeewierextract (Ascophyllum nodosum) CRF + 

25 Savinase CRF + 

26 Protex 6L CRF + 

27 waterstofperoxide (20 ppm H2O2) CRF + 

28 zilverperoxide (20 ppm H2O2) CRF + 

ST- standaardvoeding schema; CRF- (gecontroleerd vrijkomende meststof, eng. controlled release fertilisers). 

 

Statistische analyse: 

Resultaten van de proef zijn geanalyseerd met two-way ANOVA (2 factoren: bemesting en behandeling; 

p≤0.05).  
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2.7.2 Kasproeven met biologische bestrijding van Xanthomonas hortorum pv. 

pelargonii in Pelargonium 

2.7.2.1 Voorproef 1: infectie van Pelargonium met Xanthomonas hortorum pv pelargonii 

Twee isolaten van Xanthomonas hortorum pv pelargonii (DSM 50858 en DSM 50859) zijn gebruikt in de 

infectieproef. Deze isolaten zijn afzonderlijk van elkaar geïnjecteerd of gespoten over blad van Pelargonium 

planten (cv Senna)(Fig.2.4). Op basis van de resultaten van de voorproef is de keuze gemaakt voor de 

isolaat van Xanthomonas hortorum pv pelargonii die in de kasproeven is gebruikt. 

 

 

 

Figuur 2.4  Infectie van Pelargonium met Xanthomonas hortorum pv pelargonii. 

 

2.7.2.2 Voorproef 2: nabootsen van natuurlijke infectie van Pelargonium met Xanthomonas 

hortorum pv pelargonii via eerder geïnfecteerde planten 

Deze voorproef is uitgevoerd om te beoordelen of het mogelijk is om de natuurlijke verspreidingsroute van 

Xanthomonas hortorum pv pelargonii (verspreiding Xathomonas via spatwater of via eb en vloed van 

besmette planten naar de gezonde planten) in de kasproef na te bootsen. Gezonde pelargonium planten 

(cv Senna) zijn geplaatst op twee tafels in de kas. Planten op tafel 1 kregen water via eb en vloed, terwijl de 

planten op tafel 2 water van bovenaf kregen (via broezen). Tussen de gezonde planten (met witte 

steekhoutje) zijn een aantal met Xanthomonas geïnfecteerde, asymptomatische planten geplaatst (met rode 

steekhoutje). Ontwikkeling van de symptomen in de proefplanten is beoordeeld na zes en acht weken van de 

Pelargonium teelt. 
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2.7.2.3 Kasproef 2020 met biologische bestrijding van Xanthomonas in Pelargonium 

Een kasproef is gestart in de week 45 van 2020 in kas 9.03 (14 tafels, 144 m2) bij Wageningen University & 

Research (WUR) Business unit Glastuinbouw en Bloembollen in Bleiswijk. Met een looptijd van 11 weken is 

de kasproef in week 3 van 2021 beëindigd. 

Plantsoort:  Pelargonium zonale; cultivar Senna 

Pathogeen:  Xanthomonas hortorum pv pelargonii (DSM 50859) 

Kas:  144 m2; 14 tafels; pottenproef 

Watergift:  druppelaars; bij standaard minerale voeding met voedingstoffen, bij CRF met alleen 

water 

 

De kas is verdeeld in 8 blokken, 4 met standaard voeding en 4 met langzaam vrijkomende meststoffen 

(CRF). 11 verschillende behandelingen (inclusief controles) zijn getest in combinatie met standaard voeding 

en CRF (Tabel 5). Behandelingen met micro-organismen of enzymen zijn preventief toegepast (voor infectie) 

en vervolgens doorgezet na de infectie (wekelijks, met uitzondering van enzymen). Eindconcentratie van 

micro-organismen in spuitvloeistof was 5*106 kve/mL. 

Per blok is 1 herhaling van elke behandeling geplaatst met 10 planten per plot. Per behandeling zijn dit 

10 planten × 8 blokken = 80 planten per behandeling (40 planten met standaard voeding + 40 planten met 

CRF). De verschillende plotten zijn verdeeld over 12 van de 14 tafels in de kas.  

Inoculatie Xanthomonas (DSM 50859): 4 weken na planten (3 december 2020), via bespuiting van de 

planten met Xanthomonas (107 kve/vloeistof). 

 

Details van de kasproef zijn te vinden in Bijlage 3.  

 

 

Tabel 5 Behandelingen in Pelargonium kasproef 2020. 

Nr. Behandeling Voeding Xanthomonas 

1 Negatieve controle ST - 

2 Positieve controle ST + 

3 Bacillus thuringensis/cereus ST2 (isolaat uit tomaat) ST + 

4 Bacillus velezensis FZB42 ST + 

5 Bacillus amyloliquefaciens IT45  ST + 

6 Bacillus amyloliquefaciens QST713  ST + 

7 Isolaat G31 (isolaat uit Pelargonium) ST + 

8 Savinase ST + 

9 Chitosan hydrochloride 0,75%  ST + 

10 Zilverperoxide conc. 20 ppm H2O2 ST + 

11 Protex 6L ST + 

12 Negatieve controle CRF - 

13 Positieve controle CRF + 

14 Bacillus thuringensis/cereus ST2 (isolaat uit tomaat) CRF + 

15 Bacillus velezensis FZB42  CRF + 

16 Bacillus amyloliquefaciens IT45  CRF + 

17 Bacillus amyloliquefaciens QST713  CRF + 

18 Isolaat G31 (isolaat uit Pelargonium) CRF + 

19 Savinase CRF + 

20 Chitosan hydrochloride, conc. 0,75%  CRF + 

21 Zilverperoxide, conc. 20 ppm H2O2 CRF + 

22 Protex 6L CRF + 

ST- standaardvoeding schema; CRF- (gecontroleerd vrijkomende meststof, eng. controlled release fertilisers). 
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Stekken (cultivars Senna en Mylena, afkomstig van P. v.d. Haak Handelskwekerij) van ongeveer 3 weken 

oud zijn geleverd op 2 november. Op 3 november (T=0) zijn de stekken opgepot in 12 cm potten  

(635-640 mL inhoud) met twee verschillende soorten potgrond (gevuld door Van der Knaap). De helft van de 

planten is opgepot in veen potgrond en heeft gedurende de proef standaardbemesting gekregen. De andere 

helft van de planten is opgepot in potgrond met minder PG-mix en met Osmocote van ICL, een gecontroleerd 

vrijkomende meststof (CRF), doorgemengd door de potgrond. Deze planten hebben op de momenten van 

watergift gewoon water gekregen. Informatie over de samenstelling van de verschillende substraten is te 

zien in Bijlage 3. Ter bevordering van het microklimaat zijn bevloeiingsmatten op de tafels geplaatst en zijn 

er randplanten (cultivar: Mylena) rondom de proefplanten (cultivar: Senna) gezet. Plantenvoeding is 

gegeven via een druppelsysteem. Omdat planten met verschillende behandelingen elkaar niet mogen 

contamineren via drainwater, zijn de potten op omgekeerde schotels gezet. 

Vanaf 5 november 2020 (T=0) zijn de middelen wekelijks toegepast door bespuiten tot ‘run-off’. Informatie 

over de toepassing van deze middelen staat weergegeven in Tabel 6.  

 

 

Tabel 6 Toepassing middelen kasproef 2020 met Xanthomonas in Pelargonium. 

Nr.   Behandeling Concentratie in spuitvloeistof Frequentie 

1 en 12 Negatieve controle N.v.t. N.v.t. 

2 en 13 Positieve controle N.v.t. N.v.t. 

3 en 14 ST2 5×106 kve/ml Wekelijks 

4 en 15 Bacillus FZB42 5×106 kve/ml Wekelijks 

5 en 16 Bacillus IT45 5×106 kve/ml Wekelijks 

6 en 17 Bacillus QST713 5×106 kve/ml Wekelijks 

7 en 18 G31 5×106 kve/ml Wekelijks 

8 en 19 Savinase 1:500 verdunning Eenmalig, dag na infectie 

9 en 20 Chitosan hydrochloride 0,75% Wekelijks 

10 en 21 Zilverperoxide 20 ppm waterstofperoxide Wekelijks 

11 en 22 Protex 6L 1:500 verdunning Eenmalig, dag na infectie 

 

 

Savinase en Protex 6L zijn niet wekelijks, maar eenmalig op de dag na inoculatie van Xanthomonas 

toegepast. Op 3 december (T=4) zijn de planten geïnoculeerd met Xanthomonas door bespuiten tot ‘run-off’ 

met 107 kve Xanthomonas/ml spuitvloeistof. De eigen geïsoleerde bacteriën (ST2 en G31) en Xanthomonas 

zijn steeds de dag voor gebruik overnacht opgekweekt in het vloeibare medium NB. De concentraties van de 

overnachtculturen zijn bepaald door het meten van de OD bij 590 nm. Vervolgens zijn de bacteriën steeds 

verdund tot de gewenste concentratie. 

 

Na infectie met Xanthomonas zijn de planten wekelijks beoordeeld op de ontwikkeling van symptomen. 

Ziektesymptomen zijn beoordeeld door een score van 0 (gezond) t/m 5 (volledige aantasting) te geven aan 

de mate van aantasting van de bladeren (Figuur 2.5). Daarnaast is een score van 0 (gezond) of 1 (slap 

hangen van bladeren) gegeven voor het beoordelen van de planten verwelking. 
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Figuur 2.5  Voorbeelden van aantasting met Xanthomonas hortorum pv pelargonii. 

 

Statistische analyse: 

Resultaten van de proef zijn geanalyseerd met two-way ANOVA (2 factoren: bemesting en behandeling; voor 

significantie p≤0.05).  

2.7.2.4 Kasproef 2021 met biologische bestrijding van Xanthomonas in Pelargonium 

In de week 49 van 2021 is opnieuw een kasproef met Xanthomonas in Pelargonium gestart. Deze kasproef 

vond plaats in kas 9.08 (14 tafels, 144 m2) bij Wageningen University & Research (WUR) Business unit 

Glastuinbouw en Bloembollen in Bleiswijk. 12 weken later, in week 9 van 2022 is de kasproef beëindigd. 

 

Plantsoort:  Pelargonium zonale; cultivar Mylena 

Pathogeen:  Xanthomonas hortorum pv pelargonii (DSM 50859) 

Kas:  144 m2; 14 tafels; pottenproef 

Watergift:  bovenleiding; bij standaard minerale voeding met voedingstoffen, bij CRF met water 

 

Net als de proef in 2020 is de kas verdeeld in 8 blokken, 4 met standaard voeding en 4 met CRF. In de proef 

zijn 12 verschillende behandelingen (inclusief controles) getest in combinatie met standaard voeding en met 

CRF (Tabel 7). Behandelingen met micro-organismen of enzymen zijn preventief toegepast (voor infectie) en 

vervolgens doorgezet na de infectie (tweewekelijks; en één keer per vier weken aangieten in groeimedium). 

Eindconcentratie van micro-organismen in spuitvloeistof was 5*106 kve/mL. 

 

Per blok is 1 herhaling van elke behandeling geplaatst met 10 planten per plot. Per behandeling zijn dit 

10 planten × 8 blokken = 80 planten per behandeling (40 planten met standaard voeding + 40 planten met 

CRF).  

Inoculatie Xanthomonas (DSM 50859): 4 weken na planten (3 december 2020), via herbesmetting vanuit 

de geïnfecteerde planten. 

 

De verschillende plotten zijn verdeeld over 12 van de 14 tafels in de kas. Details van de kasproef zijn te 

vinden in Bijlage 4.  

 

 

  

score: 0 score: 1 score: 2 

score: 3 score: 4 score: 5 
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Tabel 7 Behandelingen kasproef 2021 met Xanthomonas in pelargonium. 

Nr. Behandeling Voeding Xanthomonas 

1 Negatieve controle Standaard - 

2 Positieve controle Standaard + 

3 Bacillus velezensis FZB42  Standaard + 

4 Bacillus amyloliquefaciens IT45  Standaard + 

5 Bacillus amyloliquefaciens QST713  Standaard + 

6 Bacillus ST1 Standaard + 

7 Isolaat G31 (isolaat uit Pelargonium) Standaard + 

8 Alcaligenes ST2 (isolaat uit tomaat) Standaard + 

9 Savinase Standaard + 

10 Protex 6L Standaard + 

11 Zilverperoxide, conc. 20 ppm H2O2 Standaard + 

12 Waterstofperoxide, conc. 20 ppm H2O2 Standaard + 

13 Negatieve controle Standaard - 

14 Positieve controle Standaard + 

15 Bacillus velezensis FZB42 Standaard + 

16 Bacillus amyloliquefaciens IT45  Standaard + 

17 Bacillus amyloliquefaciens QST713  Standaard + 

18 Bacillus ST1 Standaard + 

19 Isolaat G31 (isolaat uit Pelargonium) Standaard + 

20 Alcaligenes ST2 (isolaat uit tomaat) Standaard + 

21 Savinase Standaard + 

22 Protex 6L Standaard + 

23 Zilverperoxide, conc. 20 ppm H2O2 Standaard + 

24 Waterstofperoxide, conc. 20 ppm H2O2 Standaard + 

ST- standaardvoeding schema; CRF- (gecontroleerd vrijkomende meststof, eng. controlled release fertilisers). 

 

 

Op 1 december 2021 zijn de stekken (cultivars Mylena en Ronja, afkomstig van P. v.d. Haak 

Handelskwekerij) geleverd. Een week later op 6 december (T=0), zijn de stekken opgepot in 13 cm potten 

(800 mL inhoud) met twee verschillende soorten potgrond (gevuld door Van der Knaap). De helft van de 

planten is opgepot in standaard substraat en heeft gedurende de proef standaardbemesting gekregen. De 

andere helft van de planten is opgepot in hetzelfde substraat, maar met minder PG-mix en is Osmocote van 

ICL Growing Solutions BV, een gecontroleerd vrijkomende meststof (CRF), doorgemengd. Deze planten 

hebben op de momenten van watergift gewoon water gekregen.  

Ter bevordering van het microklimaat zijn bevloeiingsmatten op de tafels geplaatst en zijn rondom de 

proefplanten (cultivar: Mylena) randplanten (cultivar: Ronja) gezet. Plantenvoeding is gegeven door 

beregenen. Omdat planten met verschillende behandelingen elkaar niet mogen contamineren via drainwater, 

zijn de potten op schotels gezet. 

 

Vanaf 10 december 2021 (T=0) zijn de middelen tweewekelijks toegepast door bespuiten tot ‘run off’. 

Daarnaast zijn de behandelingen vierwekelijks toegepast in het substraat door aangieten. De behandelingen 

met zilverperoxide en waterstofperoxide zijn niet aan het substraat toegepast. Informatie over alle gebruikte 

middelen staat weergegeven in Tabel 8. 
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Tabel 8 Toepassing middelen kasproef 2020 met Xanthomonas in Pelargonium. 

Nr.   Behandeling Concentratie in spuitvloeistof Frequentie bespuiten Frequentie aangieten substraat 

1 en 13 Negatieve controle N.v.t. N.v.t. N.v.t. 

2 en 14 Positieve controle N.v.t. N.v.t. N.v.t. 

3 en 15 Bacillus FZB42  5×106 kve/ml Tweewekelijks Vierwekelijks 

4 en 16 Bacillus IT45  5×106 kve/ml Tweewekelijks Vierwekelijks 

5 en 17 Bacillus QST713 5×106 kve/ml Tweewekelijks Vierwekelijks 

6 en 18 Bacillus ST1 5×106 kve/ml Tweewekelijks Vierwekelijks 

7 en 19 G31 5×106 kve/ml Tweewekelijks Vierwekelijks 

8 en 20 ST2 5×106 kve/ml Tweewekelijks Vierwekelijks 

9 en 21 Savinase 1:500 verdunning Tweewekelijks Vierwekelijks 

10 en 22 Protex 6L 1:500 verdunning Tweewekelijks Vierwekelijks 

11 en 23 Zilverperoxide  20 ppm waterstofperoxide Tweewekelijks N.v.t. 

12 en 24 Waterstofperoxide 20 ppm waterstofperoxide Tweewekelijks N.v.t. 

 

 

Op 4 januari 2022 (T=4) is een deel van de planten geïnoculeerd met Xanthomonas door te bespuiten tot 

‘run-off’ met een 10x verdunde overnachtcultuur van Xanthomonas (ongeveer 108 kve Xanthomonas/ml 

spuitvloeistof). Door WUR geïsoleerde bacteriën (ST1, G31 en ST2) en Xanthomonas zijn steeds de dag voor 

het gebruik overnacht opgekweekt in het vloeibare medium NB. De concentraties van de overnachtculturen 

van de eigen geïsoleerde bacteriën zijn bepaald door het meten van de optische dichtheid (OD) bij 590 nm. 

Vervolgens zijn de bacteriën steeds verdund tot de gewenste einddichtheid. 

Een aantal dagen na het infecteren met Xanthomonas, op 7 januari 2022 (T=4), zijn er per plot drie 

‘infectieplanten’ (2x cultivar Mylena en 1x cultivar Ronja) tussen de niet geïnoculeerde proefplanten gezet. 

De proefplanten zouden door spatwater en direct contact op natuurlijke wijze geïnfecteerd kunnen worden 

door de infectieplanten. 

 

Na de infectie met Xanthomonas zijn de planten wekelijks beoordeeld op de ontwikkeling van de symptomen. 

Ziektesymptomen zijn beoordeeld door een score van 0 (gezond) t/m 5 (volledige aantasting) te geven aan 

de mate van aantasting van de bladeren (Figuur symptomen). Daarnaast is een score van 0 (gezond) of 

1 (slap hangen van bladeren) gegeven voor het beoordelen van de planten verwelking. 

Statistische analyse: 

Resultaten van de proef zijn geanalyseerd met two-way ANOVA (2 factoren: bemesting en behandeling; 

p≤0.05).  

2.7.3 Kasproeven met verschillende behandelingen tegen ontwikkeling van overmatige 

wortelgroei in jonge tomatenplanten (opkweek) 

2.7.3.1 Kasproef 2019 met biologische bestrijding van Agrobacterium rhizogenes in tomaat 

De proef is uitgevoerd met jonge tomaten planten (cv Maxifort) gedurende 8 weken na het zaaien (in 

steenwolblokken). In deze proef zijn 7 verschillende behandelingen getest (Tabel 9). Behandelingen met 

micro-organismen zijn wekelijks uitgevoerd (tot eindconcentratie in steenwolblok: 107 kve/mL). In geval van 

de behandelingen via voedingswater zijn de behandelingen aan het water toegevoegd en bij elke watergift 

toegepast.  

Aantal planten per behandeling: 24 planten 

Inoculatie rhizogene Agrobacterium rhizogenes: in week 2, na verspenen (108 kve/plant) 

Uitvoering: oktober- november 2019 
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Tabel 9 Behandelingen kasproef 2019 met Agrobacterium rhizogenes in tomaat. 

Nr. Behandeling Voeding Agrobacterium 

rhizogenes 

1 Negatieve controle Standaard - 

2 Positieve controle Standaard + 

3 chitosan hydrochloride (10 mg/L) Standaard + 

4 chitosan hydrochloride (20 mg/L) Standaard + 

5 chitosan hydrochloride (50 mg/L) Standaard + 

6 chitosan hydrochloride (100 mg/L) Standaard + 

7 Bacillus velezensis FZB42  Standaard + 

8 Lactobacillus mix Standaard + 

9 Alcaligenes ST2 (isolaat uit tomaat) Standaard + 

 

Statistische analyse: 

Resultaten van de proef zijn geanalyseerd met one-way ANOVA (2 factor: behandeling; voor significantie 

p≤0.05).  

2.7.3.2 Kasproef 2021 met Agrobacterium rhizogenes in tomaat 

Deze proef is uitgevoerd om te beoordelen of biologische behandelingen effect kunnen hebben op de 

ontwikkeling van overmatige wortelgroei symptomen in jonge tomaten planten (cv Maxifort) gedurende 

8 weken na zaaien (in steenwolblokken). In deze proef zijn toevoeging van verschillende micro-organismen 

en zilverperoxide getest. Geteste behandelingen zijn weergegeven in Tabel 10. 

 

Behandelingen met micro-organismen zijn wekelijks uitgevoerd (dosering 107 cellen/mL groeimedium). 

Zilverperoxide was toegevoegd aan voedingswater bij elke gietbeurt (tot eindconcentratie 50 ppm H2O2).  

Aantal planten per behandeling: 28 planten; Inoculatie rhizogene Agrobacterium rhizogenes: in week 2, na 

verspenen (108 kve/plant);  

Uitvoering: april- mei 2021 

 

 

Tabel 10 Behandelingen kasproef 2021 met Agrobacterium rhizogenes in tomaat. 

Nr. Behandeling Voeding Agrobacterium 

rhizogenes 

1 Negatieve controle Standaard - 

2 Positieve controle Standaard + 

3 Bacillus velezensis FZB42 Standaard + 

4 Bacillus amyloliquefaciens IT45 Standaard + 

5 Bacillus amyloliquefaciens QST713 Standaard + 

6 Bacillus thuringensis isolaat ST1 Standaard + 

7 Alcaligenes isolaat ST2 Standaard + 

8 Pseudomonas isolaat T114 Standaard + 

9 Pseudomonas isolaat G31 Standaard + 

10 Zilverperoxide (50 ppm H2O2) Standaard + 

11 BALO’s mix Standaard + 

 

2.7.4 Analyse van bacteriële microbioom in rhizosfeer, steenwol en fylosfeer  

Tijdens de kasproeven met tomaat in 2019 en 2021 zijn monsters van tomaat rhizosfeer (worteloppervlak) 

en steenwol genomen voor de analyse van het bacteriële microbioom. Extractie van DNA uit rhizosfeer was 

uitgevoerd volgens protocol van Simmons et al. (2018). DNA is vervolgens geëxtraheerd met PowerSoil kit 

(Qiagen) volgens de aanwijzingen van de producent.  

 

  



 

24 | Rapport WPR-1310 

Tijdens de kasproef met Pelargonium in 2021 zijn er monsters genomen van de bladeren voor de isolatie van 

DNA uit fylosfeer (bladoppervlak). Bladeren zijn in een Bioreba zakje met steriele fosfaatbuffer gedaan. Na 

zacht schrapen van het blad is supernatant gebruikt voor extractie van DNA en eventuele isolatie van 

bacteriën op agarplaten. Extractie van DNA is uitgevoerd met PowerSoil kit (Qiagen) volgens de aanwijzingen 

van de producent. 

 

Sequencing van bacteriële 16S rDNA en bioinformatica voor metabarcoding analyse is uitgevoerd door 

Eurofins Genomics (llumina MiSeq). Variabele fragment van 16S rDNA gen (V3/V4 regio) van 16S rDNA is 

gebruikt voor metabarcoding analyse (Turner et al., 1999; Kisand et al., 2002).  
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3 Resultaten 

3.1 Isolatie van de micro-organismen uit rhizosfeer en 

fylosfeer en PCR check op aiiA lactonase gen 

Er zijn meerdere reine bacteriële isolaten verkregen uit de tomaten rhizosfeer, en Pelargonium en 

Phalaenopsis fylosfeer. In totaal zijn er 120 bacteriële isolaten verkregen uit de rhizosfeer van tomaat, 

209 bacteriële isolaten uit de fylosfeer van Phalaenopsis en 122 bacteriële isolaten uit de fylosfeer van 

Pelargonium. Deze isolaten zijn vervolgens gegroepeerd op basis van morfologie (o.a. kleur en vorm van de 

kolonies op agar) (voorbeeld in Figuur 3.1).  

 

 

 

Figuur 3.1  Voorbeelden van verschillende morfologieën van bacteriële isolaten uit de tomaten rhizosfeer. 

 

 

Deel van de bacteriële isolaten is vervolgens geïdentificeerd op basis van de volledige sequentie van 

16S rDNA gen. Dit gen is aanwezig in DNA van alle bacteriën, maar de sequentie daarvan kan variëren 

tussen de verschillende soorten bacteriën. Bacteriële isolaten, die op basis van sequentie van 16S rDNA 

geïdentificeerd zijn als klasse Bacilli, zijn ook onderzocht op de aanwezigheid van aiiA lactonase gen in hun 

DNA. Lactonase aiiA is een enzym die nuttige bacteriën nodig hebben om signaalstoffen (acyl homoserine 

lactones, AHL’s) van gramnegatieve (plantpathogene) bacteriën af te breken. 

Alleen vier bacteriële isolaten uit de tomaten rhizosfeer behoren tot klasse Bacilli en alle blijken ook in bezit 

te zijn van aiiA lactonase gen (via PCR test en sequencen van PCR product). Alle vier isolaten zijn 

geïdentificeerd als Bacillus thuringensis.  

Meer dan de helft van de kweekbare bacteriële isolaten uit Phalaenopsis fylosfeer en rhizosfeer bleken te 

behoren tot klasse Bacilli. Groot aantal van deze isolaten is ook positief getest op de aanwezigheid van aiiA 

lactonase (72 bacteriële isolaten uit Phalaenopsis fylosfeer en 4 uit Phalaenopsis rhizosfeer). In tegenstelling 

tot Phalaenopsis, waren er maar 6 Bacilli geïsoleerd uit de fylosfeer van Pelargonium en geen daarvan is 

positief getest op de aanwezigheid van aiiA lactonase. 

In de proeven zijn ook bacteriële isolaten (ST1- Bacillus thuringensis, ST2- Alcaligenes sp.) gebruikt, die in 

voorgaand project geïsoleerd waren uit steenwol tijdens de tomatenteelt in kas bij Wageningen UR 

Glastuinbouw en Bloembollen in Bleiswijk.  

Bacteriële Bacillus isolaten uit commerciële microbiële producten (Bacillus amyloliquefaciens QST713, Bacillus 

velezensis FZB42 en Bacillus amyloliquefaciens IT45) zijn ook getest op de aanwezigheid van gen voor aiiA 

lactonase. Deze test is uitgevoerd op basis van PCR reactie met primers die specifiek zijn voor aiiA lactonase 

gen (aiiA gen PCR product lengte rond 150 bp). Alleen het DNA van Bacillus amyloliquefaciens IT45 bevat 

gen voor aiiA lactonase (Figuur 3.2).  
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Figuur 3.2 Gelelektroforese van aiiA gen PCR producten uit verschillende bacteriële isolaten: A,B- Bacillus 

thuringensis ST1; C,D- Bacillus amyloliquefaciens IT45; E,F- Bacillus amyloliquefaciens QST713 en  

G,H- Bacillus velezensis FZB42. Verwachtte grootte van de PCR product is rond 800 bp.  

 

3.2 Antagonisme assays 

Bacteriële isolaten die verkregen zijn uit de tomaten rhizosfeer, Pelargonium fylosfeer en fylosfeer en rhizosfeer 

van Phalaenopsis zijn in vitro getest (dual layer agar) op antagonisme tegen drie bacteriële pathogenen: 

Acidovorax avenae subsp. cattleyae, Agrobacterium rhizogenes en Xanthomonas hortorum pv pelargonii. 

 

Uit een antagonisme assay blijkt dat er een aantal bacteriële isolaten in vitro de groei van alle drie de 

plantpathogene bacteriën kunnen remmen. Onderstaande isolaten waren antagonistisch voor alle drie de 

geteste plantpathogene bacteriën: isolaat T11 (uit tomaat), isolaat Pseudomonas T114 (uit tomaat), 

Alcaligenes ST2 (uit tomaat). Voorbeelden van antagonisme (zichtbaar als doorzichtige stukken in agar, geen 

groei van plantpathogene bacteriën) zijn te zien in Figuur 3.3.  

 

 

 

Figuur 3.3 Antagonistisch effect van verschillende bacteriële isolaten op groei van bacteriële 

plantpathogenen.   
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Overzicht van antagonisme van verschillende isolaten tegen Acidovorax avenae subsp. Cattleyae, 

Agrobacterium rhizogenes en Xanthomonas hortorum pv pelargonii is weergegeven in Tabel 11. 

 

 

Tabel 11  Antagonisme in vitro van bacteriële isolaten tegen Acidovorax avenae subsp. Cattleyae, 

Agrobacterium rhizogenes en Xanthomonas hortorum pv pelargonii. 

Bacteriële isolaten die antagonistisch zijn voor: 

Acidovorax Agrobacterium Xanthomonas 

T11 T11 G31 

ST2 ST1 ST1 

T114 ST2 ST2 

P207 T114 T11 

P209  T114 

 

 

Sommige isolaten genoemd in Tabel 11 zijn getest in de kasproeven met Pelargonium en Phalaenopsis.  

3.3 In vitro assays voorkomen van biofilmvorming  

Er zijn diverse experimenten uitgevoerd om de effecten van enzymen en secundaire metabolieten van 

nuttige bacteriën op het voorkomen van biofilmvorming door plantpathogene bacteriën te kunnen 

beoordelen.  

Als eerste was de groei van bacteriën in de assay beoordeeld (troebelheid van groeimedium; meting van OD 

590nm). Daarna is de ontwikkeling van de biofilm beoordeeld (na kleuring met crystal violet). Voorbeelden 

van het resultaat van biofilm assay zijn weergegeven in Figuur 3.4. 

 

 

A       PC       C      1:100   1:500   1:750   1:1000      B      PC     C     1:100  1:500   1:750  1:1000 

  

Figuur 3.4 Groei van bacteriën in de biofilm assay (na 48 uur) (A) en resultaat van de biofilm kleuring met 

crystal violet (B). PC- positieve controle (groei bacteriën, kweek van bacterie zonder toevoeging van 

enzymen in kweekmedium); C- negatieve controle (voeding zonder bacteriën); Concentraties van enzymen: 

1:100; 1:500; 1:750; 1:1000 (verdunningen in voeding). 

 

 

Uit de uitgevoerde assays blijkt dat de geteste enzymen, behalve P14, geen inhiberende effect hebben op in 

vitro ontwikkeling van in de biofilm van Agrobacterium rhizogenes en Acidovorax cattlayae (Tabel 12). 

Enzym P14 heeft echter ook significant inhiberend in vitro effect op biofilm van nuttige bacteriën 

B. amyloliquefaciens QST713 en B. velezensis FZB42. Biofilm van nuttige bacteriën op het plantoppervlak is 

juist nodig om de planten te beschermen tegen verschillende pathogenen. 
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Tabel 12 Overzicht van resultaten van de experimenten met biofilmopbouw in diverse enzym-bacterie 

combinaties. 

 

Enzym 

Xanthomonas Acidovorax Agrobacterium Pseudomonas 

simiae 

B. amyloliquefaciens 

QST713 

B. velezensis 

FZB42 

Amylase - - +/- - - - 

Lipase - - - - X X 

P6 + - - - - - 

P30 + - - - - - 

P89 + - - - - - 

P7 X - - X - - 

P14 + + + - + + 

Savinase + - - - - - 

Pectinase X - - - - X 

Laccase X - - - - - 

Combi I +/- - - - - +/- 

Combi II + X - X - - 

(+): inhibitie van de biofilmopbouw; (-): geen effect op de biofilmopbouw of betere biofilm vorming; (x): niet getest; voor beschrijving van Combi I en 

Combi II zie Tabel 1. 

 

Voorbeelden van resultaten van in vitro bioassay van de biofilmopbouw 

Vier van de geteste enzymen (P6, P30, P89, Savinase) hadden in vitro inhiberend effect op biofilm van 

Xanthomonas hortorum pv pelargonii en geen negatief effect op biofilm van nuttige bacteriën. Effect van 

toepassing van deze enzymen op biofilmopbouw door Xanthomonas hortorum pv pelargonii is te zien in 

Figuur 3.5.  

 

 

Enzym P6 Enzym P30 
            PC       C         1       2       3        4          PC       C        1       2       3        4 

  

Enzym P89 Enzym Savinase 
            PC       C         1       2       3        4          PC       C        1       2       3        4 

  

Figuur 3.5 Effect op de biofilmvorming door Xanthomonas hortorum pv pelargonii. 
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PC- positieve controle (biofilm na bacteriële kweek zonder toevoeging van enzymen); C- negatieve controle 

(voeding zonder Xanthomonas bacteriën); Er zijn verschillende verdunningen van enzymen gebruikt:  

1- verdunning 1:100; 2- verdunning 1:500; 3- verdunning 1:750; 4- verdunning 1:1000 3. Effect van 

toevoeging van het enzym Savinase op de biofilmopbouw door verschillende bacteriën. 

 

Metingen van de OD590nm na 48 uur kweek van Xanthomonas hortorum pv pelargonii bevestigen dat het 

enzym savinase (verdunning 1:100 en 1:500) ook significant effect heeft op de groei van Xanthomonas 

hortorum pv pelargonii (Tabel 13). 

 

 

Tabel 13 Metingen van optische dichtheid (OD590 nm) van in vitro kweken van verschillende bacteriën 

na 48 uur kweek in aanwezigheid van verschillende concentraties van savinase in groeimedium. 

 Pseudomonas Xanthomonas Acidovorax Agrobacterium 

Enzym Savinase OD590 nm na 48 uur kweek 

Pos C (geen enzym) 1,186 0,708 0,886 1,659 

verdunning 1/100 0,131 0,029 1,749 1,618 

verdunning 1/500 1,949 0,297 2,317 1,418 

verdunning 1/750 2,012 0,888 2,040 1,659 

verdunning 1/1000 1,841 1,238 1,677 1,567 

 

 

Groei van Pseudomonas simiae WCS417, Acidovorax cattlayae, Agrobacterium rhizogenes, Bacillus 

amyloliquefaciens QST713 en Bacillus velezensis FZB42 lijkt juist bevorderd te worden door toevoeging van 

enzym savinase (proteolytische activiteit) (Tabel 13). Alleen verdunning 1:100 van savinase inhibeerde de 

groei van Pseudomonas simiae WCS417. Savinase lijkt ook de biofilmvorming in vitro te bevorderen in 

Pseudomonas simiae WCS417, Acidovorax cattlayae, Agrobacterium rhizogenes, Bacillus amyloliquefaciens 

QST713 en Bacillus velezensis FZB42 (Figuur 3.6). 

 

 

          PC   C   1   2   3    4               PC  C   1    2   3   4        PC   C   1   2   3    4 

   
Pseudomonas simiae Xanthomonas hortorum Acidovorax cattleyae 

   
Agrobacterium rhizogenes  Bacillus QST713 Bacillus FZB42 

Figuur 3.6 Effect van savinase enzym toevoeging op de in vitro biofilmvorming door verschillende 

bacteriën.  

 

 

PC- positieve controle (biofilm na bacteriële kweek zonder toevoeging van enzym); C- negatieve controle 

(voeding zonder bacteriën); Er zijn verschillende verdunningen van enzymen gebruikt: 1- verdunning 1:100; 

2- verdunning 1:500; 3- verdunning 1:750; 4- verdunning 1:1000.  
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3.4 Afbraak van AHL’s 

Voor de bepaling van de aanwezigheid/afbraak van de acyl homoserine lactones (AHL’s), signaalstoffen van 

gramnegatieve bacteriën zoals Agrobacterium rhizogens en Acidovorax cattleyae, is een indirecte methode 

gebruikt met de AHL indicator stam Agrobacterium tumefaciens NTL4. Deze bacterie is genetisch 

gemodificeerd om zelf geen AHL’s te kunnen aanmaken. Wel kan die reageren op de aanwezigheid van 

externe AHL’s en een kleurreactie geven, via afbraak van X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

galactopyranoside) tot blauwe indol. 

De reine kweek van Agrobacterium tumefaciens NTL4 zou op agar zonder AHL’s wit moeten uitgroeien. 

Ondanks meerdere pogingen (en het inkopen van nieuwe verse Agrobacterium tumefaciens NTL4) bleef deze 

blauw kleuren tijdens de kweek op agar zonder AHL’s, wat het onmogelijk maakte om de indirecte test voor 

afbraak van AHL’s uit te voeren.  

 

De keuze van bacteriële isolaten, die gebruikt zijn in de kasproeven, is daarom gebaseerd op informatie over 

mogelijke antagonisme tegen plantpathogene bacteriën en op informatie over de aanwezigheid van genen 

voor enzym aiiA lactonase, die verschillend AHL’s kan afbreken, in het genoom van verschillende bacteriële 

isolaten.  

3.5 Aanwezigheid van BALO’s in teeltsystemen onder glas 

Parasitaire bacteriën uit de groep Bdellovibrio and the like organisms (BALO’s) zijn zeer moeilijk kweekbaar 

op agar groeimedia die standaard wordt gebruikt in een microbiologisch laboratorium. Om vast te kunnen 

stellen of deze bacteriën van nature aanwezig zijn in de verschillende teeltsystemen onder glas is het nodig 

om gebruik te maken van PCR technieken. DNA is geïsoleerd uit Phalaenopsis fylosfeer, tomaat rhizosfeer en 

Pelargonium fylosfeer. Er zijn PCR reacties uitgevoerd om de aanwezigheid van drie families van parasitaire 

bacteriën vast te stellen: Bdellovibrionaceae; Bacteriovoracaceae en Peredibacteraceae. 

PCR producten van de juiste lengte zijn verkregen, met primers voor Bdellovibrionaceae en 

Bacteriovoracaceae, uit tomaat rhizosfeer (Figuur 3.7 en Figuur 3.8). Er zijn geen PCR producten gevormd 

met primers specifiek voor Peredibacteraceae (Figuur 3.9). Ook geen PCR producten voor BALO’s gevormd 

met DNA uit fylosfeer van Phalaenopsis en Pelargonium. 

 

 

 

Figuur 3.7 Gelelektroforese (op 1.5% agarose gel) van PCR producten met primers voor Bdellovibrionaceae; 

1 en 19 marker; 2 t/m 7 DNA monsters uit Phalaenopsis fylosfeer; 8 t/m 13 monsters uit tomaat rhizosfeer; 14 

en 15 positieve controle met DNA van Bdellovibrio bacteriovorus (lengte PCR product 481 bp).  
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Figuur 3.8 Gelelektroforese (op 1.5% agarose gel) van PCR producten met primers voor 

Bacteriovoracaceae; 1 en 19 marker; 2 t/m 7 DNA monsters uit Phalaenopsis fylosfeer; 8 t/m 13 monsters 

uit tomaat rhizosfeer; 14 t/m 18 monsters uit Pelargonium fylosfeer (lengte PCR product 769 bp). 

 

 

 

Figuur 3.9 Gelelektroforese (op 1.5% agarose gel) van PCR producten met primers voor 

Peredibacteraceae; 1 en 19 marker; 2 t/m 7 DNA monsters uit Phalaenopsis fylosfeer; 8 t/m 13 monsters uit 

tomaat rhizosfeer; 14 en 15 positieve controle Bdellovibrio, 16 en 17 positieve controle met DNA van 

Peridibacter starrii (lengte PCR product 767 bp). 

 

 

Er zijn extracten van tomaat rhizosfeer gemaakt (in fosfaat buffer, PBS) voor de isolatie van 

Bdellovibrionaceae en Bacteriovoracaceae. Deze extracten zijn gefiltreerd door 0.22 m filter. 

Bdellovibrionaceae en Bacteriovoracaceae zijn zeer kleine bacteriën die door deze filter niet worden tegen 

gehouden, in tegenstelling tot andere bacteriële cellen die groter zijn en door de filter worden tegen 

gehouden. 

Vervolgens zijn de rhizosfeer extracten gebruikt om BALO’s te kweken op prooi bacterie Agrobacterium 

rhizogenes in dual layer agarplaten. Agrobacterium groeide in de bovenste laag van de agar. Na 9 dagen 

kweek zijn de eerste halo’s waargenomen (Figuur 3.10). Halo’s ontstaan op plekken waar de Agrobacterium 

cellen kapot gaan door infectie met Bdellovibrio of Bacteriovorax bacteriën. PCR reactie, met primers 

specifiek voor Bdellovibrionaceae en Bacteriovoracaceae, met DNA geïsoleerd uit plekken met halo’s, 

bevestigde dat BALO’s aanwezig waren in agar op plekken waar halo’s zichtbaar waren. Bacteriovorax was 

aanwezig in de agar op plekken met halo’s. 
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Figuur 3.10 Ontwikkeling van doorzichtige halo’s in Agrobacterium rhizogenes kweek na infectie met 

parasitaire BALO’s bacteriën uit tomaat rhizosfeer (beoordeling na 9 dagen kweek). 

 

 

Producten van de PCR reactie zijn opgeschoond met PCR clean up kit (Qiagen) en opgestuurd voor 

sequencing met Bacteriovorax primers (BaseClear BV). Sequencing van de PCR product heeft bevestigd daar 

Bacteriovorax bacteriën geïsoleerd waren uit tomaat rhizosfeer op double layer agar met Agrobacterium 

prooi.  

Extracten uit de tomaat rhizosfeer zijn ook gebruikt om parasitaire bacteriën te isoleren die Xanthomonas 

hortorum pv pelargonii of Acidovorax cattlayae als prooi kunnen gebruiken. Helaas is dit niet gelukt. 

Rhizosfeer extracten, met BALO’s, zijn vervolgens opgeslagen als glycerol stocks in -80⁰C voor later gebruik. 

3.6 Kasexperimenten 

3.6.1 Phalaenopsis 

3.6.1.1 Kasproef 2020 met biologische bestrijding van A. cattleyae in Phalaenopsis 

De infectie door Acidovorax verliep langzaam, met 38% en 23% planten met symptomen van een infectie 

acht weken na de inoculatie met plantpathogeen (teeltweek 12), in positieve controle behandeling, geteeld 

met standaard minerale voeding en gecontroleerd vrijkomende meststoffen respectievelijk (Figuur 3.11). 

Veel planten met symptomen hadden een ziekte index 1 (enkele stippen op blad). Ook de gemiddelde ziekte 

index blijft laag onder 0.5 (Figuur 3.12). De in het eerste deel van de proef gebruikte bemestingsstrategie 

had geen significant effect op het percentage van geïnfecteerde planten (p=0.095), terwijl gemiddelde ziekte 

score was significant lager in planten geteeld met gecontroleerd vrijkomende meststoffen dan in controle 

planten (standaard voeding) (p=0.045). Behandeling met bacteriële isolaten had een significant effect op 

zowel percentage zieke planten als gemiddelde ziekte score (p≤0.001). 
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Figuur 3.11 Percentage aantasting met Acidovorax in Phalaenopsis (T12, 8 weken na 1ste inoculatie met 

pathogeen); CRF- gecontroleerd vrijkomende meststoffen; behandelingen die significant verschillend zijn van 

positieve controle zijn aangeduid met  symbool. 

 

 

Behandelingen met Bacillus velezensis FZB42, Bacillus amyloliquefaciens IT45, Bacillus amyloliquefaciens 

QST713, zilverperoxide en chitosan hydrochloride hebben een significant effect gehad op het percentage van 

Phalaenopsis planten die geïnfecteerd raakten met Acidovorax (Figuur 3.11).  

Toepassing van chitosan hydrochloride had een ongewenst neveneffect op het uiterlijk van Phalaenopsis 

bladeren (zie Figuur 3.13). 
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Figuur 3.12 Percentage aantasting met Acidovorax in Phalaenopsis (T12, 8 weken na 1ste inoculatie met 

pathogeen); CRF- gecontroleerd vrijkomende meststoffen; behandelingen die significant verschillend zijn van 

positieve controle zijn aangeduid met  symbool. 

 

 

 

Figuur 3.13 Voorbeeld van ongewenst neveneffect van chitosan behandeling op Phalaenopsis planten.  
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Tijdens de proef was er een aantasting door Fusarium solani waargenomen in de planten (voorbeelden in 

Figuur 3.14). Percentage van de aangetaste planten uit de verschillende behandelingen is weergegeven in 

Tabel 14. In sommige behandelingen zijn bij meer dan de helft van de planten de eerste symptomen van 

Fusarium aantasting waargenomen. 

 

 

    

Figuur 3.14 Voorbeelden van aantasting Phalaenopsis door Fusarium solani in de kasproef. 

 

 

Tabel 14 Aantasting met Fusarium in Phalaenopsis in de proef 2020. 

No. Behandeling voeding Percentage met Fusarium 

aangetaste planten (%, T11) 

1 negatieve controle Standaard 28% 

2 positieve controle Standaard 35% 

3 Bacillus thuringensis ST1 Standaard 38% 

4 Bacillus velezensis FZB42 Standaard 55% 

5 Bacillus amyloliquefaciens IT45 Standaard 40% 

6 Bacillus amyloliquefaciens QST713 Standaard 53% 

7 P169 (Bacillus toyonensis) Standaard 38% 

8 P207 (Paenibacillus amylolitycus) Standaard 58% 

9 chitosan hydrochloride (0.75%) Standaard 40% 

10 zilverperoxide (20 ppm H2O2) Standaard 25% 

11 negatieve controle CRF 30% 

12 positieve controle CRF 58% 

13 Bacillus thuringensis ST1 CRF 55% 

14 Bacillus velezensis FZB42 CRF 43% 

15 Bacillus amyloliquefaciens IT45 CRF 58% 

16 Bacillus amyloliquefaciens QST713 CRF 35% 

17 P169 (Bacillus toyonensis) CRF 55% 

18 P207 (Paenibacillus amylolitycus) CRF 38% 

19 chitosan hydrochloride (0.75%) CRF 60% 

20 zilverperoxide (20 ppm H2O2) CRF 50% 

ST- standaardvoeding schema; CRF- (gecontroleerd vrijkomende meststof, eng. controlled release fertilisers). 

 

 

Omdat er een Fusarium aantasting was geconstateerd, heeft de projectgroep besloten om bij het deel van de 

planten (zonder zichtbaar Fusarium en Acidovorax infectie) de behandelingen voort te zetten en ze nogmaals 

te infecteren met hoge dichtheid van Acidovorax bacterie (in teeltweek 14; op 17 september 2020). 

Klimaatinstellingen in de kas zijn ook aangepast zodat de infectie beter zou kunnen aanslaan (verhoging van 

RV tot 90%). 
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In het tweede deel van de proef is de infectie met Acidovorax snel aangeslagen, met meer dan 70% 

besmette planten in de onbehandelde controle behandelingen, drie weken na de tweede inoculatie van 

Acidovorax (Figuur 3.15). In de teelt week 18 van de proef was de ziekteontwikkeling in de positieve controle 

niet verschillend in de behandeling met de standaard voeding ten opzichte van de behandeling met 

gecontroleerd vrijkomende meststoffen (CRF). Tot en met teeltweek 17 ontwikkelde de ziekte zich wel 

langzamer in de planten die geteeld waren met CRF voeding (Figuur 3.16). Ziektedruk bleek hoog en veel 

planten zijn al snel besmet geraakt. 

 

 

 

Figuur 3.15 Percentage aantasting met Acidovorax in Phalaenopsis (T17 en T18, respectievelijk drie en vier 

weken na herhaalde inoculatie met Acidovorax).  
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A Standaard voeding 

 

 
 

B Langzaam vrijkomende meststoffen (CRF) 

 

 

Figuur 3.16 Verloop van de aantasting met Acidovorax in Phalaenopsis in de tijd (na de tweede inoculatie 

met pathogeen in week 14) Percentage aantasting met Acidovorax in Phalaenopsis (T17 en T18, 

respectievelijk drie en vier weken na de tweede inoculatie van Acidovorax).  
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Symptomen van de infectie bleven ook heel erg gelokaliseerd op de geïnfecteerde bladeren. Er vond weinig 

herbesmetting plaats (van geïnfecteerde naar niet geïnfecteerde bladeren). Voorbeelden van 

ziektesymptomen zijn weergegeven in Figuur 3.17. 

 

 

  

Figuur 3.17 Voorbeelden van Acidovorax infectie in Phalaenopsis.  

 

3.6.1.2 Kasproef 2021 met biologische bestrijding van A. cattleyae in Phalaenopsis 

In de proef met biologische bestrijding van Acidovorax in Phalaenopsis, uitgevoerd in 2021, is de Acidovorax 

besmetting in eerste instantie op een andere manier uitgevoerd dan in de proef in 2020. Zichtbaar zieke 

planten zijn tussen de proefplanten geplaatst als bron van infectieus inoculum. De infectie verliep echter niet 

goed en in overleg met het projectteam is de infectie met Acidovorax nogmaals uitgevoerd door 

1 beschadigd blad per plant te infecteren (in teeltweek 8). 

De infectie met Acidovorax op beschadigde Phalaenopsis bladeren ontwikkelde zich goed. In de negatieve 

controle behandeling (beschadigd blad, geen Acidovorax inoculatie) was geen infectie van Acidovorax 

zichtbaar, wel zijn verwondingen op het blad goed zichtbaar geweest (Figuur 3.18). Het is ook duidelijk dat 

de beschadigde bladeren van planten, die CRF voeding kregen tijdens teelt, minder symptomen hadden en 

waren minder vergeeld (Figuur 3.18).  
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Negatieve controle (standaard voeding) Positieve controle (standaard voeding) 

  

Positieve controle (standaard voeding) Positieve controle (CRF) 

  

Figuur 3.18 Ontwikkeling van Acidovorax infectie in beschadigd Phalaenopsis blad bij planten die geteeld 

zijn met standaard minerale voeding of CRF. 

 

 

Bovengenoemde verschil tussen plantreactie op de infectie met Acidovorax was helaas niet duidelijk 

zichtbaar in onbeschadigde bladeren, waarschijnlijk omdat de infectie in onbeschadigd blad was niet goed 

ontwikkeld (Figuur 3.19). 
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Figuur 3.19 Ontwikkeling van Acidovorax infectie in niet beschadigde Phalaenopsis bladeren gedurende de 

kasproef. T11 (teeltweek 11) t/m T15 (teeltweek 15). 

 

 

 

Figuur 3.20 Gemiddelde chlorofylgehalte (SPAD meting; n=3)) in onbeschadigd blad van Phalaenopsis 

tijdens de teelt met standaard of CRF voeding. T11= teeltweek 11; T15= teeltweek 15. 

 

 

Het verschil in plantontwikkeling tussen standaard voeding en langzaam vrijkomende meststof (CRF) was 

ook duidelijk zichtbaar in de resultaten van andere metingen aan de planten. Bijvoorbeeld, de 

chlorofylmeting (SPAD) was consistent hoger in planten met CRF in vergelijking met standaard voeding 

(Figuur 3.20; p<0.001). Gebruik van CRF resulteerde in groter bladoppervlak en hoger versgewicht van blad, 

terwijl het versgewicht van de wortels juist hoger was in planten geteeld met standaard voeding 

(Figuur 3.21).  
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Figuur 3.21 Versgewicht en bladoppervlak van Phalaenopsis geteeld met standaard voeding of langzaam 

vrijkomende meststoffen (CRF). Tijdstip beoordeling: einde van de kasproef (in negatieve controle 

behandelingen). 

 

3.6.2 Pelargonium 

3.6.2.1 Voorproef 1: infectie van Pelargonium met Xanthomonas hortorum pv pelargonii  

In de infectie proef met Pelargonium zijn twee isolaten van plantpathogene Xanthomonas hortorum pv 

pelargonii gebruikt. Beide isolaten van Xanthomonas hortorum pv pelargonii (DSM 50858 en DSM 50859), 

die zijn gebruikt in de infectie proef kunnen de Pelargonium planten infecteren. De isolaten zijn ook 

infectieus genoeg om de planten via de bespuiting (zonder verwonding) te infecteren (Figuur 3.22). Isolaat 

DSM 50859 is gekozen om gebruikt te worden in de kasproeven. De bespuiting is gekozen als infectie 

methode in de eerste kasproef met biologische bestrijding van Xanthomonas infectie in Pelargonium.  

 

 

 

Figuur 3.22 Ontwikkeling van de ziektesymptomen in Pelargonium (cv Senna) na infectie (via bespuiting of 

injectie) met Xanthomonas hortorum pv pelargonii (isolaat DSM 50858 of DSM 50859).  
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3.6.2.2 Voorproef 2: nabootsen van natuurlijke infectie van Pelargonium met Xanthomonas 

hortorum pv pelargonii via eerder geïnfecteerde planten 

Een additionele infectieproef is uitgevoerd in 2021 om uit te zoeken of het mogelijk is om de natuurlijke 

manier van de verspreiding van een Xanthomonas hortorum infectie in de kas beter na te bootsen. 

Geïnfecteerde, op dat moment nog symptoomloze, planten zijn meestal de primaire bron van besmetting in 

de kas.  

In deze proef kregen de planten water via eb en vloed systeem of via broezen. Manier van watergeven bleek 

geen significant effect te hebben op het percentage Pelargonium planten met symptomen van Xanthomonas 

besmetting (8 en 10 weken na besmetting)(Figuur 3.23). 

 

 

 

Figuur 3.23 Ontwikkeling van de ziektesymptomen in Pelargonium (cv Senna) na infectie (via 

symptoomloze, met Xanthomonas hortorum pv pelargonii besmette planten) na 8 of 10 weken teelt met eb 

en vloed systeem of broezen.  

 

 

Voorbeelden van de ziektesymptomen in Pelargonium planten zijn te zien in Figuur 3.24. 
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Figuur 3.24 Symptomen van de besmetting met Xanthomonas hortorum pv pelargonii in Pelargonium (cv 

Senna) tien weken na de het plaatsen van geïnfecteerde planten tussen gezonde planten. 

 

3.6.2.3 Kasproef 2020 met biologische bestrijding van Xanthomonas hortorum pv pelargonii 

in Pelargonium 

Preventieve inoculatie van Pelargonium met Bacillus amyloliquefaciens IT45 resulteerde in lagere gemiddelde 

ziekte score, zowel in behandeling met standaard voeding als in behandeling met CRF voeding (Figuur 3.25). 

Ook de combinatie van Pseudomonas G31 (Isolaat G31) met CRF voeding resulteerde in een significant 

lagere gemiddelde ziekte score (Figuur 3.25). Voeding alleen had geen significant effect op gemiddelde 

ziekte score. 

 

 



 

44 | Rapport WPR-1310 

 

Figuur 3.25 Gemiddelde ziektescore Pelargonium planten (teeltweek 11, zeven weken na besmetting met 

Xanthomonas hortorum pv pelargonii); CRF- gecontroleerd vrijkomende meststoffen; behandelingen die 

significant verschillend zijn van positieve controle zijn aangeduid met  symbool. 

 

 

Behandeling met Bacillus amyloliquefaciens IT45 resulteerde in de hoogste percentage van gezonde planten 

(score 0-1), met 35% en 37,5% gezonde planten, respectievelijk met standaard en CRF voeding 

(Figuur 3.26). 

De behandeling met Pseudomonas G31 (geïsoleerd uit Pelargonium fylosfeer) resulteerde in significant meer 

gezonde planten dan in de onbehandelde positieve controle (zonder behandeling met infectie van 

Xanthomonas), zowel met standaard voeding als met CRF (Figuur 3.26). CRF voeding lijkt de effectiviteit van 

Pseudomonas G31 tegen Xanthomonas hortorum pc pelargonii te verhogen (Figuur 3.26) ten opzichte van de 

standaard voeding. 

Ziekte symptomen van de Xanthomonas besmetting in Pelargonium planten uit verschillende behandelingen 

zijn weergegeven in Figuur 3.27. 

In de kasproef was er duidelijk verschil te zien in de groei tussen de planten die standaard voeding kregen 

en de planten die voeding kregen met langzaam vrijkomende meststoffen (CRF). Planten met CRF voeding 

waren compacter en kleiner dan op standaard manier gevoede planten (Figuur 3.28). 
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A 

 

 

 

B  

 

 

Figuur 3.26 Percentage Pelargonium planten met verschillende ziekte score in kasproef 2020 (teeltweek 11, 

zeven weken na besmetting met Xanthomonas hortorum pv pelargonii). 

  



 

46 | Rapport WPR-1310 

 Standaardvoeding CRF 

Positieve controle 

  

Bacillus IT45 

  

Pseudomonas G31 

(uit Pelargonium) 

  

Figuur 3.27 Voorbeelden van ziektesymptomen in Pelargonium in verschillende behandelingen tijdens de 

kasproef.  
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Figuur 3.28 Vergelijking groei van Pelargonium met: standaard voeding en gecontroleerd vrijkomende 

meststoffen (CRF). 

 

3.6.2.4 Kasproef 2021 met biologische bestrijding van Xanthomonas hortorum pv pelargonii 

in Pelargonium 

Zes weken na de introductie van geïnfecteerde planten, waren ongeveer 65% proefplanten aangetast in de 

positieve controle behandeling met standaard minerale voeding, terwijl in de positieve controle met CRF 

maar 40% van de planten (eerste) symptomen lieten zien (Figuur 3.29). Daarna ontwikkelde de ziekte zich 

snel, ook in behandelingen met CRF voeding. Xanthomonas heeft zich verspreidt ook in de negatieve controle 

behandelingen (waarschijnlijk via spatwater). Na 13 weken teelt (negen weken na plaatsing van zieke 

inoculum planten) was 28% van de proefplanten aangetast in de negatieve controle behandeling met 

standaard minerale voeding, terwijl in de negatieve controle met CRF maar 18% van de planten (eerste) 

symptomen van Xanthomonas infectie lieten zien. 
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Behandelingen met Bacillus amyloliquefaciens IT45, Bacillus thuringensis ST1 (uit tomaat) waren effectief 

tegen Xanthomonas in Pelargonium met standaard voeding en met CRF voeding (Figuur 3.29; Figuur 3.30). 

Behandelingen met het isolaat G31 (uit Pelargonium) en savinase in combinatie met CRF hadden ook een 

significant effect op de ontwikkeling van Xanthomonas aantasting in Pelargonium (Figuur 3.29; Figuur 3.30). 

Voorbeelden van ziektesymptomen in de kasproef zijn weergegeven in Figuur 3.31. 

 

 

 

 

 

Figuur 3.29 Percentage van de geïnfecteerde Pelargonium planten tijdens de kasproef tussen T8 

(teeltweek 8) en T13 (teeltweek 13). Geïnfecteerde planten zijn in teeltweek 4 tussen de proefplanten 

geplaatst. Behandelingen die significant verschillend zijn van positieve controle zijn aangeduid met  

symbool. 
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Figuur 3.30 Percentage Pelargonium planten met verschillende ziekte score in kasproef 2021 (teeltweek 13, 

negen weken na besmetting met Xanthomonas hortorum pv pelargonii). 
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Figuur 3.31 Voorbeelden van ziektesymptomen in Pelargonium in verschillende behandelingen tijdens de 

kasproef 2021.  
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Ondanks succesvolle isolatie van DNA uit de fylosfeer van Pelargonium (uit monsters genomen tijdens proef 

in 2021) is de metabarcoding analyse niet volledig gelukt. Sequencing en analyse is gelukt voor Pelargonium 

fylosfeer monsters uit de behandeling met Bacillus amyloliquefaciens IT45 (met CRF voeding). Daarom zijn 

deze resultaten alleen een indicatie, maar geven wel informatie over bacteriële geslachten die waarschijnlijk 

dominant zijn in de Pelargonium fylosfeer (Figuur 3.32). Meer dan 40% van alle gevonden sequenties 

behoren tot geslacht Candidatus Planktophila, die vaak geïsoleerd wordt uit zoetwater. Pelargonium planten 

kregen water via bovenleiding. Het is daarom niet onwaarschijnlijk dat deze groep bacteriën afkomstig is uit 

het voedingswater. Relatieve aanwezigheid van Pseudomonas in onderzochte monsters was 1.2%. Bacillus 

duidelijk aanwezig in fylosfeer microbioom (met 7.3% relatieve aanwezigheid). In verband met mislukte 

sequencing van fylosfeer van controle planten (zonder behandeling met Bacillus amyloliquefaciens IT45) is 

het onmogelijk om te concluderen dat hoge relatieve aanwezigheid van Bacillus het resultaat is van de 

behandeling met Bacillus amyloliquefaciens IT45. Meer dan 67% van alle sequenties behoren tot fylum 

Actinobacteria, wat een aanwijzing is dat fylosfeer wordt gekoloniseerd door bacteriën die 

overlevingsstructuren kunnen maken, die ze beschermen tegen UV straling en mogelijke uitdroging. 

 

 

 

Figuur 3.32 Relatieve aanwezigheid van verschillende bacteriële geslachten in fylosfeer van Pelargonium 

die behandeld is met Bacillus amyloliquefaciens IT45. 
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3.6.3 Tomaat 

3.6.3.1 Kasproef met preventieve behandelingen tegen overmatige wortelgroei in jonge 

tomatenplanten-2019 

Preventieve behandelingen met Bacillus velezensis FZB42, Bacillus thuringensis ST1, Lactobacillus mix en 

chitosan hydrochloride (10 mg/L) resulteerden in lagere incidentie van overmatige wortelgroei in jonge 

tomatenplanten (6 weken na infectie met Agrobacterium rhizogenes) (Figuur 3.33). Echter, alleen de 

behandelingen met Bacillus velezensis FZB42 en Bacillus thuringensis ST1 hadden een significant effect op de 

gemiddelde ziekte score van overmatige wortelgroei (ziekte score: 0- geen wortels bovenkant steenwolblok; 

3- bovenkant steenwolblok volledig bedekt met wortels) (Figuur 3.34). 

 

 

 

Figuur 3.33 Percentage van jonge tomatenplanten met symptomen van overmatige wortelgroei (6 weken 

na inoculatie met plantpathogene Agrobacterium rhizogenes) in verschillende behandelingen in de kasproef. 

Behandelingen die significant verschillend zijn van positieve controle zijn aangeduid met  symbool. 

 

 

 

Figuur 3.34 Gemiddelde ziekte score van overmatige wortelgroei in jonge tomatenplanten (6 weken na 

inoculatie met plantpathogene Agrobacterium rhizogenes) in verschillende behandelingen in de kasproef (0- 

geen symptomen van overmatige wortelgroei; 3- bovenkant van steenwolblok volledig bedekt met wortels). 

Behandelingen die significant verschillend zijn van positieve controle zijn aangeduid met  symbool.  
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3.6.3.2 Kasproef (2021) met preventieve behandelingen tegen overmatige wortelgroei in 

jonge tomatenplanten 

Preventieve behandelingen met Bacillus velezensis FZB42, Bacillus thuringensis ST1, Bacillus 

amyloliquefaciens IT45 en BALO’s resulteerden in significant lagere incidentie van overmatige wortelgroei in 

jonge tomatenplanten (6 weken na infectie met Agrobacterium rhizogenes) (Figuur 3.35). Behandelingen 

met Bacillus velezensis FZB42, Bacillus thuringensis ST1, Alcaligenes ST2, Bacillus amyloliquefaciens IT45, 

Pseudomonas G31 (isolaat uit Pelargonium) hadden een significant effect op de gemiddelde ziekte score van 

overmatige wortelgroei (ziekte score: 0- geen wortels bovenkant steenwolblok; 3- bovenkant steenwolblok 

volledig bedekt met wortels)(Figuur 3.36). Voorbeelden van symptomen zijn weergeven in Figuur 3.37. 

 

 

 

Figuur 3.35 Percentage van jonge tomatenplanten met symptomen van overmatige wortelgroei (6 weken 

na inoculatie met plantpathogene Agrobacterium rhizogenes) in verschillende behandelingen in de kasproef. 

Behandelingen die significant verschillend zijn van positieve controle zijn aangeduid met  symbool. 
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Figuur 3.36 Gemiddelde ziekte score van overmatige wortelgroei in jonge tomatenplanten (6 weken na 

inoculatie met plantpathogene Agrobacterium rhizogenes) in verschillende behandelingen in de kasproef  

(0- geen symptomen van overmatige wortelgroei; 3- bovenkant van steenwolblok volledig bedekt met 

wortels). Behandelingen die significant verschillend zijn van positieve controle zijn aangeduid met  symbool. 

 

 

 

Figuur 3.37 Voorbeelden van overmatige wortelgroei symptomen in jonge tomatenplanten na 8 weken teelt 

(6 weken na inoculatie met Agrobacterium rhizogenes). 

 

 

Samenstelling van het bacteriële microbioom in steenwol groeimedium was, na acht weken teelt, onderzocht 

in de monsters van de negatieve controle, de positieve controle (onbehandeld, geïnfecteerd met 

Agrobacterium rhizogenes), de behandeling met Bacillus thuringensis ST1 (behandeld met Bacillus 

thuringensis ST1, geïnfecteerd met Agrobacterium rhizogenes) en de behandeling met BALO’s (behandeld 

met BALO’s, geïnfecteerd met Agrobacterium rhizogenes) (Figuur 3.38). 

Het bacteriële microbioom in de monsters van onbehandeld steenwol was significant anders dan in steenwol 

met een behandeling van Bacillus thuringensis of BALO’s (Figuur 3.38).  
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Figuur 3.38 Relatieve aanwezigheid van verschillende bacteriële geslachten in steenwol groeimedium (na 

8 weken teelt) in de negatieve controle, de positieve controle (infectie, onbehandeld, geïnfecteerd met 

Agrobacterium rhizogenes), de behandeling met Bacillus thuringensis ST1 (behandeld met Bacillus 

thuringensis ST1, geïnfecteerd met Agrobacterium rhizogenes) en de behandeling met Bdellovibrio and like 

organisms BALO’s (behandeld met BALO’s, geïnfecteerd met Agrobacterium rhizogenes). Alleen 

geslachten/families met meer dan 0.5% relatieve aanwezigheid zijn weergegeven in dit figuur. 

 

 

Uit metabarcoding analyse blijkt dat Bacillus aanwezig was in steenwol met behandeling met Bacillus 

thuringensis ST1 en behandeling met BALO’s, maar niet aanwezig in de controle behandeling (Figuur 3.41). 

Bdellovibrio was aanwezig in alle steenwol monsters, maar in de behandeling met BALO’s was de relatieve 

aanwezigheid van Bdellovibrio bijna drie keer zo hoog als in onbehandelde en niet geïnfecteerde 

steenwolmatten (1.3% ten opzichte van 0.51%) (Figuur 3.39). 

 

 

 

Figuur 3.39 Relatieve aanwezigheid van bacteriële geslachten Bacillus en Bdellovibrio in steenwol 

groeimedium (na 8 weken teelt) in de negatieve controle, de positieve controle (infectie, onbehandeld, 

geïnfecteerd met Agrobacterium rhizogenes), de behandeling met Bacillus thuringensis ST1 (behandeld met 

Bacillus thuringensis ST1, geïnfecteerd met Agrobacterium rhizogenes) en de behandeling met Bdellovibrio 

and like organisms BALO’s (behandeld met BALO’s, geïnfecteerd met Agrobacterium rhizogenes).  
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4 Discussie en conclusie 

4.1 Voorkomen van biofilmvorming door plantpathogene 

bacteriën (in vitro toets) 

Het vormen van een biofilm, op het plantoppervlak of in de vaatbundels van de plant, is voor de meeste 

bacteriële plantpathogenen noodzakelijk voor het initiëren van de infectie (Mina et al., 2019). Bijvoorbeeld 

Xanthomonas hortorum pv pelargonii infecteert de plant via natuurlijke openingen in het blad, zoals 

waterporiën (hydatoden) om vervolgens een biofilm te vormen in de vaatbundels (Barel et al., 2015). Ook 

rhizogene bacteriën, zoals Agrobacterium rhizogenes kunnen snel een biofilm vormen, zowel op het 

worteloppervlak als in de leidingen (Bosmans et al., 2016; Bourigault et al., 2021). 

Biofilm is vooral belangrijk in het eerste stadia van het infectieproces, omdat veel virulentiefactoren in 

bacteriële plantpathogenen, zoals productie van enzymen die plantcelwanden kunnen afbreken, gestuurd 

worden via quorum sensing, die sterker is in biofilm waarin bacteriën dicht bij elkaar zitten (Barel et al., 

2015). 

Biofilmvorming kan voorkomen worden door het verstoren van de communicatie tussen plantpathogene 

bacteriën (quorum quenching via afbraak van signaalstoffen als AHL’s en DSF) of door afbraak van de biofilm 

matrix (bestaand uit polymere, organische verbindingen) (Nahar et al., 2018).  

Bourigault et al. (2019) hebben aangetoond dat biofilmvorming door Agrobacterium rhizogenes was geremd 

in vitro door het qsdA lactonase anzym van Rhodococcus erythropolis. Lactonase enzym breekt de 

signaalstoffen (AHL’s) van plantpathogene bacterie af.  

Extracellulaire enzymen, zoals proteases, die geproduceerd worden door verschillende micro-organismen, 

spelen een belangrijke rol in de afbraak van de biofilm matrix (Jha et al., 2023). Savinase enzym wordt 

bijvoorbeeld al gebruikt in een aantal industriële toepassingen tegen biofilm (o.a. in detergentia). 

Uit resultaten van dit project blijkt dat een aantal proteases (P6, P30, P89 en savinase) biofilmvorming door 

Xanthomonas hortorum pv pelargonii effectief remmen in in vitro experimenten. Tegelijkertijd is er geen 

negatief effect van savinase en Protex 6L, na gewasbespuiting of aangieten in de pot, op Pelargonium en 

Phalaenopsis in de kasproeven waargenomen. Savinase bespuiting in combinatie met gecontroleerd 

vrijkomende meststoffen was effectief in het remmen van Xanthomonas hortorum pv pelargonii infectie in 

Pelargonium. 

Helaas waren de geteste enzymen niet effectief tegen de biofilm van Agrobacterium rhizogenes en 

Acidovorax cattleyae in in vitro biotoets. Ook is er geen effect op infectie van Acidovorax cattleyae in 

Phalaenopsis waargenomen tijdens de kasproef. 

4.2 Biologische controle van bacteriële ziekten in tomaat, 

Pelargonium en Phalaenopsis 

Binnen dit project zijn meerdere bacteriën geïsoleerd uit plantmateriaal van tomaat, Phalaenopsis en 

Pelargonium die de groei van plantpathogene bacteriën in vitro effectief remden, bijvoorbeeld Alcaligenes 

ST2 Pseudomonas T114 (uit tomaat), Pseudomonas G31 (uit Pelargonium) en Paenibacillus P207 en Bacillus 

P209 (uit Phalenopsis).  

De effectiviteit van een deel van deze isolaten tegen bacteriële ziekten is getest in kasproeven. Naast 

bovengenoemde bacteriële isolaten zijn ook de bacteriën uit commerciële producten getest, zoals Bacillus 

amyloliquefaciens QST713, Bacillus velezensis FZB42 en Bacillus amyloliquefaciens IT45. 

Nuttige bacteriën, zoals Bacillus thuringensis ST1, Alcaligenes ST2 en Bacillus velezensis FZB42 kunnen 

ontwikkeling van overmatige wortelgroei effectief voorkomen in jonge tomatenplanten. Effectiviteit van 

biologische controle van overmatige wortelgroei is al eerder aangetoond in oudere tomatenplanten (Bosmans 

et al., 2017; Streminska et al., 2022). 
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In Pelargonium waren Bacillus amyloliquefaciens IT45 en Pseudomonas G31 het meest effectief tegen een 

infectie van Xanthomonas hortorum pv pelargonii. De effectiviteit van commercieel beschikbaar Bacillus 

amyloliquefaciens QST713 en Bacillus velezensis FZB42 was niet voldoende om infectie van Xanthomonas 

hortorum pv pelargonii te remmen in de uitgevoerde kasproeven. Dat ondanks het feit dat voor beide 

isolaten bekend is dat ze effectief kunnen zijn tegen andere plantpathogene Xanthomonas soorten. Bacillus 

amyloliquefaciens QST713 is bijvoorbeeld toegelaten in Nederland als gewasbeschermingsmiddel tegen 

Xanthomonas campestris pv campestris (Xcc) in bloemkoolachtige en sluitkool. Bacillus velezensis FZB42 is 

ook effectief gebleken tegen o.a. Xanthomonas campestris pv campestris in kool (Macha et al., 2021) en 

Xanthomonas oryzae pv oryzae (Xoo) in rijst (Wu et al., 2015). 

Verwachte mechanismen van onderdrukking van plantpathogene bacteriën door de nuttige bacteriën zijn 

o.a.: a) verstoren van de communicatie tussen plantpathogene bacteriën (voorbeeld Bacillus ST1 en Bacillus 

amyloliquefaciens IT45 die aiiA lactonase kunnen produceren); b) actieve antagonisme die groei van 

plantpathogene bacterie remt (bijvoorbeeld Pseudomonas G31, die antagonistisch is tegen Xanthomonas 

hortorum pv pelargonii) en c) verhogen van geïnduceerde resistentie van de plant zelf, o.a. aangetoond voor 

Bacillus amyloliquefaciens QST713 (Gattoni et al., 2023) en Bacillus velezensis FZB42 (Xie et al., 2018). 

 

Biologische controle van bacteriële ziekten kan effectief zijn maar de effectiviteit is afhankelijk van de 

gebruikte stam van de biologische controle bacterie (eng. Biological controle agent-BCA), omstandigheden in 

de teelt en compatibiliteit met het gewas waarin de biologische controle wordt toegepast.  

4.3 Bdellovibrio and like organisms (BALO’s) als biologische 

controle van bacteriële plantenziekten 

Bdellovibrio and the like organisms (BALO’s) zijn obligaat parasitaire bacteriën die selectief cellen van 

gramnegatieve bacteriën gebruiken als prooi, onder andere veel plantpathogene bacteriën zoals 

Agrobacterium, Rhizobium, Pectobacterium (Olanya en Lakshman, 2015; Bratanis et al., 2020, Youdkes 

et al., 2020). BALO’s zijn aanwezig in veel natuurlijke milieus, maar zijn ook gevonden in bijvoorbeeld 

waterzuiveringsinstallaties en drinkwater systemen (Kandel et al., 2014; Williams en Chen, 2020), maar ook 

in bodem en rhizosfeer (Jurkevitch et al., 2020). Isolatie van deze bacteriën is bewerkelijk en pas toen de 

DNA technieken routinematig werden gebruikt is er meer informatie beschikbaar gekomen over verspreiding 

van deze bacteriën in verschillende milieus (Davidov et al., 2006; Rotem et al., 2014). 

Onderzoek heeft aangetoond dat BALO’s zeer selectief zijn wat betreft prooisoort. Bijvoorbeeld Bdellovibro 

isolaten, die Rhizobium en Agrobacterium cellen parasiteren, waren niet in staat om Pseudomonas cellen te 

lyseren in in vitro experimenten (Jurkevitch et al., 2000). Selectieve parasitering is ook aangetoond in 

complexe bacteriële gemeenschappen van waterzuiveringsinstallaties (Cohen et al., 2021).  

Bdellovibrio en Bacteriovorax waren aanwezig in tomaat rhizosfeer en in steenwol tijdens een kasteelt. 

Bdellovibrio en Bacteriovorax parasitaire bacteriën, die cellen van Rhizobium rhizogenes parasiteren, zijn 

succesvol geïsoleerd binnen dit project. Na behandeling van de jonge tomaten zaailingen met Bdellovibrio 

mix was de ontwikkeling van overmatige wortelgroei symptomen significant vertraagd.  

Resultaten van deze eerste proef zijn veelbelovend, maar er zijn natuurlijk nog veel stappen nodig voordat 

BALO’s in de teelt onder glas gebruikt zouden kunnen worden. Er is meer informatie nodig over de 

robuustheid van de resultaten, de mogelijkheden voor opkweek van BALO’s voor grootschalige toepassing en 

over veiligheid van de BALO’s voor mens, dier en het milieu. 

Het is mogelijk dat BALO’s ook aanwezig zijn in andere teeltsystemen onder glas welke last hebben van 

bacteriële ziekten. Ondanks het feit dat het niet gelukt is om ze te isoleren uit Pelargonium en Phalaenopsis 

binnen dit project. Naar verwachting zullen er ook BALO’s bestaan die Xanthomonas hortorum pv pelargonii 

en Acidovorax cattleyae kunnen parasiteren. Er zijn bijvoorbeeld BALO’s geïsoleerd die Xanthomonas oryzae 

pv oryzae kunnen parasiteren, een belangrijke pathogeen van rijst (Uematsu, 1980).  
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4.4 Invloed van de meststoffen op de ontwikkeling van 

bacteriële plantenziektes tijdens de teelt 

Dat meststoffen, en specifiek sommige macro- of micronutriënten, belangrijk zijn voor de groei en 

gezondheid van de plant is al langer bekend (Dordas, 2008, Tripathi et al., 2022).  

Er zijn relatief veel publicaties beschikbaar over de invloed van organische meststoffen (zonder en in 

combinatie met bacteriële inoculanten) op de ontwikkeling van bacteriële ziekten in verschillende gewassen, 

zoals bijvoorbeeld Ralstonia solanacearum in tomaat (Liu et al., 2015; Deng et al, 2022).  

Er is echter relatief minder informatie beschikbaar over hoe de vorm en dosering van minerale meststoffen 

de ontwikkeling van bacteriële ziekten beïnvloedt. Uit een aantal publicaties komt naar voren dat bemesting 

met overmatige dosering van minerale meststoffen, vooral stikstof, juist een negatief effect kan hebben op 

de plantgevoeligheid voor bacteriële ziekten, zoals bijvoorbeeld in het geval van Xanthomonas oryzae pv 

oryzae in rijst (Reddy et al., 1979). Ook de vorm van minerale stikstof, ammonium of nitraat, kan daarop 

een belangrijk effect hebben, zoals aangetoond in het geval van infecties van Pseudomonas syringae pv 

tomato in tomaat (González-Hernández et al., 2013). 

Twee van de drie door ons onderzochte bacteriële ziekteverwekkers, Xanthomonas hortorum pv pelargonii en 

Acidovorax cattleyae, infecteren de planten via blad. Bladoppervlak is onderdeel van fylosfeer van de plant 

(Koskella, 2020; Sivakumar et al., 2020). Micro-organismen, die fylosfeer koloniseren, hebben verschillende 

functies, o.a. bescherming van de plant tegen pathogenen (Stone et al., 2018; Ehau-Taumaunu et al., 2022; 

Bhandari et al., 2023). Fylosfeer micro-organismen gebruiken verschillende mechanismen om plant te 

beschermen tegen pathogenen, zoals o.a. productie van sideroforen, die beschikbaarheid van ijzer voor de 

plantpathogenen beperken, antagonisme via productie van antimicrobiële stoffen, concurrentie om voedsel 

(Legein et al., 2020). Over het microbioom van de fylosfeer is relatief minder bekend dan over de rhizosfeer 

(wortel) microbioom. Het wordt wel steeds duidelijker dat samenstelling van fylosfeer microbioom afhankelijk 

is van o.a. de plantsoort en omstandigheden tijdens de teelt (Ortega et al., 2016). Er is relatief weinig 

onderzoek gedaan naar fylosfeer van sierteelt gewassen, maar de informatie uit onderzoek van o.a. Ortega 

et al. (2017) en da Silva et al. (2017) is duidelijk dat fylosfeer microbioom van sierteelt gewassen 

gedomineerd wordt door Firmicutes en Actinobacteria.  

Er is steeds meer bewijs dat type en dosering van bemesting effect kan hebben op het microbioom van de 

fylosfeer, zoals aangetoond in spinazie en rucola, maar ook o.a. in tomaat, rijst en paprika (Darlison et al., 

2019; Thapa et al., 2017; Bhandari et al.,2023). Berg en Koskella (2018) hebben aangetoond dat 

overbemesting de tomatenplanten gevoeliger kan maken voor Pseudomonas syringae pv tomato. Effectiviteit 

van een bespuitingsbehandeling met antagonistische micro-organismen tegen Pseudomonas syringae pv 

tomato werd ook beïnvloedt door de bemesting (minder gevoeligheid voor de ziekte in planten die minder 

bemesting kregen).  

Ook in de proeven, uitgevoerd binnen dit project, is het verschil duidelijk in plantontwikkeling tussen de 

planten (Pelargonium en Phalaenopsis) die standaard minerale bemesting (1 à 2 keer per week met hoge 

concentratie van voedingselementen) kregen en planten die bemest waren met gecontroleerd vrijkomende 

meststoffen, die continu lagere hoeveelheden van de nutriënten afgeven in de rhizosfeer. Toepassing van 

gecontroleerd vrijkomende meststoffen (CRF) resulteerde o.a. in compactere planten (bij Pelargonium) en 

meer chlorofylgehalte in blad (bij Phalaenopsis).  

Toepassing van gecontroleerd vrijkomende meststoffen lijkt ook de effectiviteit van toegepaste microbiële 

producten, zoals Bacillus amyloliquefaciens IT45 in Pelargonium, te verhogen. Onderliggende mechanisme 

kon helaas niet helemaal ontrafeld worden omdat het niet gelukt is om het fylosfeer microbioom te 

analyseren. Verwachting is echter, dat er in de fylosfeer van Pelargonium en Phalaenopsis, die CRF voeding 

kregen in plaats van standaard fertigatie, een andere microbioom zich ontwikkeld dan in fylosfeer van de 

planten met standaard voeding, die vestiging van bacteriële antagonisten bevordert en de ontwikkeling van 

plantpathogeen waarschijnlijk beter kan onderdrukken, zoals eerder aangetoond door o.a. Berg en Koskella 

(2018). Koskella (2020) veronderstelt dat bij de lagere niveaus van voeding in fylosfeer, zoals het geval als 

planten bovenlangs alleen water krijgen, micro-organismen concurreren extra voor het voedsel en mineralen. 

Micro-organismen kunnen dan bijvoorbeeld antimicrobiële stoffen gaan produceren om de ontwikkeling van 

de andere micro-organismen in fylosfeer tegen te gaan. Uiteindelijk kan het dus resulteren in inhibitie van 

plantpathogenen. 
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Toepassen van bespuitingen met bacteriële isolaten, die afkomstig zijn uit fylosfeer van behandelde plant, 

kan effectief zijn tegen pathogeen over meerdere teeltrondes, zoals aangetoond in het geval van infectie van 

Pseudomonas syringae pv tomato in tomaat (Ehau-Taumaunu et al., 2022). In dit project was deze strategie 

succesvol tegen Xanthomonas hortorum pv pelargoniii in Pelargonium. Pseudomonas isolaat G31, afkomstig 

uit fylosfeer van Pelargonium, kon de ontwikkeling van infectie door Xanthomonas hortorum pv pelargonii 

effectief vertragen.  

4.5 Conclusies 

Beheersing en bestrijding van bacteriële ziekten in glastuinbouw gewassen blijft een uitdaging omdat er bijna 

geen pesticiden, behalve een paar biopesticiden, toegelaten zijn in de teelt onder glas. 

Uit dit onderzoek blijkt dat het mogelijk is om ontwikkeling van symptomen van bacteriële plantenziekten, 

zoals overmatige wortelgroei (gekke wortels) in tomaat of Xanthomonas verwelkingsziekte in Pelargonium 

(deels) te beheersen met toepassing van microbiële antagonisten, bacteriële isolaten die communicatie 

tussen plant pathogene bacteriën verstoren of dankzij inzet van parasitaire bacteriën die plantpathogene 

bacteriën selectief kunnen afdoden.  

Gebruik van gecontroleerd vrijkomende meststoffen in potgrondmengsels lijkt ook de effectiviteit van 

biologische controle van bacteriële ziekten te beïnvloeden.  
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Bijlage 1 Kasproef Phalaenopsis 2020 

Kasplattegrond 

 

 

 

Groeimedium: combinatie bark 2-bark 1 en een vochthoudende component als kokos of Hurlemoss 0.25 kg 

PG-mix per m3 substraat.  

 

Bemesting:  

• helft van planten: standaardbemesting met 1,0-1,1 EC in elke watergift. Schema hieronder.  

 

 

Tabel B1.1 Voedingsschema.  

EC Ureum* NH4 K Ca Mg NO3 H2PO4 SO4 Fe Mn Zn B Cu Mo N-tot* 

1.1 4.0 1.2 4.1 1.2 0.5 6.4 1.2 0.5 52 7.5 1.5 11.5 1.5 0.6 15.6 

*4.0 mmol ureum = 8 mmol N uit Ureum. 

 

 

• helft van planten: gecontroleerd vrijkomende meststoffen (CRF) in de pot doseren net na oppotten en 

tijdens teelt alleen schoon water zonder bemesting. Osmocote Season gericht op voedingsbehoefte van 

Phalaenopsis. Dosering ca. 11,5 kg/ m3/watermaat (11 gr/ltr substraat).  

 

 

Blok Voeding
Blok 1 Normaal
Blok 2 Normaal
Blok 3 Normaal
Blok 4 Normaal
Blok 5 CRF
Blok 6 CRF
Blok 7 CRF
Blok 8 CRF

In elk blok 1 herhaling van behandeling (10 potten per herhaling)

Behandeling nr. Behandeling Acidovorax
1 negatieve controle -
2 positieve controle +
3 Bacillus thuringensis ST1 +
4 Bacillus velezensis FZB42 +
5 Bacillus amyloliquefaciens IT45 +
6 Bacillus amyloliquefaciens QST713 +
7 P169 (Bacil lus toyonensis) +
8 P207 (Paenibacil lus amylolitycus) +
9 chitosan hydrochloride (0.75% bespuiting) +

10 waterstof peroxide (20 ppm) +

Deur

10 99 2 7 1 2 5

6 5

7 8 9 3 8 10 7 3

1 5 4 10 1 3

2 4

10 4 6 2 4 6 8 1

3 6 8 5 7 9

4 10

6 9 1 4 9 7 5 8

5 10 2 9 3 2

3 2

8 3 10 6 6 1 9 6

2 1 5 7 10 4

4 7 3 8 5 8 1 7
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Bijlage 2 Kasproef Phalaenopsis 2021 

Kasplattegrond 

 
 

 

Groeimedium: combinatie bark 2-bark 1 en een vochthoudende component als kokos of Hurlemoss 0.25 kg 

PG-mix per m3 substraat.  

 

Bemesting:  

• helft van planten: standaardbemesting met 1,0-1,1 EC in elke watergift. Schema hieronder.  

 

 

Tabel B2.1 Voedingsschema.  

EC Ureum* NH4 K Ca Mg NO3 H2PO4 SO4 Fe Mn Zn B Cu Mo N-tot* 

1.1 4.0 1.2 4.1 1.2 0.5 6.4 1.2 0.5 52 7.5 1.5 11.5 1.5 0.6 15.6 

*4.0 mmol ureum = 8 mmol N uit Ureum. 

 

 

• helft van planten: gecontroleerd vrijkomende meststoffen (CRF) in de pot doseren net na oppotten en 

tijdens teelt alleen schoon water zonder bemesting. Osmocote Season gericht op voedingsbehoefte van 

Phalaenopsis. Dosering ca. 11,5 kg/ m3/watermaat (11 gr/ltr substraat).  

Nr. Behandeling Acidovorax

1 Negatieve controle -

2 Positieve controle +

3 Bacillus thuringensis ST1 +

4 Alcaligenes ST2 +

5 Bacillus velezensis FZB42 +

6 Bacillus amyloliquefaciens IT45 +

7 Bacillus amyloliquefaciens QST713 +

8 Paenibacil lus amylolyticus P207 +

9 Bacillus P209 +

10 Algenextract Stimplex +

11 Savinase +

12 Protex 6L +

13 Waterstof peroxide (20 ppm H2O2) +

14 Zilverperoxide (20 ppm H2O2) +

15 Negatieve controle -

16 Positieve controle +

17 Bacillus thuringensis ST1 +

18 Alcaligenes ST2 +

19 Bacillus velezensis FZB42 +

20 Bacillus amyloliquefaciens IT45 +

21 Bacillus amyloliquefaciens QST713 +

22 Paenibacil lus amylolyticus P207 +

23 Bacillus P209 +

24 Algenextract Stimplex +

25 Savinase +

26 Protex 6L +

27 Waterstof peroxide (20 ppm H2O2) +

28 Zilverperoxide (20 ppm H2O2) +

Deur
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Bijlage 3 Kasproef Pelargonium 2020 

Kasplattegrond 
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• Helft van planten normaal groeimedium met standaardbemesting:  

o Standaard substraatmengsel voor Pelargonium met standaard PG-mix met 15% grove perliet omdat nu 

de winter in gaat  

o Bemesting met EC =2, pH = 5,5-6 en Pelargoniumschema uit bemestingsadviesbasis potplanten  

o voor ca 900 potten 12 cm (635-640 ml inhoud) 

 

• Andere helft van planten zelfde groeimedium met minder PG-mix en CRF behandeling:  

o Zelfde standaard substraatmengsel voor Pelargonium met 15% grove perliet als hierboven, maar met 

minder PG mix: max. 0,25 kg/m3 PG-mix en voor oppotten doormengen Osmocote mengsel van 

(bij proefduur tot max. ca 12 weken):  

▪ 1 kg/m3 (watermaat) Osmocote CalMag 3-4maanden (1 gr/ltr potinhoud) 

▪ 3,5 kg/m3 (watermaat) Osmocote Exact 3-4maanden Hi K. (3,5 gr/ltr potinhoud) 

▪ beide zakken zijn al geleverd en liggen in Bleiswijk klaar in meststoffenhok (of bij deur naar de kas 

nog, Gerdit weet waar precies). 

o watergeven met schoon water, zonder bemesting. 
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Bijlage 4 Kasproef Pelargonium 2021 

Kasplattegrond  
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• Helft van planten normaal groeimedium met standaardbemesting:  

o Standaard substraatmengsel voor Pelargonium met standaard PG-mix met 15% grove perliet omdat nu 

de winter in gaat  

o Bemesting met EC =2, pH = 5,5-6 en Pelargoniumschema uit bemestingsadviesbasis potplanten  

o voor ca 900 potten 12 cm (635-640 ml inhoud) 

 

• Andere helft van planten zelfde groeimedium met minder PG-mix en CRF behandeling:  

o Zelfde standaard substraatmengsel voor Pelargonium met 15% grove perliet als hierboven, maar met 

minder PG mix: max. 0,25 kg/m3 PG-mix en voor oppotten doormengen Osmocote mengsel van 

(bij proefduur tot max. ca 12 weken):  

▪ 1 kg/m3 (watermaat) Osmocote CalMag 3-4maanden (1 gr/ltr potinhoud) 

▪ 3,5 kg/m3 (watermaat) Osmocote Exact 3-4maanden Hi K. (3,5 gr/ltr potinhoud) 

▪ beide zakken zijn al geleverd en liggen in Bleiswijk klaar in meststoffenhok (of bij deur naar de kas 

nog, Gerdit weet waar precies). 

o watergeven met schoon water, zonder bemesting. 
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