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Samenvatting

Binnen het Uireka werkpakket Fusarium zijn in 2020 de volgende stappen gezet:

e Met een biotoets op uienbollen zijn isolaten van Fusarium oxysporum, F. solani en F.
proliferatum getest op pathogeniteit: F. oxysporum forma speciales cepae is het sterkste
pathogeen. Ook niet pathogene F. oxysporum komen voor

e Vergelijkingen van de genomen van F. oxysporum f.sp. cepae en niet ui-pathogenen laat
zien welke gen- en allelsequenties in het DNA uniek verantwoordelijk zijn voor de
pathogeniteit van een schimmel isolaat.

e Op de specifieke sequenties zijn Tagman primers en probes ontwikkeld om een
diagnostische toets te ontwikkelen waarmee het risico op fusarium rot gekwantificeerd kan
worden.

e Een eerste test van de diagnostische toets op in 2020 geoogste uien met symptomen van
fusarium rot laat zien dat 92% besmet is met F. oxysporum f.sp. cepae. De test wordt verder
ontwikkeld.

e Tijdens vergisting gaat in de eerste 3 weken circa 99.99% van F. oxysporum f.sp. cepae
dood, maar bij zware besmetting is er dan nog steeds levend materiaal van het pathogeen
aanwezig. De toets op overleving tijdens compostering is door Corona verschoven naar
2021.

e De microbiomen (bacterién en schimmels) van in najaar 2020 verzamelde gronden van
uienvelden zijn gesequenst en zullen in 2021 geanalyseerd worden.
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1 Inleiding en doel

Verschillende Fusariumsoorten kunnen ‘Fusarium rot’ en verwelking veroorzaken in uienbollen en
in uienplanten. De ziekte begint met het aantasten van de wortels van uienplanten. Langs die
wortels groeit de schimmel naar de basale plaat van de plant. Vandaaruit kan de schimmel verder
de plant (of bol) ingroeien. De aantasting van de wortels leidt ertoe dat minder water en
voedingsstoffen getransporteerd kunnen worden naar de bladeren. Symptomen zijn dan onder
andere het verwelken, vergelen en uiteindelijk afsterven van bladeren tijdens de ontwikkeling van
de plant. In de uienbol zelf verspreidt de rot zich vanaf de basale plaat in de richting van de
stengel/knop en de vlezige bolrokken. Aangetaste wortels verkleuren donker roze tot donkerbruin
en soms is een wit myceliumpluis zichtbaar bij de bolstoel. Fusarium kan zowel tot problemen leiden
in het veld als tijdens de opslag van uien.

Verschillende soorten Fusarium, waaronder Fusarium oxysporum f.sp. cepae, F. solani en F.
proliferatum zijn volgens wetenschappelijke literatuur geassocieerd met de rot- en
verwelkingsverschijnselen in ui (0.a. Haapalainen et al., 2016; Kalman et al., 2020; Kloko&ar-Smit et
al., 2008). Binnen de PPS Uireka (1) zijn in 2017 en 2018 vanuit ziek plant materiaal van 186 bedrijven
vanuit het Zuidwestelijk kleigebied en de lJsselmeerpolders 329 Fusarium isolaten verzameld en
geisoleerd met gebruik van Fusarium selectief medium (Scholten en Burger, 2020). Fusarium
oxysporum werd in Nederland het meest aangetroffen in deze monsters en circa de helft daarvan
bleek bepaalde SIX-genen (secreted in xyleme) te bevatten, wat een aanwijzing is voor pathogeniteit
op ui (Taylor et al. 2016). Daarnaast werden isolaten van F. solani gevonden (vooral in het warme
jaar 2018), F. proliferatum, F. redolens, F. acuminatum en F. commune (Scholten en Burger, 2020).

Binnen de PPS Uireka 2.0 is een apart werkpakket opgezet, dat zich concentreert op het beter
beheersbaar krijgen van Fusarium in de teelt en opslag van uien. Volgens planning werden in 2020

de volgende onderwerpen aangepakt:
1. Analyse pathogeniteit uien isolaten verzameld tijdens Uireka (1).

2. Whole Genome Sequensing van pathogene en niet-pathogene isolaten

3. Bioinformatica: vergelijking pathogene en niet-pathogene Fusarium isolaten voor het
identificeren van genetische markers die gebruikt kunnen worden bij het identificeren van
pathogene isolaten.
Ontwikkeling diagnostische toets: specifiek voor ui-pathogenen

5. Verzamelen van praktijkmonsters uien en uiengrond voor het testen en voor de validatie
diagnostische tests

6. Herhaling van experimenten voor afdoding van Fusarium in reststromen door vergisting of

compostering.
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2 Materiaal en methodes

2.1 Analyse pathogeniteit uien isolaten

De pathogeniteitstest op uienbollen is uitgevoerd zoals beschreven door Taylor et al. (2016): Van
hele, onbespoten uien (van een ras dat geen fusarium tolerantie heeft) zijn de buitenste vellen
afgepeld zodat er slechts een bruine rok overbleef als buitenste schil. Van de onderkant is een
dunne laag afgesneden die eventuele wortelresten verwijderde. Het snijvlak is ontsmet met 70%
alcohol. Inoculaties van de bollen vond plaats door een stukje voedingsmedium met daarop de
groeiende schimmel (of ter controle zonder schimmel) aan te brengen op het ontsmette snijvlak. De
bollen werden na twee dagen afgedekt met cellofaan en in vochtige bakken gehouden bij 20°C tot
het moment van beoordeling. Voor elke getest isolaat zijn 10 bollen gebruikt.

Een virulent Engels isolaat, ter beschikking gesteld door Dr John Clarkson van Warwick University in
de UK, is gebruikt als positieve controle. Wekelijks zijn de controle bollen met het Engelse controle
isolaat beoordeeld op hun aantasting. Na 7 weken was de aantasting tussen 80-100% van het ui-
oppervlakte van overlangs doorgesneden bollen van de positieve controle. Vervolgens zijn alle
bollen beoordeeld. Het percentage oppervlakte van de aantasting van de bol is met ImagelJ software
bepaald. Bij niet pathogene isolaten en in de negatieve controle zat de aantasting in de orde van 0-
20% van het oppervlak, bij pathogene isolaten lag de aantasting tussen circa 60-85%.

2.2 Whole genome sequensen pathogenen en niet-pathogenen

Een selectie van isolaten uit de Uireka veld-isolaten van 2017 en 2018 is gebruikt voor whole genome
sequensing. Pathogeniteit of niet-pathogeniteit is hierbij gebaseerd op de biotoets zoals beschreven
in paragraaf 2.1. Uit de isolaten is het DNA geisoleerd na een behandeling met een bead beat
methode gekoeld met koudijs om het DNA beter te isoleren. Na een kwaliteitscontrole zijn er
bibliotheken gemaakt van elke stam die daarna gesequenst zijn op een MiSeq platform bij
GenomeScan B.V. (Leiden, NL). Per isolaat zijn er circa 10-17 Miljoen reads gegenereerd, wat
betekent dat van elk stukje van het genoom de basevolgorde van het DNA ongeveer 50-100x
bepaald is.

2.3 Bioinformatica

Voor iedere stam is uit alle sequentie data het genoom in elkaar gepuzzeld voor zover mogelijk
(assembly) en zijn de genen erop geidentificeerd (annotation). Naast de binnen Uireka 2.0
gesequenste uien-pathogene en niet-pathogene isolaten uit ui zijn er ter vergelijking pathogene en
niet-pathogene stammen van andere waardplanten toegevoegd uit eerdere projecten en uit
publieke databanken zodat uiteindelijk zo’n 900 isolaten van F. oxysporum, F. proliferatum en F.
solani met elkaar vergeleken konden worden. Alle varianten van alle genen zijn vervolgens met
elkaar vergeleken en de genen of varianten van genen die uniek zijn voor pathogenen op ui zijn
geidentificeerd.

© 2021 www.uireka.nl



2.4 Ontwikkeling diagnostische toets

Om pathogene en niet pathogene Fusarium soorten van elkaar te kunnen onderscheiden zijn
diagnostische toetsen nodig. Deze toets wordt bij voorkeur gebaseerd op eigenschappen betrokken
bij de pathogeniteit en dan vooral eigenschappen die uniek zijn voor de pathogenen op ui. De
toetsen ontwikkelen we voor de Tagman-methode: een methode die gevoelig is, kwantitatief kan
meten en die door de meeste (test)laboratoria uitgevoerd kan worden.

Een 7-tal genen/varianten van genen (ook wel allelen genoemd) bleek uniek voor het pathogeen
Fusarium oxysporum f. sp. cepae, het belangrijkste Fusarium pathogeen op ui in Nederland. Van
deze genen, en genen met enige sequentiegelijkenis uit niet-ui pathogenen zijn vervolgens de
sequenties vergeleken. Een zestal Tagman primers en probes, die specifiek zouden moeten zijn voor
ui, zijn vervolgens ontworpen met de IDT Oligo Analyser software (IDT, Coralville 10, USA).

De verschillende primer/probe combinaties zijn vervolgens getest op specificiteit (zowel
inclusiviteit: wel detectie van alle individuen in een set ui-pathogenen; exclusiviteit: geen signaal bij
niet-pathogenen). Op grond van de lage hoeveelheid achtergrondsignaal wordt een tweetal sets nu
verder bestudeerd voor hun sensitiviteit (welke hoeveelheden DNA (lees Fusarium) ze detecteren),
herhaalbaarheid (overeenkomstige resultaten van replica’s), reproduceerbaarheid (zelfde
resultaten op verschillende apparatuur en uitvoerenden) en selectiviteit (testresultaten in
verschillende matrices zoals in plant materiaal of in grond).

2.5 Verzamelen praktijkmonsters

Door de partners zijn in najaar 2020 op 32 door de partners gekozen locaties monsters verzameld.
Per locatie werden tussen de 1 en 10 grondmonsters en/of één of meerdere aangetaste uien
verzameld. Deze monsters waren afkomstig van 31 gangbare en 1 biologisch bedrijf. Daarvan waren
31 monsters afkomstig van velden met ui als staand of geoogst gewas. Er was 1 veld waarop al 15
jaar geen uien meer geteeld waren in verband met eerdere problemen en waar afgelopen
teeltseizoen tulpen hadden gestaan. Van de monsterpunten zijn metadata verzameld met behulp
van het monsterformulier weergegeven in Figuur 1.
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Monstercodet Type monster? Opsiag® ey Resultaten worden vertrouwelijk behandeld.
O Plantmateriaal 0 4 a5°C /100-200g r
Blad/bol/wortel (analyse levend materiaal) \( EKA
= Ol ronamonsterenkel | D1-18 3 -20° /10-208 , Contactpersoon: Anne van Diepeningen, BU Biointeracties en plant gezondheid (Mo.Ce.031)
g 0 Grondmonster-gemengd | (DNA analyse) = Bornsesteeg 484,6708 PE Wageningen. annevandiepeningen@wur.nl, tel: 06-14614413.
3 O Ander:
=[O serie:* monster Datum Locatie GPS codrdinaten of adres®

maakt deel uit van een | Dag/maand/jaar
sene , Verklaringen codes:

Huidig gewas/cultivar: ';‘5’,"%':’ Zaidatum: ‘Grondontsmetting, jaar 1. Monstercode: 3 letters voor het bedrijf en een velgnummer voor het monster. Bijvoorbeeld DIEODL
asii
Partijnummer: Sjalot/ Biologisch/Gangbaar Biologische GO: voor het eerste monster van van Diepeningen.
Anders Inundatie-
e Bemesting] — — 2. Type monster: (Deel van een) plant, grondmonster van ezn enkele steek, mengmonster van circa 10
. p verschillende steken representatief voor een veld of anders bijvoorbeeld compost, reststroom of ander.
I fanders
= Ploegdiepte Ondergronds Steken van een grondmonster: Steek een grondmeonster met behulp van een grondboor, gutsboor of
Niet/wel kerend schepje op een standaard monsterdiepte van 0-20 cm. Als van een andere diepte wordt bemonsterd,
Pootgeed-/Gewas-
mofﬁmn’dmg dan de diepte vermelden. Voor een mengbemonstering van een veld, 30-40 steken verspreid over het
Graag periode voor/najaar perceel nemen en de verkregen grond mengen in een emmer en kleiner deeimonster nemen. Monster
aangeven verpakken en labelen met monstercode en datum en opslaan bij 4-5°C voor uitgroei van levende
Bodemtype:
opie bijsiuiten wasr mogelik schimmels of -18 a -20°C voor DNA analyse. Monsterformulier invullen.
Redox potentizal (V). | pH. Organisch materizal (7). | Stikstol .
Nitraat/Ammonium): Andere monsters: Monster verpakken en labelen met monstercode en datum en opslaan bij 4-5°C voor
H uitgroei van levende schimmels of -18 a -20°C voor DNA analyse. Monsterformulier invullen.
Q | Fe (mg/kg) Ca (kg/ha) K{mg/kg) Na (mg/kg).
2 3. De opslagmethode bepaait de type analyse(s) die mogelijk zijn: Voor analyse van schimmel op grond
Mn (mg/kg) 2n (He/kg) P (mgfkg) Lutumgenalte: van DNA werden kleine hoeveelheden materiaal geanalyseerd: 10-20g opslag bij -18 & -20°C is veldoende
S tmaiie) T rYTe VerdemanE en een monster kan meer dan een jaar worden opgesiagen. Voor analyse van levend materizal worden
monsters bij 4 & 5°C bewaard; deze monsters kunnen tot circa een jaar bewsard blijven waarbij er weinig
Rooidatum: G“’I""“ datum einde | Opslag s groei of afsterven van Fusarium plaats vindt. Bij Iagere temperaturen sterft een deel van de sporen af
. opslag
3, Inschuurdatum Opslag: Opslag luchtvachtigheid: | O 14 sight 4_Moteer of monster deel uit maakt/gaat maken van een serie. Bijvoorbeeld meerdere monsters van een
2 Los/kisten fanders O Biox-M
s O Restrain perceel op dezelfde dag of over jaar of jaren.
O Anders:

Huidige problemenz 5. Locatie: geef bij voorkeur de GPS codrdinaten van het monsterpunt of anders het adres. Bijvoorbeeld

... % Fusarium besmette planten op hetveld B 51.987431 x L 5.665385 voor Droevendsalsesteeg Wageningen. Codrdinaten kunnen bijvoorbeeld
... % Fusarium besmette uien in opslag
Eerdere problemen:®

% Fusarium besmette planten op hetveld kaart op een gebied dat geen label heeft en houd dit vast. Er wordt een rode speld geplaatst. U ziet

worden bepaald met een GPS toestel of via de Google maps app: Open de Google Maps-app, tik op de

Fusarium

... % Fusarium besmette uien in opsiag de codrdinaten in het zoekvak bovenaan.
Andere ziektes? Zo ja, welke en percentage aantasting

6. Grondbewerking: doorhalen wat niet van toepassing is, eventuzel aanvullen

Aanvullende informatie:
7.Vragen over de opslag indien van toepassing op het monster

EXTRA

8. Huidige en eerdere problemen: omschrijf huidige en eerdere problemen van de locatie, bij voorkeur

als percentage.

Figuur 1. Monsterformulier 2020 (zie bijlage 1)

Uit het plantmateriaal is het totaal DNA geisoleerd van plant, pathogeen en andere aanwezige
organismen. Hiervoor werden twee extractiemethoden gebruikt. De Qiagen Gentra PureGene kit
(Qiagen) en een ultra simpele en extractieprocedure op basis van onder andere Chelex (Prime
Diagnostics, nog niet gepubliceerd) zijn gebruikt voor de DNA extractie vanuit weefsel uit de bol. Uit
10 g grond is DNA geisoleerd met behulp van de DNeasy PowerSoil Prokit (Qiagen, Venlo,
Nederland). Vanuit de grond is ook een 3-dagen verrijkingsstap uitgevoerd met vloeibaar Fusarium
selectief medium op basis van Komada medium (Komada, 1976), waarna DNA is geisoleerd met de
DNAeasy PowerSoil kit en/of de op Chelex gebaseerde eigen extractieprocedure.

2.6 Overleving in vergister

Voor de overlevingsexperimenten in een vergister is F. oxysporum f.sp. cepae stam Ui60.1.3 gekozen
omdat dit een recent Nederlands isolaat is met grote pathogeniteit. Van deze stam zijn grote
hoeveelheden sporen opgekweekt in vloeibaar Aardappel- Dextrose-medium (PDB). Het
experiment is uitgevoerd in een vergister van ongeveer een kuub groot onder mesofiele
omstandigheden (38°C). De overleving werd op twee manieren getest: (1) door directe toevoeging
van sporen (3x10° sporen/ml) in het digestaat in de vergister en (2) door toevoegingen van hele uien
met daarin een startconcentratie van circa 3x10* sporen/gram ui (waarin de schimmelsporen dus
beschermd zijn door de verder nog intacte ui. De overleving werd bepaald door uitplaten op
Komada medium (Komada, 1976) en tellen van de hoeveelheden kolonievormende eenheden na 0,
1, 3,7, 14, 20, 35 en 56 dagen, bij 25°C in het donker.

© 2021 www.uireka.nl
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3 Resultaten

3.1 Analyse pathogeniteit uien isolaten

In de periode 2017-2018 zijn ruim honderd Fusarium isolaten verzameld afkomstig van uien met
symptomen van Fusarium rot. Met PCR testen zijn deze gescreend op de aanwezigheid van een
aantal genen die door Taylor et al (2016) aangemerkt zijn als belangrijk voor de pathogeniteit op ui.
Vijfentwintig isolaten met verschillende sets van virulentie-genen of zonder de bekende genen zijn
getest met een biotoets op hele uienbollen (Figuur 2). De mate van aantasting van de uienbollen
blijkt een goede maat te zijn om pathogeniteit te kunnen meten en laat zien dat er op de ui zowel
pathogene als niet-pathogene isolaten voorkomen.

Figuur 2: Biotoets op uienbollen. Na 7 weken incubatie heeft het linker-isolaat (Uireka isolaat
11.3.2) de ui nauwelijks aangetast, terwijl het virulente isolaat Fus 2 (Engelse controle isolaat)
rechts de ui voor circa 90% heeft aangetast.

De mate van de aantasting van elke ui in de biotoets is gekwantificeerd met behulp van de Image)
software (paragraaf 2.1). Vergelijkbaar aan de resultaten van de Engelse studie door Taylor en
collega’s (Taylor et al. 2016) tasten virulente isolaten in 7-9 weken circa 60-90% van het weefsel aan
(Figuur 3). Bij niet-pathogene isolaten ligt de achtergrond aantasting tussen de 5 en 25%. De eerder
in Engelse F. oxysporum f.sp. cepae geidentificeerde virulentiegenen (SIX-genen) (Taylor et al. 2016)
blijken in de Nederlandse isolaten niet altijd aan te tonen met de primers van Tayler et al, wat dankzij
het whole genome sequence werk blijkt te komen deels omdat sommige genen niet altijd aanwezig
zijn en door variaties in de sequenties waardoor de genen niet altijd gedetecteerd kunnen worden.

© 2021 www.uireka.nl 11
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Figuur 3. Fusarium biotoets op ui: Gemeten aantasting van uienbollen in de biotoets is een maat
voor pathogeniteit van de isolaten.

3.2 Bioinformatica

De bioinformatica vergelijkingen tussen de genomen van pathogenen en niet-pathogene stammen
laat zien welke genen of vormen van genen (allelen) specifiek betrokken zijn bij de pathogeniteit op
een bepaalde waardplant. In totaal zijn meer dan 900 genomen met elkaar vergeleken (Figuur 4).
Uit de analyses komt naar voren dat er een grote groep genen is die met kleine variaties erin in alle
Fusarium oxysporum stammen voorkomen. Dit zijn de zogenaamde huishoud-genen die de
schimmel nodig heeft voor zijn basis metabolisme als schimmel.

Daarnaast is er een groep genen die vdérkomen in verschillende groepen Fusarium oxysporum. Een
deel daarvan zijn algemene virulentiegenen die in meerdere groepen pathogenen voorkomen.

© 2021 www.uireka.nl
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Pathogeen

Niet-pathogeen

+ 900 isolaten

Figuur 4. Schematische vergelijking tussen het genoom van een pathogene stam en een niet

pathogene stam. Voor de analyse voor ui-specifieke virulentiegenen zijn in totaal meer dan 900

genomen vergeleken. Rood = variabel deel van het genoom, betrokken bij virulentie, blauw = basis

genoom met genen aanwezig in alle F. oxysporum stammen.

Er is een groep van zeven genen die specifiek zijn voor de isolaten die pathogeen zijn op ui en die

een rol kunnen spelen in de infectie van de ui (Tabel 1). Deze genen komen voor in alle Nederlandse

isolaten, maar ook in isolaten uit Engeland en andere delen van de wereld die meegenomen zijn in

de analyse. Drie van deze genen hebben een onbekende functie in de interactie van pathogeen met

de plant. Drie andere van die groep van zeven behoren tot de SIX genen-klasse. Dit zijn kleine

moleculen die uitgescheiden worden in de plant. Een van die genen komt in twee vormen voor in

Nederland waarbij het gen licht verschilt in nucleotidevolgorde, zonder dat dit voor de pathogeniteit

een verschil uit lijkt te maken. Het zevende gen is een effector gen van de LysM effector familie, wat

waarschijnlijk ook codeert voor een tijdens de infectie in de plant uitgescheiden eiwit.

Tabel 1. Genen of vormen van genen (allelen) specifiek betrokken bij de pathogeniteit op ui.

Fusarium oxysporum f.sp. cepae

Gen-code in analyse Functie
Cand13067 Six3

Cand13073 Onbekende functie
Cand13098/19038 Six5

Cand13102 Six14

Cand13103 Onbekende functie
Cand13111 Onbekende functie
Cand40478 lysM effector gen

© 2021 www.uireka.nl
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3.3 Ontwikkeling diagnostische toets

Met de gegevens uit onderdeel 3.3 zijn 7 genen/varianten van genen (ook wel allelen genoemd)
geidentificeerd die uniek zijn voor Fusarium oxysporum f. sp. cepae, het belangrijkste Fusarium
pathogeen op ui in Nederland. Van deze genen en genen met enige sequentiegelijkenis met niet-ui
pathogenen zijn vervolgens sequentie alignments gemaakt waarbij de verschillen tot op de
nucleotide inzichtelijk gemaakt worden. Als eerste test zijn vervolgens is een zestal Tagman primers
en probes ontworpen. De probe is gelabeld met een kleurstof die ervoor zorgt dat een succesvolle
reactie direct kan worden waargenomen en gekwantificeerd (Voorbeeld voor het six5 gen in Figuur
5).

v
i = o 4‘.‘» w " % Pathogeen op
Orchidee
Ui-variant 1
Ui-variant 2

rcarcammcrmaress | omaat

cand102953 NEMARNATERTEATNRATATETGTGCGGTNTGTAYARETNA- TACTRRTTGCGENRTTGGGUARCATTANAT TRTATNCATNAC RN RNTNACCRATAT GG ITTCHGCATCATCRRNGTRATARE A njer
Consensus AACAATAATCCTCANNCATATNTGTGGGGTATGTATACCTCA-TAGTAATTGGGCAATTGGGCAAGCTTACAATTCTATAGCTCAGAAAAGTCCAGCATATTGGTATTCGTCTGCTGANCGTAATANA

consenaton [Tl | T e L TN IO TR T ed LT et T R T T T et T T e T T i e ]
seavece 30 IACaheshTecTeA..exTAT. e TCCCCTATCTATACCTCAG TAe TaATTGosCAAT ¢ CCCAAGCTTALAATTCTATAGCTCACAssae TCCAGCATATTGGT a7 e CeTGA. (o saes. A
Figuur 5. Een vergelijking van varianten van het six5 gen uit orchidee, tomaat en anjer en de twee
varianten die in Nederlandse ui-pathogenen voorkomt in Fusarium oxysporum. Forward en reverse
primers op het six-5 gen (groene pijlen) zijn geplaatst in stukken coderend DNA (exonen; gele pijlen)
de tussenliggende probe (blauwe pijl) is gelabeld met de FAM kleurstof (groene ster).

Het zestal verschillende primer/probe combinaties is vervolgens getest op specificiteit. Hierbij is
zowel gekeken naar inclusiviteit: detectie van alle verschillende individuen in een set ui-pathogenen
van verschillende herkomst als naar exclusiviteit (ofwel geen signaal bij niet-pathogenen). Alle sets
gaven een totale in- en exclusiviteit in de testen, wat betekent dat ze specifiek zijn.

De Tagman methode is een kwantitatieve test, die 40 vermeerderingsronden kent. Door op
eenzelfde DNA monster de verschillende primer/probe combinaties te testen is te zien welke
daarvan het gevoeligst zijn (Figuur 6). Sommige primer/probe combinaties geven laat in de reacties
een licht achtergrond signaal als er geen DNA materiaal in de reactieaanwezig is. De twee
primer/probe combinaties die een goede gevoeligheid combineren met een laag achtergrondsignaal
en die gebaseerd zijn op twee effector genen, six5 en lysM worden nu verder getest om te bepalen
hoe sensitief te zijn (welke hoeveelheden ze detecteren), hoe herhaalbaar de resultaten zijn
(overeenkomstige resultaten van replica’s), hoe reproduceerbaar de gegevens zijn (zelfde resultaten
op verschillende apparatuur en uitvoerenden) en hoe hun selectiviteit is (testresultaten in
verschillende matrices zoals in plant materiaal of in grond).
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Figuur 6. Geschiktheid van primer / robe combinaties voor de detectie van LySM en Sis genen.
Naarmate de curve eerder oploopt is de primer probe combinatie gevoeliger.

In Engeland was op basis van Engelse pathogenen van ui, een kwantitatieve qPCR ontwikkeld
werkend op twee primers en een algemene kleurstof, SybrGreen. Deze methode is nog niet
gepubliceerd, maar door een geheimhoudingsovereenkomst hebben we de methode wel tot onze
beschikking gekregen. Door de grotere variatie van de sequenties in de Nederlandse isolaten blijkt
de Engelse test niet alle pathogene Nederlandse isolaten te kunnen detecteren door variatie in de
sequentie waar de primer op zou moeten passen. De methode wordt dus verder niet meegenomen
in de testen.

3.4 Verzamelen en analyse praktijkmonsters

In het najaar van 2020 zijn op 32 locaties monsters verzameld, waarbij er per locatie tussen de 1 en
10 grondmonsters en/of een of meerdere aangetaste uien verzameld zijn. Deze monsters waren
afkomstig van 31 gangbare en 1 biologisch bedrijf. Daarvan waren 31 monsters afkomstig van velden
met ui als staand of geoogst gewas. Een veld werd bemonsterd waarop al 15 jaar geen uien geteeld
waren in verband met eerdere problemen en waar het afgelopen teeltseizoen tulpen hadden
gestaan. Deze monsters gaan gebruikt worden om de diagnostische methode verder te testen en uit
te werken en geven daarnaast een idee hoe het met Fusarium in de praktijk is gesteld.

De eerste voorlopige analyses met de primer/probe sets op het six5 en het LysM gen van 25
ingezonden uien (van die 32 locaties) van verschillende bedrijven laat bij de eerste screening zien
dat in 92% (23) van de uien Fusarium oxysporum f.sp. cepae aangetoond kan worden. Dit is een
hoger percentage aan Fusarium oxysporum f.sp. cepae dan in 2017 en 2018 door middel van
uitplaten van rot materiaal werd gevonden. Dit komt omdat er nu gericht gezocht wordt naar een
pathogeen en alle secundaire bacterién en schimmels in de analyse geen probleem opleveren,
terwijl zij bij uitplaten de pathogeen kunnen verdringen. Door het gebruik van detectie op de
pathogeniteits-genen weten we ook direct dat deze pathogene Fusarium aanwezig is of is geweest.
De detectiemethode voor plantenmateriaal zal in 2021 verder uitgewerkt worden voor verschillende
plantenonderdelen en reststromen met plantaardig materiaal en uitgebreid worden met een
extractie-amplificatie controle gebaseerd op algemeen stukje planten DNA ).
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De aangeleverde grondmonsters worden in 2021 gebruikt om een geschikte, waar mogelijk
kwantitatieve, methode te ontwikkelen waarmee de aanwezigheid van DNA van het pathogeen in
de grond kan worden aangetoond. In grond waarvan door de telers aangegeven was dat de
problemen op het veld met Fusarium te zien waren, kon vaak in de eerste test al direct Fusarium
aangetoond worden, wat aangeeft dat de concentratie sporen in de grond hier uitzonderlijk hoog
is. Door verder optimaliseren van de DNA extractie, de Tagman analyse en inzetten van een of
meerdere verrijkingsstappen, wordt in 2021 gewerkt om de detectie in grond te verbeteren.

3.5 Overleving in vergister en tijdens compostering

Binnen Uireka (1) zijn er overlevingsexperimenten in een vergister en in compost uitgevoerd waarbij
uien met een natuurlijke Fusarium besmetting zijn gebruikt. Deze besmetting was niet
kwantificeerbaar door verschil in infectiedruk tussen gebruikte uien en de infectie bleek veroorzaakt
door verschillende Fusarium soorten waarbij Fusarium proliferatum in de partij meer voorkwam dan
Fusarium oxysporum.

De eerste resultaten laten zien dat in de digestaat een snelle afname van het aantal levensvatbare
sporen plaatsvindt; zo’n 99.99% afname in de eerste week (Figuur 7). Echter na minstens 21 dagen
zijn er van de oorspronkelijke 3x10° sporen/ml nog steeds aantallen van circa 30 sporen/ml in leven.
Ook als de sporen in hele uien in de vergister terecht komen, vindt er een snelle afdoding plaats van
circa 99.99% in de eerste week (Figuur 8). Dit afsterven in de vergister vindt sneller plaats dan in
uien die opgeslagen worden bij een temperatuur van 38°C, de gemiddelde temperatuur in de
vergister, wat aangeeft dat ook andere factoren dan alleen temperatuur een rol spelen in de
afdoding.
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Overleving Fusarium oxysporum in slurry
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Figuur 7. Overleving van Fusarium oxysporum f.sp. cepae in de slurry in de vergister. In de eerste
dagen vindt een snelle afdoding plaats van losse sporen, maar na drie weken tijd zijn er nog steeds
levende sporen aanwezig (analyse laatste tijdspunten loopt nog).
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Figuur 8. Overleving van Fusarium oxysporum f.sp. cepae in hele uien toegevoegd aan de vergister
(blauw) en uien die bewaard worden bij 38°C in een incubator. In de eerste dagen vindt in de vergister
een snelle afdoding plaats van Fusarium, maar na drie weken zijn er nog steeds levende sporen
aanwezig. Bij opslag bij 38°C is er in veel mindere mate sprake van afsterven van sporen (oranje lijn).
Na 35 tot 56 dagen zijn de uien helemaal verteerd (analyse overleving laatste tijdspunten loopt nog).
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De geplande overlevingsexperimenten in compost bij een officieel composteringsbedrijf hebben
we helaas door alle Covid-19 perikelen niet in 2020 kunnen uitvoeren. Hopelijk kunnen die in 2021
wel doorgang vinden.

3.6 Microbioom analyses

Geen officieel onderdeel van het oorspronkelijke werkplan, maar in 2020 is WUR met de firma
Biomemakers een samenwerking gestart. Via EU-project Fields4Ever kunnen er aan een set
grondisolaten kostenloos microbioom analyses gedaan worden. Daarbij krijgen we als groep de
uitgewerkte ‘BeCROP’ gegevens zoals Biomemakers deze aanbiedt aan particulieren met informatie
over onder andere biodiversiteit van de bodem (Figuur 9), maar ook de ruwe sequentiedata van
aanwezige bacterién en schimmels in de grondmonsters.

FOUR STEPS,

a complete crop status evaluation

I ool

Order Collect the Get the results Optimize
BECROP samples PDF report your farming

Kit Jus C ) -k

Figuur 9. De procedure van de BeCrop analyse: (1) Via Biomemakers zijn kits te bestellen waarmee
(2) grondmonsters te nemen zijn. Deze monsters zijn op te sturen naar de vestiging van het bedrijf
in Spanje, waarna na circa 3 weken (3) een rapport met de analyse gegevens op te halen is op de
website en naar eigen inzichten (4) te gebruiken zijn.

Van alle in het najaar verzamelde grondmonsters zijn in drievoud monsters opgestuurd naar Spanje
waarna de BeCROP resultaten (Figuur 10) als ook sequentiedata van bacterién en schimmels zijn
ontvangen. Momenteel wordt een MSc student door de onderzoeksgroep opgeleid in
bioinformatica/microbioomanalyses, die volgens planning in de periode april-juni 2021 de Uireka
gegevens verder zal analyseren of de er groepen schimmels en bacterién zijn in de grond die een
positief of negatief effect lijken te hebben op de ontwikkeling van de ziekte.

© 2021 www.uireka.nl 18



L L YT NP N = et -
3 Wageningen Uniwersity and Research
ﬁ .%‘E?f{?f U Siginteractions and Aant Heaith (Ma Ce 031), Bornsecteeg 454
By s Wageningen PE, G708 , Netharfands HEALTH HUTRITION
Microbiome Analysis Report Nuarimnal ot based an dhe miz rbinl mshifrslion of eerban sampaunds
- MAJOR COMPOUNDS
o8l
Rey-001-3
Crrap bealth aocerding te the pathagens detected
SOIL CROP VARIETY DATE
Clay Cnion planting onion 21-5ep-2020
CARBON PATHWAYS HITROGE HPATHWAYS
SUMMARY L : S ; STEMPHYLIUM LEAF BLIGHT AND STALK ROT Ll add RATEERTIU Y TR € S T
T R R —— Carbiin fzion Barsbic rprEisn horgncnsmrdans  hergmk i spn
sgi ety o WORLDWIDE INCIDENCE - e . snmaTE
moONmITY  rUMEnGWMTY  RERSTAMCE Hpesistihon dasbabunis . R
. . ()  Whidely spresd HIGH = IR TRERSFIE Farmren: 2 o RO IREE THIREFIS
Biosustainability FUMBAL PHYLUM DISTRIBUTION A Nased on o puhogan | — ﬂrqnln:mmrd‘m ::::mcnnqqu‘
Varybigh [ Mot BOI2L Bazzepests e
MEALTMMESS  BIGCONTAOL  MORMONEPRGD  STAESS ADAPT W - Frgiavyorty 1 A ATLRSI WA R OOR GARGM FOURD oy e R - ROE
4 LT Baidsmyscis il St bl B L it
Health ) =
ey o g Madum High
B ACTERIAL F HYLUM DISTRIZUTION
& =, -] b 43480 Protbactai
— ® ELACHT MK DEF ED
. T B A FLEWERAND €APILE BIGHT
Hah Low Low Low BT Acteshasieris
— TN ssrnm maiae T ssonw ras
[FH CAF HORUS RATHWATS FOTASTIUM FATHAMAYS
LEGEND M D A R b el ot st nie 7 FARERT 3T RATRENT COMPETIO N WATRIENT SiPRLT RATRIENTE B FEETION
] SEAPRRIET FUBARILR £ PG OFF Inangand <P solubil a8l on Inanganic B
CONCLUSIONS ‘ TN ssvm wiims U 1w s L L
Th haainasey deaia Veryiaw, ve b dramarida i P S AT S
e High, i i ai i s i Grgmnic Pammieion
Thae Nt i, P s ot oo motition vibe s st M venview res s T venviem s
P cotemaiion s igh i grat
MINOR COMPOUNDS
| ewimmnor
BIOSUSTAINABILITY n ;
]
ANTHEACHGEE « BACTERALINTERMAL REOWN ROTGF BULEE + BACTERALLEAT 20OT AMD TLOWER STALc 5
MECHOLS - BACTEMALLEAF STREAC ANO BULBROT + BACTERAL SOFT ROTS + BACTERAL FLOWER STALE, AND “'
BIODIVERSITY FUNCTIONALITY LEAS MECRONS ¢ HLACE MOLD + CENTER ROT + CHARCOALROT + DIMOSAITM + ENTERGRACTERBLE f’ MAED MEDAMA WERYLOW MEIR
b el i, ot e L T Sl e
— BECAY + FEARUMBLERGT » MWUEHYROT « RIRLERSTCH « PYTHUMBOOT BOT + FrTriuMm iEED BGT
e b ANEY CLAM PG BT SO EROTIG BOT SLISE Y SO SWUOGE - SOUTH BN BUGHT - TWSTER - :
2 KA TERMAOMAL LE AF BUGHT i
HIGH : 8
: a £
Riehness, evenness and equilbrium Capability of seil mierabial Aisility of communities or populatiens 5 i
of mierebial species communities to perferm maltiple toremainunchanged when stressed £ H
funetions. by disturbance = MED A MAE UM MEDLIM M ED &
H Eakiim vanpert Coppar st [ i 1 et ¥
& 8ecroP T PP A iit. B .
Mlarebloms haslyali Repork 4 b Tt Flis ek iem e Realais gt Aaid

Figuur 10. Voorbeeld van een deel van de Becrop-analyse aan een van de bodemmonsters.
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4 Discussie en interpretatie

Met de biotoetsen uitgevoerd op hele uien is vast te stellen welke van de eerder geisoleerde
Fusarium stammen pathogeen zijn en welke niet. Volgens de Engelse onderzoekers geven de testen
op hele uien en op zaailingen zelfde resultaten in het bepalen van de pathogeniciteit (Taylor et al.,
2016). Bij 20°C, de temperatuur waarbij onze proef is uitgevoerd, bleken de sterkste pathogenen te
behoren tot Fusarium oxysporum f.sp. cepae. De geteste F. solani, F. proliferatum en F. redolens
isolaten bleken niet tot nauwelijks aantasting in de bollen te geven onder deze omstandigheden.
Het isolaat van F. proliferatum dat de meeste infectie liet zien, bleek bij het testen met de nieuwe
diagnostische toets een mengsel van F. proliferatum en de meer pathogene F. oxysporum f.sp. cepae
te zijn.

Van de in najaar 2020 verzamelde symptomatische uien bleek met de in ontwikkeling zijnde
diagnostische toets in de eerste ruwe test al minimaal 92% van de monsters positief voor de
aanwezigheid van DNA van F. oxysporum f.sp. cepae, wat daarmee de meest pathogene, maar ook
meest voorkomende Fusarium pathogeen op ui is. De overige uien moeten opnieuw en zo nodig
verder getest worden, om vast te stellen welk pathogeen daar aanwezig was. De verschillen met de
observaties binnen Uireka in 2017 en 2018 zijn dus groot: daar bleken slechts 94 van de 329 isolaten
(29%) F. oxysporum f.sp. cepae te zijn op grond van de gebruikte Engelse PCR testen op six en andere
genen. Dit komt omdat er met het uitplaten ook tal van secundaire infecties door bacterién en
schimmels en aanwezige niet-pathogenen, waaronder andere algemeen voorkomende Fusarium
soorten, mee kunnen liften.

De bioinformatica studie van de genomen van de verschillende op ui voorkomende Fusarium
soorten, pathogenen van andere waardplanten en niet-pathogene soorten laat zien dat het genoom
in drie delen te classificeren is. Allereerst zijn er de eigenschappen die door alle Fusarium isolaten
gedeeld worden en waarin nauwelijks tot geen variatie zit, de zogenaamde huishoudgenen.
Daarnaast zijn er eigenschappen die niet door alle isolaten gedeeld worden. In pathogene soorten
zitten bijvoorbeeld gedeelde eigenschappen die hun virulentie bepalen. Tenslotte zijn er genen die
specifiek gelinkt zijn aan een bepaalde gastheersoort. Voor F. oxysporum f.sp. cepae bleken zeven
genen/allelen (Tabel 1) specifiek te zijn en niet in andere pathogenen en niet-pathogenen voor te
komen. Op deze eigenschappen worden nu moleculaire diagnostische tests ontwikkeld die specifiek
uienpathogenen kunnen detecteren. Vier van deze zeven genen cq allelen zijn niet door Taylor et al
(2016) geidentificeerd als verantwoordelijk voor pathogeniteit in de Engelse context.

De eerste sets van Tagman primers en probes die op de specifieke genen ontwikkeld zijn lieten
inderdaad allemaal de verwachte specificiteit zien: zowel inclusiviteit (detectie van verschillende F.
oxysporum f.sp. cepae isolaten uit Nederland, maar ook van daarbuiten) als ook exclusiviteit (geen
detectie van pathogenen van andere waardplanten of niet pathogenen). De twee meest gevoelige
diagnostische sets met het minste achtergrond signaal worden nu verder getest om tot een
definitieve keus te komen voor een betrouwbare moleculaire diagnostische test. De eerste testen
op plant materiaal zagen er veelbelovend uit en ook in een deel van de grondmonsters, bekend om
de grote hoeveelheden stoffen die remmend kunnen werken op de detectie, werden bij de eerste
test al direct DNA van pathogenen gedetecteerd. Dit waren allen monsters waarbij ook de grootste
problemen gemeld werden. De methode wordt nu verder ontwikkeld en geoptimaliseerd in de hoop
uiteindelijk schadedrempels in grond vast te kunnen stellen.
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Tijdens vergisting van plantaardige materialen vindt er een snel afdoding plaats van circa 99.99%
van de aanwezige sporen. Dit geldt zowel voor sporen die los in het vergistingsmengsel komen als
ook voor sporen die zich inwendig in bollen bevinden. Toch kunnen er na drie weken nog altijd
levende sporen in de vergister worden aangetroffen en is materiaal dan dus nog niet ziektekiem vrij
te gebruiken. De experimenten met de vergister zijn nog niet afgerond en moeten nog verder
geanalyseerd worden.

Microbioomdata van de verschillende grondmonsters zijn gegenereerd en zullen later in 2021
worden geanalyseerd. Daarbij zal gezocht worden naar verbanden tussen de bodempopulaties van
bacterién en schimmels en de waargenomen infectiedruk door Fusarium.

Ondanks de Corona/Covid-19 pandemie in 2020, konden de meeste werkzaamheden zonder al te
veel problemen uitgevoerd worden. Alleen de overlevingsexperimenten van Fusarium in de
compost zijn door het composteringsbedrijf tot 2021 uitgesteld. In eerste instantie is daarvoor een
in principe afspraak gemaakt voor mei 2021, maar met de meer virulente Corona-varianten die nu
in opmars zijn is het de vraag of deze plannen uitgevoerd kunnen gaan worden.

Waar in de laboratoria in 2020 weliswaar met minder mensen, maar wel gewoon gewerkt kon
worden, beginnen we nu begin 2021 als gevolg van de covid-19 crisis met de eerste tekorten in lab-
benodigdheden te kampen. Bij de toeleverende bedrijven ligt de aandacht vooral op de productie
van materialen nodig voor het testen op infectie met het coronavirus en alle onderzoek naar en
productie van vaccins. WUR doet zijn best om in het belang van het onderzoek naar plantenziektes
ook voorrang te krijgen op leveringen en voor sommige producten worden alternatieven gezocht.

5 Conclusies en aanbevelingen

Fusarium oxysporum f.sp. cepae is het in Nederland meest gevonden Fusarium pathogeen op ui en
ook in de biotoets was het de soort die de zwaarste aantasting in de ui veroorzaakte. Dankzij de
genoomanalyse van ui-pathogenen en niet-ui-pathogenen hebben we een set van genen/allelen
gevonden waarmee kan worden vastgesteld dat we te maken hebben met een ui-pathogeen en
kunnen daarop diagnostische toetsen ontwikkelen. Een tweetal Tagman primer/probe sets zijn
daarin veel belovend: ze zijn specifiek en hebben niet te veel achtergrondsignaal. Ook bij de eerste
screening op plant- en grondmonsters uit de praktijk zagen de resultaten van deze twee
primer/probe sets er goed uit. In 2021 zal er verder gegaan worden met het optimaliseren van de
detectie voor verschillende typen monsters (plant, bol, zaad, reststromen en grond).

Met de verbeterde detectie kan er ook verder gewerkt worden aan de analyse van grond- en
plantmonsters uit verschillende vruchtwisselingsproeven en uit de praktijk om in kaart te brengen
wat het verloop van de pathogenen onder verschillende teeltomstandigheden is. De
overlevingsexperimenten van Fusarium in compost worden zodra mogelijk, in 2021 uitgevoerd.
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Bijlage 1 - Monsterformulier
|

Monstercode! Type monstert opslag? e ]
O plzntmatzrizal O & & 5°C /100-200g 0
Blad/bol/wortel [analyse levend materiaal) @PE KA
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Rotatieschema Bemesting Grondbewerking: Gewashestrijding
E | Gewas(sen|/jaar: Groenbemester|s:) Floegen/eggen/rotorkopeg | Bovengronds:
E fanders_...
Floegdizpte: Ondergronds:
Niet/wel kerend
Pootgoed-/Gewas-
woorbehandeling:
Eraag periode voor,/najaar
3angeven
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g | - % Fusarium besmette vien in opslag
-2 | Eerdere problemen:t
E <eeee- ¥ Fusarium besmette planten op het veld
Y| ....... % Fusarium besmette uien in opslag
andere ziektes? Zo ja, welke en percentage aantasting
Aanvullende informatie:
2
&
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Resultaten worden vertrouwelijk behandeld.

Contactpersogn: Anne van Ciepeningen, BU Bicinteracties en plant gezondheid (Mo.Ce.031)
Bornsesteeg 4BA,6708 PE Wageningen. anne.vandispeningen@wur.nl. tel: D6-14614413.

wverklaringen codes:

1. Monstercode: 3 letters voor het bedrijf en een volgnummer voor het monster. Bijvoorbeeld DIEDDL
voor het eerste monster van y3n Dispeningen.

2. Type monster: (Deel vam e=n) plant, grondmonster wan 2en enkele steek, mengmonster van circa 10

verschillende steken representatief voor 2en veld of anders bijvoorbeeld compost, reststroom of ander.

steken van een grondmonster: Stesk een grondmonster met behulp van een grondboor, gutsboor of
schepje op e=n standaard monsterdiepte van 0-20 cm. Als van een andere diepte wordt bemonsterd,
dan de diepte wermelden. Voor 2en mengbemonstering van een veld, 30-40 steken verspreid over het
perceel nemen en de verkregen grond mengen im een emmer en kleiner deelmonster nemen. BMonster
verpakken en labelen met monstercode en datum en opslaan bij 4-5°C voor vitgroei van levende
schimmels of -18 a -20°C woor DMA anabyse. Monsterformulier invullen.

Andere monsters: Menster verpakken en labelen met monstercode en datum en opslaan bij 4-5°C voor
vitgroei van levende schimmels of -18 & -20°C voor DNA analyse. Maonsterformulier invullen.

3. De opslagmethode bepazlt de type analysze(s) die mogelijk zijn: Woor analyse van schimmel op grond
van DH& worden klzing hoeveelheden materiaal geanalyseerd: 10-20g opslag bij -1E 3 -20°C is veldoende
&n 2n monster kan mesr dan een jaar worden opgeslagen. voor analyse van levend materiaal worden
monsters bij & 2 5°C bawsard; deze monsters kunnen tot circa een jzar bewaard blijven waarbij er weinig

groei of afsterven van Fusarium plaats vindt. Bij lagers temperaturen sterft een deel van de sporen af.

4. Moteer of monster deel uit maakt/gaat maken van een serie. Bijvoorbeeld meerdere monsters vam 2en
perceel op dezelfde dag of over jaar of jaren.

5. Locatie: geef bij voorkeur de GPS codrdinaten van het monsterpunt of anders het adres. Bijwoorbeeld
B 51.887431 % L 5.665395 voor Droevendsalsestesg Wageningen. Codrdinaten kunnen bijvoorbeeld
worden bepaald met een GPS toestel of via de Google maps app: Open de Google Maps-app, tik op de
kaart op een gebied dat geen label heeft en houd dit vast. Er wordt een rede speld geplaatst. U ziet

de cobrdinaten in het zgekyak bowenaan.

5. Grondbewerking: doorhalen wat nigt van toepassing is, eventueel aanvullen
7. vragen aver de opslag indien van toepassing op het monster.

E. Huidige en eerdere problemen: omschriff huidige en eerdere problemen van de lecatie, bij woorkeur

als percentage.
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