Nieuwsbrief PPS Air Monitoring

Datum: juli 2025

In deze nieuwsbrief geven we u een update van de voortgang van het onderzoek in de verschillende
werkpakketten van het project Air Monitoring (TKI-project TU-2021-14 (LWV21.183) 'Monitoring van
luchtmonsters op de aanwezigheid van plantpathogenen in het kader van IPM’) (PPS Air Monitoring "Wat
is er aanwezig in de lucht?” - WUR)

WP1 Air Samplers

Na literatuuronderzoek zijn er 5 verschillende luchtbemonsteringsapparaten uitgekozen voor verder
onderzoek. Op basis van experimenten met het bemonsteren van luchtverspreid kunstmatig inoculum
(sporenmengsel van de bacterie Pseudomonas amygdali pv. lachrymans (angular leaf spot) en de
schimmels Podosphaera xanthii (echte meeldauw) en Botrytis cinerea (grauwe schimmel)) in een
demokas bij WUR Bleiswijk was besloten om in eerste instantie door te gaan met het gebruik van de
Rotorod en de Pollensniffer als sporenvangers voor vervolgexperimenten bij telers (zie Figuur 1).

Figuur 1: Rotorod (met en zonder kap) en Pollensniffer (zwart) in kassen met gerbera’s en rozen

De Rotorod en Pollensniffer waren effectief in het vangen van zowel de bacterie als de schimmels. Beide
apparaten kunnen 24 uur lang continue lucht bemonsteren in een kas en zijn ook programmeerbaar om
alleen tijdens bepaalde perioden sporen te vangen. De DNA extractie van de met vaseline ingesmeerde
staafjes (Rotorod) of plaatje van polyester film (Pollensniffer) is ook relatief eenvoudig uit te voeren met
gebruik van een ‘bead beating’ apparaat en een DNA extractiekit. De effectiviteit van het vangen van
micro-organismen door de mobiele Coriolis Compact dat acht uur continue lucht kan bemonsteren op een
batterij zal ook nog in de laatste fase van het project getest worden.

WP2 Metagenomics

Met behulp van DNA sequentie analyse onderzoeken we welke schimmels en bacterién zich in een
luchtmonster bevinden. Primers voor PCR amplificatie van schimmels en bacterién zijn geselecteerd voor
zowel het MIinION als het Illumina sequentie platform. Uiteindelijk hebben we gekozen voor het MinION
platform omdat d.m.v. Nanopore sequencing langere DNA sequenties gebruikt kunnen worden voor de
identificatie van micro-organismen (zie Figuur 2).
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Figuur 2: Schematische weergave van de aanpak van metagenomisch onderzoek

De verschillende sporenvangers produceerden verschillende profielen van micro-organismen wat te
maken heeft hoe efficiént deeltjes van een bepaalde grootte worden opgevangen. Uit het profiel van de
Coriolis micro sporenvanger bleek dat er meer kleinere deeltjes te worden opgevangen en minder


https://www.wur.nl/nl/onderzoek-resultaten/onderzoeksinstituten/plant-research/business-units/biointeracties-plantgezondheid/show/pps-air-monitoring-wat-is-er-aanwezig-in-de-lucht.htm
https://www.wur.nl/nl/onderzoek-resultaten/onderzoeksinstituten/plant-research/business-units/biointeracties-plantgezondheid/show/pps-air-monitoring-wat-is-er-aanwezig-in-de-lucht.htm

grotere deeltjes zoals sporen van grauwe schimmel en echte meeldauw. Tijdens het project zijn zowel de
methodiek (optimale PCR amplificatie van DNA sequenties specifiek voor bacterién (16S ribosomale RNA-
gen (165-rRNA) en schimmels (de Internal Transcribed Spacer (ITS) regio’s die zich bevinden tussen de
18S en 28S rRNA genen in het rDNA cluster) als de bioinformatica pijplijn (een geautomatiseerde reeks
van stappen die nodig zijn om grote hoeveelheden data, zoals DNA-sequenties, te verwerken en
analyseren) verbeterd. Vooral een betrouwbare referentiebibliotheek (gebruikmakend van beschikbare
DNA databases) is belangrijk om de DNA barcodes te identificeren en terug te koppelen aan de juiste
taxonomische classificatie.

WP3 Detectie van pathogenen met PCR en LAMP

PCR en LAMP methoden voor detectie va echte meeldauw, grauwe schimmel en angular leaf spot waren
in de eerste fase van het project al ontwikkeld. Echte meeldauw in komkommer en gerbera wordt
veroorzaakt door de schimmel P. xanthii maar in roos is de verwante schimmel P. pannosa
verantwoordelijk. Voor deze schimmel is nu ook een TagMan gPCR test ontwikkeld gebaseerd op multi-
copy ITS detectie om de verspreiding van deze ziekte in een rozenkas te volgen. Tevens is er door IMEC
in samenwerking met WUR vooruitgang geboekt met de toepassing van ultrafast gPCR chip (Figuur 3).
Binnen 10 minuten kunnen 10 DNA kopieén van een gedeelte van het B-tubulin gen uit B. cinerea
gedetecteerd worden in de chip na 40 snelle PCR cycli.
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Figuur 3: Toepassing van ultrafast gPCR chip voor detectie van Botrytis cinerea

Verder onderzoek met de ultrafast qPCR chip zal zich nu richten op het testen van praktijkmonsters
(luchtmonsters genomen in kassen met komkommers, rozen en gerbera’s). De resultaten daarvan zullen
worden vergeleken met de resultaten van de TagMan qPCR gebaseerd op detectie van zowel ITS en B-
tubulin.

WP4 Demokas experimenten in WUR Bleiswijk

In de demokassen van WUR Bleiswijk zijn er meerdere experimenten met onbehandelde en door P.
xanthii geinoculeerde komkommerplanten uitgevoerd die zich richten op de detectie en verdere
verspreiding van meeldauwsporen in de kas (Figuur 4).
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Figuur 4: Experimenten met de verspreiding van echte meeldauw in een komkommer demokas

Luchtbemonstering met gepositioneerde Pollensniffer en Rotorod sporenvangers toonden aan dat de
verspreiding van sporen in de kas niet uniform is en dat de sporen eerder gedetecteerd werden in
sporenvangers die het dichtste bij de geinoculeerde komkommerplanten stonden.

WP5 Testen in de praktijk bij telers

In eerste instantie zijn er bij 6 telers (2 komkommer, 2 roos en 2 gerbera) een week lang elke dag 24-
uur luchtmonsters genomen met een Rotorod en Pollensniffer. Meeldauw en botrytis DNA was aanwezig
in alle monsters. Goede resultaten zijn ook verkregen met het metagenomisch onderzoek, waarbij er met



16S en ITS MIinION nanopore amplicon sequencing ook veel plant DNA werd gedetecteerd. Plant DNA
sequenties verwant aan 16S (chloroplast DNA is hoogst waarschijnlijk oorspronkelijk afkomstig van een
voorouderlijke endosymbiotische cyanobacterie) werden ook gedetecteerd in luchtmonsters die d.m.v.
van Rotorod staafjes op een drone was genomen in een kas van een anthurium kwekerij (zie figuur 5).
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Figuur 5: Luchtbemonstering met een drone en metagenomisch onderzoek bij een anthuriumkas

Binnen de kas werd uitsluitend Anthurium DNA gevonden terwijl in de lucht buiten de kas DNA afkomstig
blijkt te zijn van een grote diversiteit aan aerosol deeltjes. De meeste DNA sequenties zijn afkomstig van
pollen van verschillende boomsoorten en bacterién, waaronder Pseudomonas, Bacillus, Pectobacterium,
Turicibacter, Staphylococcus en Aerococcus soorten. Een groot aantal sequenties kon niet geidentificeerd
worden terwijl de aanwezigheid van grote hoeveelheden anthurium en komkommer DNA verklaard kan
worden door de nabijheid van kassen waar deze planten geteeld worden.

De laatste fase van het project focust zich nu op de langdurige detectie van grauwe schimmel (B.
cinerea) en echte meeldauw (Podosphaera spp.) schimmelsporen in de lucht in praktijkkassen met
komkommers, gerbera’s en rozen. De data sets verkregen met luchtbemonstering d.m.v. een
Pollensniffer in combinatie met gPCR detectie (Figuur 6) worden nu verder geanalyseerd met alle
beschikbare metadata (kasgegevens over klimaat (o.a. temperatuur en relatieve luchtvochtigheid),
ziektedruk en handelingen (o0.a. schoonmaak, oogst en gewasbescherming).
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Figuur 6: Dynamiek van echte meeldauw en botrytis sporen in de lucht van een kas met gerbera’s over
de tijd. (100 DNA kopieén/m? lucht is vanwege het multi-kopie aspect van ITS gelijk aan 1-2 sporen/m?)

Hiermee hopen we de belangrijkste factoren voor de verspreiding van deze schimmelziekten te
identificeren en te weten of detectie van sporen in aerosolen kan bijdragen tot een betere teelt wat
betreft efficiéntie en duurzaamheid. Het DNA kan ook gebruikt worden om de aanwezigheid van
genetische eigenschappen zoals virulentie en fungicide resistentie in pathogeen populaties te detecteren.
Metagenomisch onderzoek zal ook nog worden uitgevoerd met de genomen monsters van de kassen met
komkommers, rozen en gerbera’s om een inzicht te krijgen hoe het aerobiome wordt beinvioed door de
omstandigheden in de kas en om te weten of dit voor- of nadelen heeft voor de teelt. Nieuwe en/of
onbekende ziekten kunnen hiermee ook in een vroeg stadium gedetecteerd worden.
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