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Abstract 
 

The European “Interreg 2 Seas Horti-BlueC” project is looking for environment-friendly 

alternative plant protection products and nutrients for greenhouse horticulture. Chitin is a 

promising alternative potting soil amendment. This key component of crustacean waste 

has previously been shown to have a positive impact on plant growth and development. 

However, the mode of action of chitin for this growth promotion is still unclear. 

Chitinolytic organisms, such as the fungus Mortierella, may play an important role. 

In this research, the effect of chitin on lettuce plant growth is investigated with a pot 

experiment. Lettuce plants were either grown in a 2% chitin amended or unamended 

peat-based growing medium for 7 weeks. Simultaneously, the presence of Mortierella is 

determined by Sanger Sequencing of the ITS-region and a first experiment in chitinolytic 

activity of the fungus is done.  

This research showed that chitin causes a remarkable growth promotion of lettuce. This 

effect is linked to an increased mineral nitrogen concentration in the growing medium 

and the plants. Also the chlorophyll and magnesium content in the lettuce significantly 

increases after chitin addition. As expected, there is also a clear increase in the presence 

of Mortierella, more specific Mortierella hyalina species, in the chitin mixtures. This 

fungus is known as a growth stimulator of Arabidopsis and is shown to play a role in the 

calcium pathway, one of the major components of chitin. An effect in chitin degradation 

through chitinase activity however is not shown. The growth stimulation of plants by 

chitin is therefore possibly linked to the presence of Mortierella hyalina and the release of 

nitrogen into the growing medium, which will be investigated further in future 

experiments. 
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P Fosfor 

PAK Polycyclische aromatische koolwaterstoffen 



12 

 

PCR Polymerasekettingreactie 

PDA Potato dextrose agar  

PGPF Plantengroei-bevorderende rhizofungi 

PGPR Plantengroei-bevorderende rhizobacteriën 

REV Reverse 

rRNA Ribosomale RNA 
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Verklarende woordenlijst 
 

Benjamini-Hochberg methode Een krachtig hulpmiddel dat controleert of soms kleine 

p-waarden toevallig zijn. Het voorkomt vals 

positieve nulhypothesen. 

Bio-accumulatie De ophoping van chemische stoffen aanwezig in het 

milieu en in levende wezens (planten of 

dieren). 

Biopolymeer Een polymeer van biologische oorsprong, bestaande 

uit relatief eenvoudige, vele malen herhaalde 

eenheden (monomeren). 

Boxplot Een grafische weergave van de vijf-

getallensamenvatting. Deze vijf-

getallensamenvatting bestaat uit het 

minimum, het eerste kwartiel, de mediaan, 

het derde kwartiel en het maximum van de 

waargenomen data. 

Chitinasen Omvat een groep van enzymen die chitine kunnen 

afbreken door de glycoside binding te 

verbreken. 

Chitine deacetylasen Omvat een groep van enzymen die chitine en water 

omzetten tot chitosan en acetaat. 

Deaminatie Een biochemische reactie waarbij een aminogroep van 

een aminozuur verwijderd wordt 

General linear model Een statistisch lineair model 

Gibberellinezuur Een plantenhormoon, dat de groei en strekking van 

plantencellen bevordert. 

Homopolymere regio Regio die langere delen van hetzelfde nucleotide 

bevat. 

IGS-regio Een stuk uniek niet-coderend DNA dat zich naast 

repetitief DNA tussen twee genen bevindt. 

ITS-regio Verwijst naar het spacer-DNA dat zich bevindt tussen 

het ribosomale RNA met kleine subeenheid 

(rRNA) en rRNA-genen met grote subeenheid 

in het chromosoom of het overeenkomstige 

getranscribeerde gebied in het polycistronische 

rRNA-precursor-transcript. 

https://nl.wikipedia.org/wiki/Niet-coderend_DNA
https://nl.wikipedia.org/wiki/Gen
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Microbioom De complete collectie van micro-organismen die op en 

in een organisme (mens, plant) leven inclusief 

het genetische materiaal dat zij bij zich dragen. 

Mycorrhiza-symbiose Een samenwerkingsverband tussen schimmels 

enerzijds en plantenwortels anderzijds. 

N-acetylglucosaminidasen Enzymen die de glycosidebinding hydrolyseren tussen 

een N-acetylglucosamine en de aangrenzende 

monosacharide in een oligosacharideketen. 

Oligomeer Een chemische verbinding die uit een klein aantal 

(maar meer dan één) eenheden of monomeren 

bestaat. 

Prokaryoot Eéncellig organisme 

Proteolytisch Eiwitsplitsend 

Qqplot Een grafiek waarin twee continue of discrete 

kansverdelingen worden vergeleken in de 

beschrijvende statistiek. 

Rhizosfeer De smalle zone van bodem dat beïnvloed wordt door 

opname en uitstootafscheidingen van de 

wortels waar een verhoogde microbiële 

activiteit waar te nemen valt. 

Saprofyt Een plantaardig organisme of een schimmel die zijn 

celmateriaal opbouwt door het opnemen van 

organische stoffen uit dode andere organismen 

(heterotroof). Ze staan mee in voor de afbraak 

van dood hout, afgevallen bladeren en dode 

planten en dieren. 

Slipping Het toevoegen van te weinig basen door de 

Taqpolymerase omwille van de aanwezigheid 

van een homopolymere regio. 

Sporulatie Sporenvorming 

Symbiose Het langdurig samenleven van twee of meer 

organismen van verschillende soorten waarbij 

de samenleving voor ten minste één van de 

organismen gunstig of zelfs noodzakelijk is. 

https://nl.wikipedia.org/wiki/Chemische_verbinding
https://nl.wikipedia.org/wiki/Monomeer
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T-test Een t-test is een parametrische statistische toets die 

onder andere gebruikt kan worden om na te 

gaan of het (populatie-)gemiddelde van een 

normaal verdeelde grootheid afwijkt van een 

bepaalde waarde, dan wel of er een verschil is 

tussen de gemiddelden van twee groepen in de 

populatie. Met behulp van een t-test kan men 

dan een betrouwbaarheidsinterval bepalen. 

Tukey Test Een één-staps meervoudige vergelijkingsprocedure en 

statistische test. Het wordt gebruikt om 

gemiddelden te vinden die significant van 

elkaar verschillen. 

Wilcoxon-rank sum test Een niet-parametrische statistische hypothesetest die 

wordt gebruikt wanneer niet kan worden 

aangenomen dat de populatie normaal 

verdeeld is. Het is een gepaarde 

verschilstest. 

Zoönosen Elke ziekte of infectie die van nature overdraagbaar is 

van gewervelde dieren op mensen.  
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1 Inleiding 

1.1 Situering onderzoek 

 

Het Instituut voor Landbouw-, Visserij- en Voedingsonderzoek (ILVO) is een 

onderzoeksinstituut van de Vlaamse overheid dat zich richt op baanbrekend en innovatief 

onderzoek voor duurzame landbouw en visserij. Dit gebeurt steeds in kader van het 

economisch, ecologisch en maatschappelijk belang1. 

Het onderzoek in deze bachelorproef kadert in het Europese “Interreg twee-zeeën Horti-

BlueC” project waarvan het ILVO projectleider is. Dit project heeft de ambitie om vijf 

lokale afvalstromen uit de land- en tuinbouw, agro-, voedings- en visserijsector om te 

vormen tot hernieuwbare materialen. Het doel is om het overvloedige gebruik van 

chemische gewasbeschermingsmiddelen en niet-hernieuwbare materialen te 

verminderen. Het onderzoek legt de focus op het vormen van een duurzaam 

teeltsubstraat vanuit schaaldierafval met ziektewerende en plantversterkende werking 

binnen de (glas)tuinbouw2.  

 

In het twee-zeëengebied (België, Nederland, Frankrijk en Groot-Brittannië) wordt er 

jaarlijks 70 000 ton schaaldierafval geproduceerd. Het gebruik van schaaldierafval in de 

(glas)tuinbouw als (gedeeltelijke) vervanging van gewasbeschermingsmiddelen verlaagt 

dus niet alleen de impact van de tuinbouw op het milieu en klimaat, maar zet ook de 

eerste stappen naar het sluiten van kringlopen en valoriseren van afvalstromen. 

Schaaldierafval vormt hierdoor niet langer een simpelweg te storten product maar 

creëert bio-gebaseerde producten die ingezet kunnen worden in de verbetering van 

teelten binnen de glastuinbouw2,3,4. 

 

Het Horti-BlueC project streeft naar een circulaire glastuinbouw met een reductie van: 

(1) fossiele brandstoffen (30%), (2) chemische gewasbeschermingsmiddelen (30%), (3) 

veen en steenwol (30%) en (4) zuivere koolstofdioxide (CO₂; 20%)2. 

 

1.2 Probleemstelling 

 

Momenteel wordt er in de glastuinbouw veelvuldig gebruik gemaakt van 

gewasbeschermingsmiddelen en kunstmeststoffen om planten te beschermen tegen 

ziekten en plagen, en ze te voorzien van voldoende voedingsstoffen.  
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Dit heeft tot gevolg dat er hoge concentraties aan nutriënten en 

gewasbeschermingsmiddelen-residuen worden teruggevonden in de gebruikte 

teeltsubstraten. Hierdoor is de reststroom van het teeltsubstraat (geschat op 400 m3 per 

hectare (ha) per jaar) moeilijk te recycleren2.  

Chemische gewasbeschermingsmiddelen zijn meestal giftig, moeilijk tot niet te 

verwijderen en bio-accumulatief. Daarnaast bestaat de mogelijkheid dat 

gewasbeschermingsmiddelen-residuen in de voedselketen terecht komen en zo de 

gezondheid van mens en dier schaden5. 

Daarnaast hebben zowel gewasbeschermingsmiddelen als kunstmeststoffen een energie-

intensieve productie wat de CO2-voetafdruk (naar schatting 400 kg CO2 per hectare 

serres) aanzienlijk vergroot2. 

 

Om de milieu- en klimaatimpact van de glastuinbouw te minimaliseren is het dus 

noodzakelijk dat er gezocht wordt naar goede alternatieven voor 

gewasbeschermingsmiddelen en nutriënten.  

Een stap in de goede richting is de gestegen aandacht voor onder andere het omvormen 

van afvalstromen van biologische oorsprong6. Zo is chitine, de belangrijkste component 

in schaaldierafval, mogelijks een interessant alternatief additief voor bodem of 

teeltsubstraten in de (glas)tuinbouw.  

Vorig onderzoek binnen het ILVO heeft reeds aangetoond dat chitine een gunstige 

werking kan hebben op de groei en ontwikkeling van de aardbeiplant en -vruchten7. 

Daarnaast kan chitine de overleving van zoönotische bacteriën op de bladeren van sla 

verminderen. Deze effecten waren gelinkt met een stijging van een specifieke schimmel, 

namelijk Mortierella8. 

 

1.3 Doelstelling 
 

In deze bachelorproef wordt het effect van chitinetoediening aan potgrond getest met 

behulp van een potproef op (1) de groei van sla; en (2) de nutriënteninhoud in de 

potgrond en sla. Op basis van voorgaande studies op aardbei, wordt er een 

groeipromotie van de sla verwacht, die gelinkt is aan een stijgende stikstofconcentratie in 

de potgrond en de slaplant. In een tweede luik zal de bijdrage van Mortierella in de 

chitine-cyclus onderzocht worden, waarbij de nadruk ligt op het desoxyribonucleïnezuur 

(DNA) van de fungi. 
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2 Introductie 
 

In deze introductie zal gefocust worden op de slateelt als belangrijk teeltsysteem (2.1); 

het belang van chitine in de land- en tuinbouw (2.2) en ten slotte de rol van Mortierella 

binnen de chitine-cyclus (2.3). 

 

2.1 Slateelt 
 

De glastuinbouw is een belangrijke deelsector in de Vlaamse landbouw (1930 ha) waarbij 

tomaat (161 miljoen euro), aardbei (158 miljoen euro), paprika (51 miljoen euro), 

komkommer (37 miljoen euro) en sla (24 miljoen euro) de grootste omzet draaien9. 

 

Het aantal bedrijven in de glastuinbouwsector daalt, maar de schaal van productie per 

bedrijf neemt daarentegen toe. Qua areaal neemt de slateelt (740 ha) de grootste 

oppervlakte in10. 

 

De slateelt neemt ongeveer acht weken tijd in11. Bij slaplanten is het wortelstelsel in 

verhouding tot het bladoppervlak zwak ontwikkeld. Voor een goede groei moeten de 

voedingsstoffen in de bodem daarom makkelijk beschikbaar zijn. Hier wordt naar 

gestreefd met behulp van bemesting (± 30 m2/ha/jaar)12. De exacte hoeveelheid 

bemesting hangt af van de soort meststof (kunstmeststoffen, organische of organisch 

minerale meststoffen)13. De toevoeging van meststoffen kan echter een negatieve 

invloed hebben op het milieu waardoor er strenge richtlijnen zijn opgesteld door de 

overheid14.  

 

2.2 Chitine als hernieuwbaar materiaal 
 

De focus van de glastuinbouw ligt de laatste jaren op de optimalisatie van alle aspecten 

binnen de teelt en het bedrijf. Er zijn al inspanningen geleverd naar het energieverbruik 

toe. Zo werd er massaal overgestapt van petroleum naar aardgas15.  

 

Om deze positieve evolutie verder te zetten, is kiezen voor hernieuwbare materialen, 

zoals chitine, bij de teelt zelf een logische volgende stap. De positieve effecten van 

hernieuwbare materialen op zowel de plantengroei als hun gezondheid zorgt er idealiter 

voor dat er minder nood is aan het gebruik van gewasbeschermingsmiddelen en 

kunstmeststoffen.  

Minder productie van deze middelen verlaagt vervolgens het verlies van koolstof (C) in 

de atmosfeer wat een vermindering van de klimaatimpact tot gevolg heeft4. 
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In het best denkbare geval zorgt chitine dus voor (1) een verbetering van de bodem of 

het teeltsubstraat, (2) levert het voldoende essentiële voedingsstoffen voor de plant en 

(3) is er indirect een stijging in de gezondheid van de plant via het microbioom16. 

 

Chitine (Figuur 1) bestaat uit een aaneenschakeling van β-1,4- gebonden N-

acetylglucosamine (GlcNAc) en is, op cellulose na, het meest voorkomende biopolymeer 

in de natuur (1010 ton per jaar, natuurlijke productie). Chitine vormt een belangrijk 

onderdeel van de celwand van schimmels en is daarnaast ook terug te vinden in het 

exoskelet van geleedpotigen, schelpen van schaaldieren en nematode eieren17.  

 

 

 

Figuur 1: Structuur van chitine18. 

 

Jaarlijks wordt er 70 000 ton schaaldierafval geproduceerd in het twee-zeëengebied, wat 

het een goedkope chitinebron maakt. Een groot deel van dit schaaldierafval wordt echter 

ongebruikt geloosd, met nadelige effecten op de kust- en mariene milieus tot gevolg. Het 

gebruiken van dit product in de glastuinbouwsector brengt dus ook een verlaging van de 

impact op de kust- en mariene milieus teweeg19,20. 

 

Chitine kan zowel chemisch als biologisch geëxtraheerd worden uit schaaldierafval. In 

een chemische extractie wordt het schaaldierafval met zuur behandeld waardoor 

calciumcarbonaat oplost. Vervolgens wordt het schaaldierafval gewassen met een 

alkalische oplossing om ook de eiwitten op te lossen. Als laatste worden resterende 

pigmenten verwijderd met een ontkleuringsstap zodat er als eindresultaat kleurloze en 

pure chitine overblijft21,22. 

Deze chemische methode heeft echter verschillende nadelen. In de eerste plaats is de 

techniek moeilijk beheersbaar wat leidt tot een breed en heterogeen eindproduct. Ten 

tweede is de chemische productie van zuivere chitine een belangrijke bron van 

milieuvervuiling23. Dit is uiteraard in strijd met het uiteindelijke doel, namelijk een 

verlaging van de milieubelasting.  



23 

 

Als milieuvriendelijker alternatief kan er een biologische methode gebruikt worden 

waarbij proteolytische micro-organismen chitine extraheren uit schaaldierafval21.  

Daarnaast produceren verschillende organismen, zoals de fungus Mortierella, chitine 

afbrekende enzymen23. 

 

De enzymatische afbraak van chitine tot GlcNAc eenheden gebeurt in drie stappen. Eerst 

wordt de polymeer gesplitst in wateroplosbare oligomeren. Daarna worden deze 

oligomeren opgesplitst in dimeren. Deze dimeren kunnen dan nog verder afgebroken 

worden tot monomeren. Stap één en twee vinden plaats onder invloed van chitinasen, 

terwijl voor de laatste stap N-acetylglucosaminidasen nodig zijn21,24,25. Naast de 

degradatie van chitine tot GlcNAc eenheden kan chitine ook gedeacetyleerd worden tot 

chitosan of zelfs nog verder tot stikstof (N) door middel van deaminatie (Figuur 2)21,26. 

 

 

 

 
Figuur 2: Chitine pathway26. 

 

Planten hebben mineralen en nutriënten nodig voor hun ontwikkeling. De afbraak van 

chitine veroorzaakt een vrijstelling van kool- en stikstof aan de potgrond, wat een invloed 

kan hebben op de plantengroei27. 

De toevoeging van chitine aan potgrond of substraat versterkt eveneens de veerkracht 

van de plant: de gevoeligheid van de plant aan nematode infecties daalt terwijl de 

weerbaarheid tegen fungale bodempathogenen stijgt28,29. 
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In het volgende luik zal er stilgestaan worden bij de reeds gekende effecten van chitine 

op de plantengroei. 

 

Verbetering van de plantengroei 

 

Chitine vormt een belangrijke bron van kool- en stikstof voor chitinolytische organismen 

tijdens de afbraak van dit stikstofbevattende biopolymeer. Het grootste deel van deze 

chitinolytische organismen zijn bodemschimmels en mariene- en bodembacteriën die 

leven in de rhizosfeer.  

De rhizosfeer is de smalle zone van bodem die beïnvloed wordt door opname en uitstoot 

van de wortels waar een verhoogde microbiële activiteit waar te nemen valt. Zo kan de 

rhizosfeer tot 1011 microbiële cellen per gram wortel en meer dan 30 000 prokaryotische 

soorten bevatten30.  

Voornamelijk schimmels die behoren tot de Ascomycota, Basidiomycota en Zygomycota 

en de bacteriën die behoren tot de Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria en 

Firmicutes worden regelmatig teruggevonden in bodems17. 

 

Daarnaast ontstaat er bij afbraak van chitine chitosan via de deacetylase pathway. Voor 

in de bodemlevende insecten, bacteriën en schimmels is chitosan een belangrijke 

nutriëntenbron30. Zowel chitine als chitosan hebben een stikstofgehalte van 6.1-8.3% en 

bestaan uit grote hoeveelheden calcium (Ca)31. Stikstof en calcium zijn beiden 

noodzakelijke elementen voor de plantengroei32. 

Onafgebroken heeft chitinetoevoeging weinig effect op de groei van de plant aangezien 

de stof zeer slecht wateroplosbaar is en de stikstof nog niet gemineraliseerd (= 

plantbeschikbaar) is. Alleen dankzij de afbraak door chitinolytische organismen kan de 

plant de essentiële elementen, waaronder ammonium (NH4
+), nitraat (NO3

-) en calcium 

opnemen33. 

 

De exacte onderliggende mechanismen van het stimulerende effect van chitine en 

chitosan op de groei van planten is nog niet volledig ontcijferd, maar lijkt voornamelijk 

het gevolg te zijn van de positieve stimulerende effecten op de plantengroei-

bevorderende rhizobacteriën (PGPR) en -schimmels (PGPF) in de bodem met daarnaast 

een klein effect op de plant zelf34,35. 
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2.3 Mortierella 
 

In een vorige studie werd aangetoond dat chitinetoevoeging aan potgrond het fungale 

fylum Zygomycota opvallend laat stijgen in abundantie ten opzichte van andere fyla 

(Figuur 3)8.  

Deze stijging wordt veroorzaakt door één genus, Mortierella van de orde Mortierellales 

binnen de familie Mortierellaceae. Mortierella bestaat uit filamenteuze schimmels die 

vaak in de bodem worden aangetroffen. Er zijn momenteel bijna 100 soorten gekend die 

allen als saprofyten gevonden werden in substraat en bodems36. 

 

 

Figuur 3: Analyse van de fungale samenstelling van de sla-rhizosfeer in zowel controle potten als 

potten met chitinemengsel8. 

 

Mortierella groeit goed op potato dextrose agar (PDA) met chlooramfenicol en malt 

extract agar (MEA). Op deze voedingsbodems vormt Mortierella typisch een wit 

bloemenpatroon na vijf dagen incubatie bij kamertemperatuur (20-30°C) (Figuur 4). Het 

exacte patroon verschilt tussen de verschillende types Mortierella. Afhankelijk van het 

Mortierella species en het groeimedium, is er meer of minder sporulatie36. 
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Figuur 4: Mortierella indohii na vijf dagen incubatie op PDA (A) bij 28°C en op MEA (B) bij 28°C36. 

 

Mortierella is gekend voor verschillende positieve effecten in de bodem. Een heel 

belangrijke eigenschap voor de landbouw is het feit dat Mortierella gewassen en 

mycorrhiza-schimmels, die in symbiose leven met de plantenwortels, helpt bij het 

verwerven van fosfor (P).  

Genoomkenmerken van Mortierella elongata wijzen ook op de mogelijkheid om een reeks 

giftige organische stoffen en plantenafval af te breken. Daarnaast is Mortierella in staat 

om koolstof vast te houden, anorganische fosfor te ontbinden en de niveaus aan de 

plantenhormonen en essentiële plantengroeiregulatoren indolazijnzuur (IAA) en 

gibberellinezuur (GA) in de bodem te verhogen en zo plantengroei te stimuleren37. 

 

Op het gebied van verminderde aanwezigheid van gewasbeschermingsmiddelen-residuen 

kan Mortierella eveneens een toekomst hebben. Bepaalde soorten lijken in staat te zijn 

om het fenylureumherbicide diuron af te breken. Deze herbicide wordt vaak aangetroffen 

in grondwater in concentraties boven de Europese limiet van 0,1 µg L-1 38. 

Ook andere toxische aromatische koolwaterstoffen (PAK) kunnen gedegradeerd worden, 

resulterend in een stijging van niet-toxische stabiele koolstof in de bodem. De vrijstelling 

van stabiele koolstof kan vervolgens eveneens de plantengroei stimuleren16.  

 

Al deze elementen en kenmerken zorgen voor een verdediging tegen bodemdegradatie, 

stimulatie van de plantengroei en wijzen er op dat Mortierella zorgt voor een duidelijke 

verbetering van de bodemgezondheid16. 
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Bij toevoeging van chitine aan de bodem is Mortierella in staat om de aanwezige chitine 

ten minste gedeeltelijk af te breken. Zo is er uit een Mortierella sp. DY-52 het chitine 

deacetylase (CDA) enzym gezuiverd. CDA katalyseert de hydrolyse van de 

acetamidogroepen van GlcNAc in chitine waardoor deze omgezet wordt tot chitosan 

(Figuur 2)23.  

 

De combinatie van de positieve effecten van chitine op bodem en plant en de 

aanwezigheid van Mortierella in de bodem zouden dus een synergetisch effect kunnen 

geven op de gezondheid van bodem en plant.  
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3 Onderzoeksmethoden 
 

Om de effecten van chitinetoevoeging op de plantengroei, nutriëntensamenstelling en 

schimmelpopulatie te onderzoeken, worden verschillende technieken toegepast die in 

deze paragraaf kort worden toegelicht. 

 

3.1 Elementenbepaling met inductive coupled plasma- optical 

emission spectrometry (ICP-OES) 

 

Aan de hand van verschillende plant fysiologische parameters kan er onderzocht worden 

of chitine daadwerkelijk de groei van slaplanten stimuleert. 

Een belangrijke parameter is de nutriëntenconcentratie in de planten en bodem. Deze zal 

bepaald worden met behulp van ICP-OES. 

 

ICP-OES bepaalt de samenstelling en concentratie van elementen in een vloeistof met 

behulp van plasma en een spectrometer39. 

Het is een precieze en gevoelige techniek die het mogelijk maakt om de minerale 

samenstelling van zowel natuurlijke en verrijkte biomassa te bepalen nadat deze 

uiteengevallen zijn in minerale zuren40. 

 

3.2 Schimmelonderzoek 
 

Naast het onderzoek naar het effect van chitine op de plantengroei wordt ook de rol van 

Mortierella binnen de chitine-cyclus onderzocht. Dit zal gebeuren aan de hand van 

screeningstesten en DNA onderzoek. 

 

3.2.1 Groeimedia 
 

Om schimmels op te groeien wordt er gebruik gemaakt van twee groeimedia, namelijk 

PDA met chlooramfenicol en MEA. 

 

PDA met chlooramfenicol, een algemene voedingsbodem, wordt aanbevolen voor de 

detectie en telling van gisten en schimmels in verschillende soorten monsters. De 

gedehydrateerde aardappelinfusie en aanwezige dextrose stimuleren de schimmelgroei. 

Terwijl de agar zorgt voor stolling van de bodem.  
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Dit medium heeft een lage pH dat samen met de aanwezigheid van het antibioticum 

chlooramfenicol de groei van de meeste bacteriën remt, terwijl de aanwezige schimmels 

onaangetast kunnen groeien. Hierdoor vindt er minder contaminatie plaats41,42. 

 

MEA is ook een algemene zure voedingsbodem en wordt gebruikt voor het kweken, 

isoleren en onderhouden van schimmels en gisten. Door de zure omgeving wordt de 

groei van de meeste bacteriën geremd. Er wordt dextrose aan de bodem toegevoegd 

voor voldoende levering van koolstof en koolhydraten. Aminozuren en 

stikstofverbindingen zijn afkomstig van de dierlijke peptone in de bodem43,44. 

De selectiviteit van de bodem kan verhoogd worden door toevoeging van melkzuur wat 

de groei van bacteriën nog meer remt45. 

 

3.2.2 Single spore techniek 
 

Verder onderzoek van een schimmel is alleen betrouwbaar als er gewerkt wordt met pure 

schimmelculturen (= afkomstig van één spore)46. De single spore techniek is een 

techniek waarbij er één spore geïsoleerd wordt uit een schimmel. Deze spore wordt 

vervolgens overgebracht naar een nieuw groeimedia om daar verder te ontkiemen en 

groeien. Het uiteindelijke resultaat is een zuivere schimmelcultuur. Met deze eenvoudige, 

goedkope maar toch sensitieve methode kunnen de meeste schimmels, met uitzondering 

van deze die niet ontkiemen op artificiële media, geïsoleerd worden47. 

 

3.2.3 Chitinase-activiteit  
 

Naast het opgroeien en isoleren van schimmels via de single spore techniek, kan ook de 

chitinase-activiteit bestudeerd worden. Dit gebeurt om met zekerheid vast te stellen of 

de schimmel in staat is om chitine af te breken via de chitinase pathway. Er zijn 

verschillende methoden om deze chitinasen te detecteren.  

In deze bachelorproef wordt er gewerkt met een eenvoudige maar gevoelige methode 

gebaseerd op een groeimedium met colloïdaal chitine als enige koolstofbron en 

broomcresolpaars als pH-indicator.  

Bij de aanwezigheid van chitinase-activiteit wordt de bodem basischer en vindt er een 

kleuromslag plaats van geel/oranje naar blauw/paars (Figuur 5)48. 
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Figuur 5: Kleuromslag op chitinase-activiteitsmedium bij aanwezigheid van chitinasen48. 

 

3.2.4 DNA gebaseerde methoden 
 

Om met zekerheid te kunnen zeggen welk organisme aanwezig is, moet het DNA van de 

schimmel bestudeerd worden. Om taxonomisch een uitspraak doen, worden vaak de 

ribosomale RNA genen (rRNA) bestudeerd. In eukaryoten, waaronder schimmels, 

bestaan deze uit het 18S, 5.8S en 28S rRNA’s49. Tussen deze genen komen de internal 

transcribed spacer (ITS) regio’s, ITS1 en ITS2, voor die vaak worden gebruikt om 

schimmels op genus- en soortniveau te onderscheiden.  

 

ITS1 en ITS2 omgeven de belangrijke 5.8S-coderende sequentie en liggen tussen 18S en 

28S genen (Figuur 6). De ITS-regio is zeer stabiel, aanwezig in meerdere kopieën en 

standvastig binnen een species. Ze bestaat uit twee delen: sterk geconserveerde 

gebieden en variabele DNA-fragmenten om zo identificatie op basis van deze variabele 

DNA-sequenties mogelijk te maken. Er bestaan ondertussen al databanken met een 

groot aantal ITS-DNA-sequenties waardoor nauwkeurige identificatie van de meeste 

schimmels mogelijk is50.   

 

Naast de ITS-regio wordt vaak ook de intergenic spacer (IGS)-regio geamplificeerd. IGS1 

bevindt zich tussen de 28S- en 5S-genen. IGS2 ligt direct na het 5S-gen naar het 3’-

uiteinde toe (Figuur 6). IGS vertoont een hoge sequentievariatie. Indien de ITS-regio’s 

een lage genetische variatie hebben kan de IGS-regio omwille van zijn hoge 

sequentievariatie meer informatie opleveren. IGS bestaat echter wel uit een lang gebied 

(2-4 kbp) wat het primerontwerp bemoeilijkt. Hierdoor ondervindt de polymerase chain 

reaction (PCR)-amplificatie van deze regio meer problemen in vergelijking met ITS50.  
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Figuur 6: Fungale ribosomale DNA genen waarop de posities van de ITS- en IGS-regio’s duidelijk 
zichtbaar zijn50.  

 

Om de ITS regio te bestuderen, wordt het DNA geëxtraheerd uit een single spore isolaat 

omdat deze zeker zuiver is. Bij het onderzoek naar kleine hoeveelheden DNA is PCR een 

veelgebruikte techniek om een deel van het DNA specifiek te vermeerderen. Na deze 

amplificatie kan het DNA verder geanalyseerd worden met Sanger Secuencing51,52. 

 

Een PCR kan slechts doorgaan in aanwezigheid van primers. Dit zijn kleine stukjes 

chemisch gesynthetiseerd DNA, waarvan de basenvolgorde complementair is met de 

uiteinden van het te vermeerderen DNA fragment. Er zijn altijd twee primers nodig, 

namelijk een forward (FWD) en een reverse (REV) primer53. 

 

De gevoeligheid van elke PCR-reactie is afhankelijk van de efficiënte lysis van de 

schimmelcellen en de verwijdering van PCR-remmers uit het DNA. Schimmels hebben 

sterke celwanden die de lysis en het herstel van nucleïnezuren belemmeren. Een 

belangrijk aandachtspunt is ook het gebruik van DNA-extractiereagentia die vrij zijn van 

eventueel verontreinigende schimmelnucleïnezuren54. 

 

Sanger Sequencing 

 

Na de amplificatie van het geëxtraheerde DNA door een PCR-reactie kan de 

nucleotidesequentie van het DNA bepaald worden door Sanger Sequencing52. Hierbij 

dient het DNA waarvan de sequentie bepaald moet worden als matrijs voor de DNA-

synthese. De primers, gebruikt in de PCR-reactie, dienen als startpunt voor de synthese. 

Eén primer begint aan het 5’-uiteinde, de andere aan het 3’-uiteinde55.  

 

Het dubbelstrengig DNA wordt gedenatureerd (Figuur 7, stap 1 en 2). Vervolgens wordt 

het DNA met de primers en DNA polymerase over vier verschillende reactiebuizen 

verdeeld (Figuur 7, stap 3)56. De techniek is gebaseerd op de aanwezigheid van steeds 

één van de vier gelabelde dideoxynucleotide trifosfaten (ddNTP’s) in de reactiebuizen: 

ddATP, ddGTP, ddCTP of ddTTP (Figuur 7, stap 4)55,56. Afhankelijk van de aanwezige 

ddNTP worden de reacties A, G, C of T genoemd55.  
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Naast gelabelde ddNTP’s bevat iedere reactie ook niet-gelabelde deoxynucleotide 

trifosfaten (dNTP’s). Bij incorporatie van een dNTP blijft de synthese doorlopen, waar 

deze eindigt bij de incorporatie van een ddNTP door het ontbreken van een 3’-

hydroxylgroep (3’-OH). De ddNTP’s worden willekeurig geïncorporeerd waardoor er 

strengen ontstaan van verschillende lengtes (Figuur 7, stap 5)55,56. 

 

Vervolgens worden de strengen van iedere reactie overgebracht naar een 

polyacrylamidegel om gelelektroforese te ondergaan. Er ontstaat een bandenpatroon 

waaruit de DNA-sequentie kan afgeleid worden (Figuur 7, stap 6)56. 

 

 

Figuur 7: Het principe van Sanger Sequencing56. 
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4 Materiaal en methoden 
 

In een eerste luik werd onderzocht of de toevoeging van chitine aan potgrond een 

invloed heeft op de slagroei. Hiervoor werd een potproef opgezet waarbij zowel de plant 

fysiologische eigenschappen als de nutriëntenconcentratie van potgrond- en bladstalen 

onderzocht werden na vier en zeven weken groei. Voor de fysiologische eigenschappen 

werd zowel het vers en drooggewicht als het chlorofylgehalte van het blad bepaald 

(Figuur 8).  

De aanwezige concentraties aan chemische elementen zijn een belangrijke maatstaaf in 

het onderzoek naar de plantengroei57,58. Deze voedingsstoffen worden opgedeeld in 

macro- en micro-elementen. Onder de gemeten macro-elementen vallen stikstof, fosfor, 

kalium (K), calcium, magnesium (Mg). De gemeten micro-elementen omvatten ijzer (Fe) 

en chloor (Cl).  

In een tweede luik werd ook de rol van Mortierella binnen de chitine-cyclus nader 

bekeken. Er werd mycelium uit de chitinemengels geïsoleerd en opgegroeid. Aan de hand 

van screeningstesten en DNA gebaseerde methoden werden eigenschappen van deze 

schimmel onderzocht en gelinkt aan de chitine-cyclus (Figuur 8). 

 

 

 

 

4.1 Proefopzet 
 

Slaplanten werden gegroeid voor maximum zeven weken in individuele potten in een 

groeikamer met een zestien uur durende lichtperiode (18°C/12°C dag/nacht) en relatieve 

luchtvochtigheid van 70-80%.  

Figuur 8: Algemene workflow bacheloronderzoek (eigen werk). 
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In normale omstandigheden neemt de teelt van sla acht weken in beslag11. Door het 

ontstaan van een infectie met echte meeldauw op de planten werd echter beslist om de 

potproef één week vroeger dan gepland af te ronden.  

 

In totaal werden 40 slaplanten gegroeid, 20 in potten gevuld met zuivere potgrond 

(Saniflor beroepspotgrond, pH 4.5-7.0) en 20 in potten gevuld met 2% chitine (240 g/ 

12 kg potgrond) (Biolog Hepp GmbH (lot: 40200705)) aangereikte potgrond. Daarnaast 

werden ook per behandeling (geen – wel chitine) zes potten zonder plant meegenomen 

in het experiment.  

De slazaadjes (Gepelletiseerde botersla zaadjes (Lactucasativa sativa L. var. capitate 

“Alexandria”)) werden verkregen van Rijk Zwaan Distribution B.V. (De Lier, Nederland). 

Iedere pot (1350 mL) werd gevuld met 330 g potgrond of potgrond-chitinemengsel. 

 

Om variaties in de condities binnen de groeikamer uit te sluiten werden de planten 

wekelijks geroteerd (Figuur 9). 

 

 

Figuur 9: Wekelijkse rotatie van de proefopzet om variaties binnen de groeikamer uit te sluiten. 

 

Alle potten werden éénmaal per week op gelijk gewicht gezet zodat het waterverbruik 

tussen al dan niet behandelen kon opgevolgd worden. 

Na vier en zeven weken vond er een staalname plaats waarbij 26 potten werden 

weggehaald op een totaal gerandomiseerde manier: tien potten met chitinemengsel, tien 

controlepotten, drie potten zonder plant met chitinemengsel en drie controlepotten 

zonder plant. 
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4.2 Fysiologische parameters 

4.2.1 Slagroei 
 

Om het verschil in slagroei tussen behandeling en controle na te gaan werden de verse 

en droge biomassa (g) van de planten bepaald.  

Iedere plant werd net boven de wortel afgesneden en gewogen op een weegschaal (verse 

biomassa (g)). Vervolgens werden de planten gedroogd in droogzakjes in een droogstoof 

op 70°C gedurende 48 uur. Na droging werden de plantjes, uit de droogzakjes, nogmaals 

gewogen (droge biomassa (g)). 

  

4.2.2 Chlorofylgehalte 
 

Chlorofyl bevindt zich in de chloroplasten van planten waar ze de energie van het 

opgevangen licht gebruiken om via fotosynthese CO2 en water om te zetten naar 

koolhydraten en zuurstof (O). Een hoger chlorofylgehalte wijst op een betere groei van 

de plant en meer omzetting van CO2 59. 

Het chlorofylgehalte van elke plant werd gemeten met een Opti-sciences CCM-200 bij 

653 nm door steeds vijf bladeren te meten.  

 

4.3 Chemische analyses 

4.3.1 Bepaling nutriëntenconcentratie in potgrond 
 

Per behandeling en per tijdspunt werden er steeds vier biologische controles 

geanalyseerd. Ook een staal van de oorspronkelijke potgrond en het chitinemengsel 

werden meegenomen in de analyses (Bijlage I: Verdeling potgrondstalen voor bepaling 

van de nutriëntenconcentratie). 

 

Er werden waterextracten gemaakt van de potgrondstalen waarop vervolgens (1) de pH 

en elektrische geleidbaarheid (EC), (2) het waterextraheerbare koolstof- en (3) nitraat-

stikstof (N-NO3
-)- en ammonium-stikstofgehalte (N-NH4

+), en (4) de aanwezige zouten 

(Cl-, SO4
2-) werden bepaald.  

 

Waterextracten 

 

Extractie is een cruciale stap in de meeste chemische analyses. 

Het maken van waterextracten zorgt ervoor dat alle gewenste analyten in het 

teeltsubstraat overgebracht worden naar een vloeibare fase waarop verdere analyse kan 

plaatsvinden60. 
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Per staal werd 50 mL gewichtsequivalent afgewogen en overgebracht naar een 300 mL 

erlenmeyer waarna er 250 mL gedemineraliseerd water aan toegevoegd werd. Er werden 

drie referenties ter kalibratie meegenomen (18.9 g referentie +250 mL 

gedemineraliseerd water). Als procedureblanco werd 250 mL gedemineraliseerd water 

gebruikt. 

Alle erlenmeyers werden gedurende één uur op 165 rot/min bij 22±3°C geschud op een 

VKS-75 schudtoestel. Als laatste vond er een filtering plaats. De stalen, met uitzondering 

van de eerste 10 mL, werden over een cellulosefilter gegoten en opgevangen in plastic 

flessen. Omwille van de koolstofbepaling werden de cellulosefilters voorgespoeld met 

gedemineraliseerd water. Dit water werd niet opgevangen. 

 

De elektrische geleidbaarheid (EC) 

 

Uit de EC-waarde kan de ionen- en zoutconcentratie in de potgrond afgeleid worden61. 

De EC van ieder waterextract en de drie referenties werd bepaald met een Consort C832 

multi-parameter analyser. Na inbrengen van elektrode en temperatuursonde werd de EC 

afgelezen in µS/cm. 

 

Het waterextraheerbare koolstofgehalte 

 

Het waterextraheerbare koolstofgehalte werd direct na het maken van de waterextracten 

bepaald met ICP-OES Agilent Technologies 5110. Van ieder waterextract werd een kleine 

hoeveelheid overgebracht naar een plastic proefbuis en in het toestel geplaatst. Een 

standaardreeks (50 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm en 500 ppm) werd aangemaakt 

vanuit een stockoplossing 2000 mg C KH-ftalalaat. De resultaten werden bekeken bij de 

golflengte Quad_193. 

 

Het ammoniumgehalte 

 

Het ammoniumgehalte hangt samen met het waterextraheerbare koolstofgehalte, 

nitraatgehalte en de pH van de bodem.  

Met een San ++ Automated Wet Chemistry Analyzer/Continuous Flow analyser (CFA) van 

SKALAR werd het ammoniumgehalte bepaald in de waterextracten. 

Net zoals bij de bepaling van het koolstofgehalte werden proefbuisjes gevuld met een 

kleine hoeveelheid van de waterextracten en in de autosampler geplaatst. 
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Bepaling van de aanwezige zouten (Cl-, SO4
2-, NO3

-, N-NO3
-) 

 

De bepaling van de aanwezige zouten gebeurde met de Dionex ICS-3000. Er werd 8 mL 

van de waterextracten door een chromafil GF/P-45/25 filter in een glazen buisje 

gebracht. De glazen sample buisjes werden in een tray en vervolgens in het toestel 

geplaatst zodat analyse kon plaatsvinden.  

Er werden vijf standaarden (Tabel 1) en een blanco (gedemineraliseerd water) 

meegenomen. 

 

Tabel 1: Standaardreeks zoutenbepaling waterextracten. 

Standaard Concentratie Cl-, SO4
2-, 

NO3
- (mg/L) 

Concentratie N-NO3
- 

(mg/L) 
Stockoplossing 
(20 g/L) (µL) 

Aanlengen tot 
(mL) 

1 5 1.13 25 

100 

2 10 2.26 50 

3 50 11.3 250 

4 100 22.6 500 

5 200 45.2 1000 

 

Bepaling zuurtegraad 

 

Van ieder staal werd 20 mL gewichtsequivalent staal afgewogen en overgebracht naar 

een 200 mL beker waarna er 100 ml gedemineraliseerd water aan toegevoegd werd. Er 

werden drie referenties ter kalibratie meegenomen (7.6 g referentie met 100 mL 

gedemineraliseerd water). Alle bekers werden gedurende één uur op 165 rot/min bij 

22±3°C geschud op een VKS-75. Na schudding werd na twee uur rust de pH gemeten 

met een Consort C832 multi-parameter analyser.  

 

4.3.2 Bepaling nutriëntenconcentratie in bladstalen 
 

Naast de nutriëntenconcentratie in de potgrond werd ook de nutriëntenconcentratie in de 

bladstalen bepaald. Hiervoor werden de gedroogde bladeren per behandeling en tijdspunt 

vermalen en samengevoegd. Er waren dus telkens 3 herhalingen per behandeling en 

tijdspunt (Bijlage II: Verdeling bladstalen voor de bepaling van de 

nutriëntenconcentratie). 

 

Op de gemalen stalen werd het totale stikstofgehalte bepaald alsook de totale 

concentratie aan macro-elementen met ICP-OES. 
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Bepaling van het totale stikstofgehalte 

 

Het totale stikstofgehalte in de bladeren werd bepaald met de Thermo Fisher Flash 4000 

Nitrogen/Protein Analyzer. Van ieder staal werd er 250 mg in duplo afgewogen, verpakt 

in tinfolie (Tin disk 62 mm, 0.010 mm, 100x 25208019) en in het toestel geplaatst. Ter 

kalibratie werd een blanco (1 g zand), controle (100 mg EDTA) en referentie (500 mg 

IR_COMP_C_73) meegenomen in de analyse. 

 

Bepaling van de macro- en micro-elementen met ICP-OES 

 

In de bladeren werden de macro-elementen N, P, K, Ca, Mg en het micro-element Fe 

bepaald, samen met concentraties aan aluminium (Al) en natrium (Na). 

 

Om de elementen te kunnen bepalen met ICP-OES ondergingen de bladstalen een 

salpeterzuur (HNO₃) extractie. Hiervoor werd er 500 mg afgewogen van ieder bladstaal. 

De stalen werden gedurende zes uur verast in een moffeloven bij 450°C. Na deze 

verassing werden de stalen nogmaals gewogen. 

Vervolgens vond de HNO₃ extractie plaats. Aan ieder staal werd er 20 mL HNO₃ 

toegevoegd en overgebracht naar een 50 mL beker. De beker werd afgedekt met een 

horlogeglas en geïncubeerd in een warmwaterbad bij 95°C gedurende één uur. Daarna 

werden de stalen over een filter gegoten en opgevangen in een 100 mL maatkolf.  

Na spoeling van de filter met Milli-Q water werd de kolf aangelengd tot de maatstreep 

met eveneens Milli-Q water. Na zwenken van de stalen werd een kleine hoeveelheid 

overgebracht naar een plastic proefbuis en in het ICP-OES Agilent Technologies 5110 

toestel geplaatst voor concentratiemeting van de elementen. 

 

4.4 Statistische dataverwerking 
 

De fysiologische en chemische data werden verwerkt in RStudio (3.5.1 (2018-07-02)). 

Bij de fysiologische data werden de gemiddelden tussen controles en chitinebehandeling 

vergeleken. Alvorens een statistisch verschil na te gaan werd er getest of de 

fysiologische data (1) normaal verdeeld was aan de hand van een qqplot en (2) de 

varianties gelijk waren met behulp van een boxplot. 

A: Als de data normaal en homogeen was, werd de t-test toegepast. 

B: Als de data normaal en heterogeen was, werd de t-test voor ongelijke varianties 

gebruikt. 

C: Als de data niet normaal verdeeld en heterogeen was, werd er gebruikgemaakt van de 

Wilcoxon-rank sum test. 
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Individuele verschillen binnen de chemische data werden onderzocht met een general 

linear model. Verdere verschillen tussen behandeling en tijdspunt werden nagegaan met 

een Tukey Test met correctie volgens de Benjamini-Hochberg methode. 

 

4.5 Schimmelonderzoek  
 

Eerst werden schimmels geïsoleerd uit de potgrond met chitinemengsel (4.5.1). De 

taxonomische identificatie van deze schimmels gebeurde op basis van de DNA sequentie 

met behulp van Sanger Sequencing (4.5.2). Vervolgens werd de aanwezigheid van 

chitine afbrekende eigenschappen onderzocht met een screeningstest (4.5.3). 

 

4.5.1 Isolatie schimmels  
 

Om schimmels aanwezig in en op het chitinemengsel te isoleren werden er PDA met 

chlooramfenicol en MEA platen aangemaakt en gegoten. 

 

Voor de PDA platen met chlooramfenicol werd er 41 g PDA (Formedium, PDA0102, 

Hunstaton PE36 5JQ, England) aangelengd met 1 L gedemineraliseerd water.  

Na autoclaveren (121°C, vijftien minuten) en afkoelen werd er 100 mg chlooramfenicol 

(Fluka BioChemika, AG CH-9470 Buchs) per liter agar toegevoegd. 

 

De MEA platen werden aangemaakt door 15 g agar (Formedium, AGA03, Hunstaton PE36 

5JQ, England), 30 g moutextractagar (Biolife, V.le Monza, 20128 Milano-Italy) en 5 g 

peptone (Becton, Dickinson and Company, Sparks MD 21152 USA) aan te lengen met 1 L 

gedemineraliseerd water. Ook deze mengeling werd geautoclaveerd (121°C, vijftien 

minuten). 

 

Oppik mycelium en opvolging groei 

 

Tien dagen na de start van de potproef was er mycelium zichtbaar op de bovenkant van 

de potten met chitinemengsel (zowel met als zonder plant). Dit mycelium werd opgepikt. 

De oppik gebeurde in de groeikamer om de planten zo min mogelijk bloot te stellen aan 

extra stressfactoren. Met een gevlamde en afgekoelde entnaald werd éénmaal een beetje 

mycelium van iedere pot met chitinemengsel (26 potten) overgebracht naar een PDA met 

chlooramfenicol en naar een MEA plaat. De platen werden geïncubeerd bij 

kamertemperatuur (± 20°C) gedurende vijf dagen. 
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Om een morfologisch onderscheid te kunnen maken werd de gegroeide fungi na vijf 

dagen overgezet op een nieuwe PDA met chlooramfenicol en MEA plaat. Hiervoor werd er 

met een gevlamde en afgekoelde kurkboor een stuk mycelium uitgesneden. Dit stukje 

werd vervolgens met een gevlamde en afgekoelde entnaald overgebracht naar een 

nieuwe plaat. Ook nu werden de platen geïncubeerd bij kamertemperatuur (± 20°C) 

gedurende vijf dagen. 

 

Schimmels in de rhizosfeer  

 

Naast de schimmelpopulatie zichtbaar aan de bovenkant van de potgrond werd ook de 

schimmelpopulatie in de rhizosfeer onderzocht. 

 

Zowel na vier weken als na 7 weken werden de wortels van de planten, met nog een 

laagje aarde rond de wortels, overgebracht naar een falcontube gevuld met 25 mL 

fosfaatbuffer. Na vortexen werd de vloeistof over een 100 µm mesh-filter in een nieuwe 

falcontube gegoten. Van deze vloeistof werd 1 mL overgepipeteerd in een 2 mL 

Eppendorf tube. Hiervan werd een verdunningsreeks opgemaakt van 100 tot 105. Alle 

verdunningen werden uitgeplaat op PDA platen met chlooramfenicol. Na 40 uur incubatie 

werden de aanwezige sporen geteld.  

 

Single spore techniek 

 

Om een betrouwbare conclusie te kunnen trekken over de aanwezige fungus moet er 

gewerkt worden met pure schimmelculturen46.  

Hiervoor werd er een single spore techniek toegepast op één à twee schimmels per 

onderscheiden morfotype. 

De single spore techniek werd toegepast op mycelium opgepikt uit potten met plant 

gegroeid in chitinemengsel: potten één, vier, zes, acht en elf.  

Na vijf dagen incubatie werd er 5 mL steriel water toegevoegd aan een met schimmel 

begroeide PDA plaat met chlooramfenicol. Dit water werd verspreid over de hele 

oppervlakte van de plaat met een Drigalski om de aanwezige sporen los te maken. De 

vloeistof werd opgezogen en overgebracht naar een steriele Eppendorf tube. 

Na vortexen werd 10 µL van de vloeistof overgebracht naar een Bürckertelkamer. Beide 

kanten van de telkamer werden gevuld. Onder een microscoop werden negen kleine 

vierkantjes B van zowel de bovenste als onderste telkamer geteld. Vervolgens werd het 

gemiddeld aantal sporen per mL berekend (Figuur 10). 

 



41 

 

 

Figuur 10: Berekening aantal sporen per mL vloeistof aan de hand van de grootte van de getelde 

vierkantjes in de Bürckertelkamer46. 

 

De stockconcentratie was het aantal sporen/mL en mocht maximum 100 sporen 

bedragen om een goede single spore te laten doorgaan. Uit de stockconcentratie werd er 

bijgevolg een verdunning gemaakt tot 100 sporen per mL. 

Er werd 1 mL van deze verdunning overgebracht naar een nieuwe PDA plaat met 

chlooramfenicol. De vloeistof werd door voorzichtig zwenken over de volledige bodem 

verspreid. Vervolgens werd de plaat 24 uur geïncubeerd bij kamertemperatuur. 

Na deze incubatie waren een aantal van de 100 overgebrachte sporen ontkiemd. Eén 

spore werd onder de microscoop uitgesneden met een steriele naald en overgebracht 

naar een nieuwe PDA plaat met chlooramfenicol. Ook deze plaat werd geïncubeerd bij 

kamertemperatuur gedurende vijf dagen.  

 

Daarnaast werd er ook een spore uitgesneden van drie platen geënt met 

controlerhizosfeer en drie platen geënt met chitinerhizosfeer. Ook deze sporen werden 

overgebracht op een nieuwe PDA plaat met chlooramfenicol voor taxonomische analyse.  

 

In totaal werden elf stalen (zes rhizosfeerstalen en vijf stalen uit de bovenkant van de 

potgrond) geselecteerd voor verdere taxonomische analyse.  

 

4.5.2 Taxonomisch onderzoek 

 

De taxonomische identificatie van de geïsoleerde schimmels gebeurde op basis van de 

ITS-sequentie met behulp van Sanger Sequencing. Hiervoor werd het DNA eerst 

geëxtraheerd met daaropvolgend een PCR. 

 

 

 

Legende: 

 

Volume volledige telkamer (= 9 x A): 3 mm x 3 mm x 0.1 mm = 
0.9 mm³ = 0.9 µl (x1.11 voor 1 µl)  
Volume groot vierkant (A): 1mm x 1 mm x 0.1 mm = 0.1 
mm³ = 0.1 µl (x10 voor 1 µl)   
Volume klein vierkant (B): 0.25 mm x 0.25 mm x 0.1 mm = 0.00625 
mm³ = 0.00625 µl (x160 voor 1 µl) 
Volume klein vierkant (C): 0.2 mm x 0.2 mm x 0.1 mm = 0.004 
mm³ = 0.004 µl (x 250 voor 1 µl)  
Volume heel klein vierkant (D): 0.05 mm x 0.05 mm x 0.1 mm = 
0.00025 mm³ = 0.00025 µl (x 4000 voor 1 µl) 
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DNA extractie 

 

Een stukje fungus gegroeid uit de single spore werd overgebracht naar 5% vloeibaar V8 

medium en schuddend geïncubeerd bij kamertemperatuur gedurende vijf dagen. 

Vervolgens werd er een pellet gemaakt van de schimmel door deze over een filter 

(Whatman filter papers 1, 47mm Ø Cat No 1001-047) te brengen. De filter werd op een 

filtertoestel met vacuümpomp gelegd. Het vloeibare medium met hierin schimmel werd 

over de filter gegoten. Het vloeibare medium liep door de filter en de schimmel bleef als 

een pellet achter op de filter. Met een gekromde pincet werd de schimmel van de filter 

geschraapt en overgebracht naar een steriele Eppendorf tube. 

 

Aan de Eppendorf tube met schimmel werden twee steriele beads toegevoegd. De 

Eppendorf tube werd ondergedompeld in vloeibare stikstof en in een Mix Miller (Retsch 

MM301 Westburg, Leusden, Nederland) geplaatst gedurende 30 seconden. Er ontstond 

een poeder waarop verdere DNA extractie uitgevoerd werd. 

 

De Nucleospin® Plant II kit (Bijlage III: Nucleospin® Plant II kit) werd gebruikt voor de 

DNA extractie waarbij het protocol van de provider gevolgd werd. Hierin werden de cellen 

opeenvolgend gelyseerd, gefiltreerd, DNA gebonden op een filter en gewassen. Het DNA 

werd uiteindelijk geëlueerd in 50 µL elutiebuffer.  

 

PCR, opzuivering en Sanger Sequencing 

 

De ITS regio’s ITS1 en ITS2 worden vaak gebruikt om fungi op genus- en soortniveau te 

onderscheiden50.  

De ITS regio’s uit het geëxtraheerde DNA werden geamplificeerd via PCR. 

De concentratie van het geëxtraheerde DNA ligt idealiter tussen 1 en 5 ng/µL62. 

Hiervoor werd de concentratie van het geëxtraheerde DNA bepaald met Nanodrop (ND-

1000 Spectrophotometer, ISOGEN Life Science). Na spoelen met Milli-Q water werd er 

1.5 µL DNA op het toestel gebracht en de concentratie gemeten. Vervolgens werd het 

DNA verdund tot 5 ng/µL. 

 

Er werd een PCR reeks aangemaakt voor elf stalen. Dit gebeurde steeds in drievoud. Als 

FWD en REV primer (10 µM) werden respectievelijk ITS1 en ITS4 gebruikt (Tabel 2).  
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Tabel 2: Samenstelling PCR mix 

36 stalen C volume   pipet 

H2O 712.8 µl P1000 

2x DreamTaq MasterMix 990.0 µl P1000 

Primer FWD(10 M)   ITS1 39.6 µl P100 

Primer REV(10 M)    ITS4 39.6 µl P100 

 

Per reeks werd er 45 µL PCR mix per staal toegevoegd aan een PCR epje. Als laatste stap 

werd er aan ieder epje 5 µL verdund DNA toegevoegd. Als negatieve controle werd 5 µL 

Milli-Q water gebruikt. 

 

De epjes werden in de S1000 Thermal Cycler Bio Rad geplaatst, waarbij specifiek de ITS-

regio werd geamplificeerd met het volgende programma: 

 

1x           5’          95°C 

35x        30”         95°C 

   30”       53°C 

    1’             72°C 

1x          5’              72°C 

 

Na afkoelen werden de geamplificeerde stalen op een NuSieve® GTG® Agarose gel 2,5% 

(Bijlage IV: Aanmaak NuSieve® GTG® Agarose gel) gebracht. De gel liep 70 minuten op 

100 V. 

 

De bandjes op ongeveer 500-700 bp werden uitgesneden met een scalpel. Vervolgens 

vond een gelopzuivering plaats met de SmartPure Gel Kit® (Bijlage V: SmartPure Gel 

Kit®: gelopzuivering). 

 

Na de opzuivering werd de concentratie van het opgezuiverde product nogmaals bepaald 

met Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer, ISOGEN Life Science). 

 

De stalen werden opgestuurd naar Genewiz® (Bodman-Ludwigshafen, Duitsland) voor 

Sanger Sequencing. Hiervoor werd het DNA van het opgezuiverde product verdund tot 30 

ng/µL.  

In een Eppendorf tube werden steeds 5 µL 5 µM FWD primer en 5 µL verdund 

opgezuiverd DNA samengevoegd. In een andere Eppendorf tube werd er 5 µL 5 µM REV 

primer samengebracht met 5 µL verdund opgezuiverd DNA. 

Beide Eppendorf tubes werden opgezonden voor Sanger Sequencing. 
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Taxonomische analyse 

 

Taxonomische analyse werd uitgevoerd met de DNA sequenties verkregen via Sanger 

Sequencing. 

De sequenties werden geblast via NCBI BLAST Nucleotide BLAST (Optimize for Highly 

similar sequences (megablast)). 

Op basis van de BLAST resultaten, werden met het programma MEGA7 de sequenties 

gealigneerd samen met gekende sequenties van Mortierella63 via Muscle. Vervolgens 

werden verschillende fylogenetische bomen opgemaakt om de fylogenetische afstand 

tussen de verschillende schimmels te bepalen. 

 

4.5.3 Onderzoek naar chitinase-activiteit 

 

Om na te gaan of de geïsoleerde schimmels ook in staat zijn om chitine af te breken via 

de chitinase pathway werd de chitinase-activiteit bestudeerd. 

Dit gebeurde aan de hand van een groeimedium met colloïdaal chitine als enige 

koolstofbron. Broomcresolpaars werd gebruikt als pH-indicator. Bij aanwezigheid van 

chitinase-activiteit vond er een kleuromslag plaats48. 

 

Het chitinase-detectiemedium werd aangemaakt door 0.3 g MgSO4.7H2O, 3.0 g 

(NH4)2SO4, 2.0 g KH2PO4, 1.0 g citroenzuurmonohydraat, 15 g agar, 200 µL Tween-80, 

4.5 g colloïdaal chitine en 0.15 g broomcresolpaars op te lossen in 1 L gedemineraliseerd 

water. De pH werd aangepast tot 4.7. Daarna werd de bodem geautoclaveerd (121°C, 

vijftien minuten) en na afkoelen gegoten. 

 

De schimmels gegroeid uit de single spores werden op de platen gezet en geïncubeerd bij 

kamertemperatuur. De schimmel Trichoderma werd gebruikt als positieve controle48. Als 

negatieve controle werden ongeënte platen gebruikt. De groei en eventuele kleuromslag 

werd dagelijks opgevolgd.  
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5 Resultaten en discussie 
 

Op basis van vorige resultaten op aardbei, wordt er verwacht dat de toevoeging van 2% 

chitine aan potgrond de groei van sla kan promoten. Deze groeipromotie zou gelinkt zijn 

met een stijgende minerale stikstofconcentratie in de potgrond en opname door de 

slaplant7,8,21. 

Om deze groeipromotie te testen op sla, werden de fysiologische parameters van de 

plant (5.1) en chemische nutriënten van de potgrond en plant gemeten (5.2). In een 

tweede luik werd gekeken hoe deze groeipromotie in verband staat met het verschijnen 

van mycelium op de potgrond na chitine toevoeging (5.3).  

 

5.1 Groeipromotie van sla door chitine toevoeging 

5.1.1 Verse en droge biomassa van de plant 
 

Het verschil in verse en droge biomassa door chitine toevoeging aan potgrond werd 

nagegaan na vier en zeven weken groei van sla. 

Na vier weken is er visueel een klein verschil zichtbaar tussen de controleplanten en 

planten gegroeid in de chitinemengsel. Het verschil in groei tussen de controle en 

behandelde planten wordt duidelijker naarmate de potproef vordert (Figuur 11). 

 

  

Figuur 11: Verschil in groei tussen controle (1A,2B) en chitinebehandeling (1B,2A) na vier weken 

(1) en zeven weken (2) groei. 

 

Het kleine verschil na vier weken wordt niet teruggezien in de verse of droge biomassa. 

Na zeven weken zorgt chitine toevoeging aan potgrond echter voor een duidelijke stijging 

in de slagroei (p-waarde = 3.884e-08 vers gewicht; p-waarde = 6.988e-06 drooggewicht) 

(Figuur 12). 
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Figuur 12: Het effect van chitinebehandeling op de biomassa: A: Verse biomassa (g); B: Droge 

biomassa (g). 

 

5.1.2 Verse en droge biomassa van de wortel 

 

Bij grotere planten worden ook grotere wortels verwacht aangezien planten hun 

voedingsstoffen voornamelijk opnemen via de wortels57,58. Dit blijkt bij de toevoeging van 

chitine echter niet zo te zijn. Gedurende de hele teelt zijn de wortels van de 

controleplanten dikker en meer verspreid in de potgrond. De wortels van de slaplanten 

uit de chitinepotten hebben één duidelijke hoofdwortels en meerdere fijne vertakkingen 

(Figuur 13).  
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Figuur 13: Verschil in wortelgroei tussen chitinebehandeling (A) en controleplanten (B). 

 

De plant neemt overduidelijk veel voedingsstoffen op zonder een grote inspanning te 

moeten leveren in wortelontwikkeling (Figuur 13; Figuur 14). De toevoeging van chitine 

zou in de eerste plaats een direct effect kunnen hebben en de wortelgroei remmen. 

Anderzijds kan de hogere concentratie aan nutriënten in de potgrond er ook voor zorgen 

dat planten minder energie moeten steken in hun wortelproductie. 

 

 

Figuur 14: Het effect van chitine op het verse wortelgewicht (g). 
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5.1.3 Gemiddelde watergift 

 

Er zijn studies die aantonen dat de aanwezigheid van veel schimmels in potgrond de 

potgrond waterafstotend kan maken64. Een waterafstotend teeltsubstraat heeft een 

negatief effect op de plantengroei door de minder goede opname van voedingsstoffen en 

door watergebrek65. 

Het chitinemengsel vertoont duidelijke aanwezigheid van schimmels. Desondanks heeft 

dit geen effect op de gemiddelde watergift voor de potten zonder plant (Figuur 15, A). De 

verwachte groeipromotie wordt dus niet geremd door de aanwezigheid van schimmels in 

de potgrond. De toevoeging van chitine aan potten met plant geeft daarentegen wel een 

groter waterverbruik (Figuur 15, B). Dit hangt echter samen met de toegenomen verse 

biomassa van de plant in vergelijking met de controleplanten (Figuur 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Het aanpassen van het percentage chitine kan een afwijkend effect geven op de slagroei. 

Een hoger percentage aan chitine veroorzaakt mogelijks een grotere biomassatoename 

van schimmels. De aanwezigheid van een overvloed aan schimmels zou uiteindelijk wel 

een waterafstotend effect in de potgrond kunnen veroorzaken, wat een negatief effect 

kan hebben op de plantengroei. Hierdoor zouden de positieve effecten van chitine 

onderdrukt kunnen worden.  

Figuur 15: Het effect van chitinebehandeling op de gemiddelde watergift. A: potten 

zonder plant; B: potten met plant. 
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Door in toekomstig onderzoek te werken met verschillende concentraties aan chitine in 

een potproef kan er vastgesteld worden welk percentage zorgt voor de grootste 

groeibevordering zonder remming door schimmels. Op deze manier kan een optimalisatie 

van de teelt met chitine gecreëerd worden. 

 

5.1.4 Chlorofylgehalte 
 

Een hoger chlorofylgehalte in de bladeren wijst op een betere groei van de plant en meer 

omzetting van CO2 59. De slaplanten gegroeid in het chitinemengsel hebben zowel na vier 

als na zeven weken een hoger chlorofylgehalte in hun bladeren (Figuur 16). 

De slaplanten vertonen dus een grotere fotosynthese waardoor hun groei toeneemt. Dit 

bevestigt nogmaals dat chitinetoevoeging resulteert in een groeipromotie van de 

plant7,21. 

 

 

Figuur 16: Het effect van chitine op het gemiddelde chlorofylgehalte. 
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5.2 Nutriëntenconcentraties en opname in de sla na behandeling 

met chitine 
 

Om de fysiologische waarnemingen te ondersteunen werden er chemische analyses 

uitgevoerd op de slaplanten en de potgrond. Er wordt verwacht dat onder andere een 

verhoogde minerale stikstofconcentratie in de potgrond een invloed heeft op de 

stikstofopname door de planten en de groeipromotie7,27. 

 

In de bladstalen is er voornamelijk een duidelijk significant verschil in 

stikstofconcentratie (Tabel 3). De controleplanten bevatten beduidend minder stikstof. 

Ook in de potgrondstalen ligt de concentratie aan nitraat-stikstof significant hoger bij de 

chitineplanten (Tabel 4). 

Dit bevestigt dat er tijdens de afbraak van chitine minerale stikstof wordt vrijgesteld in 

de potgrond27. Stikstof bevordert de groei van planten door de celdeling en -strekking te 

stimuleren alsook de groeiperiode te verlengen. Tijdens de celdeling groeit de plant door 

de stijging in aantal cellen. Bij de celstrekking nemen de bestaande cellen meer vocht op 

wat eveneens zorgt voor een grotere plant. Planten hebben ook stikstof nodig voor het 

aanmaken van chlorofyl. Stikstof beïnvloedt zo eveneens de fotosynthese. Daarnaast is 

stikstof een bouwelement voor eiwitten en DNA66. Deze extra stikstofbron kan bijgevolg 

een stimulans zijn voor de plantengroei (Figuur 12). 

 

Naast de stikstofconcentratie vertonen ook de fosfor- en magnesiumgehaltes een 

significant verschil tussen de controleplanten en planten gegroeid in het chitinemengsel 

(Tabel 3). 

Fosfor speelt een rol bij de ademhaling van de plant, de ontwikkeling van het 

wortelstelsel, de bloei en de zaadvorming. Fosfor speelt dus net zoals stikstof een rol bij 

de plantengroei67. 

De controleplanten bevatten meer fosfor. Fosfor vormt bij deze planten het belangrijkste 

element in de plantengroei. Fosfor lijkt echter een minder groot effect op de plantengroei 

te hebben in vergelijking met stikstof.  

 

De gebruikte chitine bezit geen hoge concentratie magnesium (199,8 mg/kg absolute 

droge stof (ADS)) (Bijlage VI: Samenstelling pure chitine). Toch worden er hoge 

concentraties magnesium teruggevonden in de bladstalen van slaplanten gegroeid in het 

chitinemengsel. In de potgrond zal de toevoeging van chitine zorgen voor een vrijstelling 

aan magnesium. Het achterliggende mechanisme en de bron van magnesium moet nog 

verder onderzocht worden.  
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Magnesium vormt een belangrijk onderdeel van de bladgroenkorrels58. De hogere 

magnesiumconcentraties zijn dus gelinkt aan het verhoogde chlorofylgehalte (Figuur 16). 

Een magnesiumgebrek veroorzaakt geelverkleuring van de oudste bladeren58. Dit is 

visueel terug te zien bij de controleplanten (Figuur 11). 

 

Verder vertonen de bladstalen uit de chitinebehandeling na zeven weken een hogere 

concentratie aan natrium. Dit wijst meestal op droogtestress. Natrium is geen 

noodzakelijk element in de plantengroei. Hoge concentraties aan natrium kunnen zelfs 

een negatieve invloed hebben op de plantengroei68. 

De concentratie natrium hangt ook samen met de EC waarde in de potgrond61,68. Deze is 

steeds ongeveer dubbel zo hoog bij de potgrondstalen van chitinemengsels in 

vergelijking met de controles (Tabel 4). 

De toevoeging van chitine verhoogt dus het zoutgehalte in de bodem. Deze hogere 

zoutconcentraties veroorzaken vervolgens een grotere waterbehoefte. De verhoogde 

watergift bij planten behandeld met chitine is dus mogelijks niet alleen het gevolg van de 

grotere biomassa maar ook een reactie op de hogere zoutconcentraties. 

Dit wijst echter niet op waterafstotende eigenschappen van de bodem aangezien de 

potten zonder plant geen verschil vertonen in hun watergift. 

 

De overige elementen vertonen geen significant verschil. Chitinetoevoeging beïnvloedt de 

concentraties aan deze elementen bijgevolg amper tot niet. 

Het duidelijke verschil in biomassa is dus voornamelijk het gevolg van de verhoogde 

stikstofconcentratie. 
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Tabel 3: Elementenconcentraties in de gedroogde bladstalen. 

Tijdspunt (weken) 4 7 

Stalen Controle  Chitine  Controle  Chitine  

Al_totaal (g/kg ADS) 0.08 ±0.03 (a) 0.05 ±0.01 (a) 0.04 ±0.00 (a) 0.05 ±0.01 (a) 

Ca_totaal (g/kg ADS) 11.82 ±0.12 (a,b) 14.46 ±1.21 (c) 10.70 ±0.48 (a) 12.75 ±0.37 (b,c) 

Fe_totaal (g/kg ADS) 0.27 ±0.11 (a) 0.32 ±0.09 (a) 0.24 ±0.06 (a) 0.14 ±0.05 (a) 

K_totaal (g/kg ADS) 81.31 ±4.43 (b) 84.88 ±1.40 (b) 48.00 ±1.65 (a) 49.62 ±4.53 (a) 

Mg_totaal (g/kg ADS) 3.64 ±0.14 (b) 5.06 ±0.45 (c) 2.92 ±0.14 (a) 5.81 ±0.12 (d) 

Na_totaal (g/kg ADS) 1.54 ±0.08 (a) 1.43 ±0.12 (a) 1.62 ±0.08 (a) 4.97 ±0.60 (b) 

P_totaal (g/kg ADS) 8.10 ±0.26 (d) 5.28 ±0.38 (c) 4.35 ±0.13 (b) 2.78 ±0.16 (a) 

N-totaal (%N ADS) 3.76 ±0.09 (b) 6.00 ±0.10 (d) 1.54 ±0.02 (a) 4.30 ±0.06 (c) 

Droge stof (%) 4.65 ±0.22 (a) 4.79 ±0.09 (a) 8.74 ±0.07 (c) 6.11 ±0.15 (b) 
 

In de potgrondstalen met chitine valt eveneens de verhoogde concentratie aan stikstof 

op in de vorm van NO3
-. De hoeveelheid stikstof in de vorm van NH4

+ is echter 

verwaarloosbaar in alle stalen (Tabel 4). 

Afbraak van chitine leidt tot de vorming van NH4
+. De aanwezigheid van 

ammoniumoxideerders zorgt voor een omzetting van het aanwezige NH4
+ in het 

chitinemengsel tot NO3
-. Dit is positief voor de plant aangezien NH4

+ in hogere 

concentraties giftig kan zijn voor de plant, wat niet het geval is voor NO3
-. Daarnaast 

wordt stikstof in de vorm van NO3
- makkelijker opgenomen door planten69. Veel 

meststoffen bevatten meer stikstof in de vorm van NH4
+ dan onder de vorm van NO3

- 

(70/30%)70.  

Door chitinetoevoeging aan NH4
+- rijke bodems kan een mogelijks verhoogde omzetting 

naar NO3
- onderzocht worden. Een tijdsreeks met wekelijkse staalnames kan daarnaast 

meer inzicht geven in hoe snel dit proces verloopt.  

De aanzienlijke verhoging van de concentratie NO3-N na chitinetoevoeging (Tabel 4) 

vormt een extra positief punt van dit hernieuwbare materiaal, maar er dient wel rekening 

gehouden te worden met deze N-vrijstelling bij het toevoegen van andere meststoffen. 

Dit om overbemesting en N-verliezen te beperken. 
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De hoge concentratie NO3
- heeft ook een positief effect op de magnesiumopname71. Meer 

magnesium zorgt voor meer chlorofylactiviteit58 en stikstof stimuleert de plantengroei66. 

De samenwerking van deze elementen veroorzaakt dus een synergetisch effect op de 

plantengroei. 

  

Tabel 4: Elementenbepaling in de potgrondstalen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tijdspunt 
(weken) 

Stalen 
Cl (mg/L 

substraat) 

NH4-N 
(mg/L 

substraat) 

NO3-N (mg/L 
substraat) 

SO4 (mg/L 
substraat) 

C (mg/L 
substraat) 

pH-H2O 
(pH) 

EC (µS/cm) 

0 

Controle 
initieel 24.80 (a) 0 (a) 48.60 (a,b) 234.30 (a,b) 451.65 (d) 7.24 (b,c,d) 310.00 (a,b) 

Chitine 
mengeling 

initieel 24.60 (a) 82.3 (b) 117.70 (b,c) 207.40 (a) 654.60 (e) 7.50 (e) 453.00 (a,b,c) 

4 

Controle 
met plant 

50.18 ±12.92 
(a,b) 0 (a) 11.55 ±5.81 (a) 

316.23 ±34.67 
(a,b) 

371.08 ±12.31 
(c) 

7.36 ±0.01 
(d,e) 

286.00 ±29.13 
(a) 

Chitine 
met plant 

48.80 ±8.60 
(a,b) 0 (a) 

203.93 ±31.35 
(d) 

268.68 ±12.08 
(a) 

322.01 ±18.36 
(a,b) 

7.02 ±0.09 
(a) 

552.50 ±45.54 
(c,d) 

Controle 
zonder 
plant 

49.13 ±3.06 
(a,b) 0 (a) 

42.53 ±3.01 
(a,b) 

286.53 ±20.30 
(a,b) 

343.48 ±21.43 
(b,c) 

7.23 ±0.03 
(b,c) 

343.33 ±18.77 
(a,b) 

Chitine 
zonder 
plant 

46.33 ±6.93 
(a,b) 

0.17 ±0.29 
(a) 

273.77 ±11.81 
(e) 

262.70 ±51.11 
(a) 

298.30 ±12.80 
(a) 

6.91 ±0.01 
(a) 

667.00 ±47.57 
(d,e) 

7 

Controle 
met plant 

61.13 ±13.67 
(a,b,c) 0 (a) 5.23 ±4.02 (a) 

357.53 ±35.71 
(a,b) 

336.95 ±12.31 
(b,c) 

7.38 ±0.02 
(d,e) 

295.00 ±23.11 
(a) 

Chitine 
met plant 

65.55 ±6.53 
(b,c) 

0.08 ±0.15 
(a) 

160.43 ±22.81 
(c,d) 

493.48 ±47.50 
(c) 

361.46 ±6.69 
(c) 

7.14 ±0.04 
(b) 

578.75 ±48.71 
(c,d) 

Controle 
zonder 
plant 

86.77 ±10.63 
(c) 0 (a) 36.63 ±5.35 (a) 

410.83 ±92.35 
(b,c) 

341.90 ±11.61 
(b,c) 

7.30 ±0.06 
(c,d) 

421.00 ±55.68 
(b) 

Chitine 
zonder 
plant 

69.97 ±8.44 
(b,c) 0 (a) 

292.60 ±31.28 
(e) 

303.67 ±47.67 
(a,b) 

285.68 ±3.05 
(a) 

6.91 ±0.02 
(a) 

745.33 ±70.09 
(e) 
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5.4 Het effect op de schimmelpopulatie bij behandeling met chitine 
 

Chitine is zeer slecht wateroplosbaar. Een effect op de plantengroei kan dus pas 

plaatsvinden na afbraak door chitinolytische organismen33. 

Recente studies hebben uitgewezen dat er een aanzienlijke stijging is in de aanwezigheid 

van Zygomycota na chitinetoevoeging8. Mortierella behoort tot de Zygomycota en speelt 

mogelijks een belangrijke rol in de afbraak van chitine23.36. 

 

5.4.1 Morfologisch onderscheid 

 

Alle potten met chitinemengsel vertonen na tien dagen witte myceliumvorming op de 

bovenkant van het chitinemengsel. Op de controlepotten wordt dit mycelium niet 

zichtbaar teruggevonden (Figuur 17).  

 

 

Figuur 17: Zichtbaar mycelium boven de potten met chitinemengsel tien dagen na de start van de 
potproef. A: pot met plant; B: pot zonder plant; C: controleplant. 

 

Na opkweken op MEA en PDA platen met chlooramfenicol lijkt de schimmel morfologisch 

op Mortierella (Figuur 18)36. Er zijn ondertussen bijna 100 Mortierella species 

beschreven63. Deze species vertonen vaak een lichte verscheidenheid aan morfologie72,73. 

Het typische bloemenpatroon wordt wel steeds teruggevonden36. 

 

Verschillende species hebben ook verschillende eigenschappen23,36,37,38. Het is daarom 

interessant om een morfologisch onderscheid te maken in de opgekweekte schimmels. 

De focus van deze bachelorproef ligt immers op de rol van Mortierella in de chitinecyclus.  
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Figuur 18: Morfologisch uitzicht van de schimmels opgepikt uit chitinemengsels. 

 

Na vijf dagen incubatie bij kamertemperatuur is er steeds een mooi bloemenpatroon 

zichtbaar. Er worden twee morfotypes per soort plaat (PDA-MEA) onderscheiden. Binnen 

de morfotypes wordt er nog een verdere opdeling gemaakt in subtypes (Figuur 19). 

 

 

Figuur 19: Opdeling in morfotypes op basis van uitzicht na vijf dagen incubatie op 

kamertemperatuur. A: morfotype 1 met 2 subtypes op MEA; B: morfotype 2 met 2 subtypes op 

MEA; C: morfotype 1 met 3 subtypes op PDA; D: morfotype 2 met 2 subtypes op PDA. 

 

Ter bevestiging worden alle schimmels nogmaals overgeënt op PDA met chlooramfenicol 

en MEA platen. Na vijf dagen incubatie bij kamertemperatuur vindt nogmaals een 

morfologische opdeling plaats. Op de MEA platen is er geen duidelijk onderscheid meer 

mogelijk. Aan de hand van de PDA met chlooramfenicolplaten is een morfologische 

onderverdeling wel haalbaar. Ditmaal worden bepaalde schimmels echter ingedeeld in 

een ander morfotype (Bijlage VII: Morfologische indeling fungi op PDA met 

chlooramfenicolplaten).  
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De onderverdeling op basis van morfologie is dus niet consequent of betrouwbaar. Dit 

wordt bevestigd in andere studies. De morfologie van Mortierella lijkt onderhevig aan 

cultuurcondities. Dit heeft ervoor gezorgd dat traditionele op morfologie gebaseerde 

classificaties verworpen zijn63.  

Onderscheid tussen verschillende species Mortierella wordt idealiter gemaakt aan de 

hand van de ITS-regio’s74.  

 

5.4.2 Schimmelpopulatie in de rhizosfeer 
 

De microbiële samenleving in de rhizosfeer zal onderzocht worden door middel van 

amplicon sequencing. Deze methode en de bijhorende resultaten zullen niet verder 

besproken worden in deze bachelorproef. 

Om toch deels een besluit te kunnen trekken over de verschillen in de microbiële 

samenleving worden controle- en chitinerhizosferen uitgeplaat op PDA platen met 

chlooramfenicol. Na 40 uur incubatie worden de aanwezige sporen geteld (Bijlage VIII: 

Resultaat sporentelling van controle- en chitinerhizosfeeruitplatingen). 

 

In de chitinerhizosferen zijn de sporen telbaar bij een verdunning van 10-2 à 10-3. Bij de 

controlerhizosferen is dit pas bij een verdunning van 100 à 10-1. Dit betekent dat er bij 

benadering tien keer zoveel schimmels aanwezig zijn in potgrond na chitinetoevoeging. 

 

Visueel is dit ook duidelijk zichtbaar. De platen geënt met chitinerhizosferen vertonen 

een overvloed aan schimmelsporen (Figuur 20 A: linksboven en rechtsonder; B: rechts).  

In de controlerhizosfeer zijn er daarentegen meer bacteriën dan schimmels aanwezig 

(Figuur 20 A: rechtsboven en linksonder; B: links).  

 

 

Figuur 20: Uitzicht rhizosfeeruitplating na 40 uur incubatie (A) en na één week incubatie (B). 
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5.4.3 Taxonomische annotatie 

 

De sequenties van de elf geïsoleerde stalen worden gebruikt voor verdere taxonomische 

annotatie.  

De geïsoleerde schimmels uit de bovenkant van de potgrond worden na BLASTEN van de 

sequenties verkregen via Sanger Sequencing allen geïdentificeerd als Mortierella hyalina 

(100% ID en 100% coverage). 

Bij de chitinerhizosferen worden twee schimmels eveneens geïdentificeerd als Mortierella 

hyalina. Eén schimmel wordt geïdentificeerd als Geomyces pannorum.  

Bij de controlerhizosferen wordt slechts éénmaal Mortierella hyalina teruggevonden. De 

twee overige schimmels worden geïdentificeerd als Umbelopsis isabellina. 

 

De sequenties van drie schimmels (chitine vier, chitine vier rhizosfeer en chitine acht) 

zijn minder betrouwbaar wegens de aanwezigheid van een homopolymere regio in de 

ITS-regio. De homopolymere regio bestaat uit een reeks adenines. Door de opeenvolging 

van dezelfde base voegt het Taqpolymerase te weinig basen toe tijdens de replicatie. Dit 

wordt ook slipping genoemd. In een ITS regio ontstaat hierdoor een shift in de sequentie. 

Een mogelijke oplossing is het gebruik van een chemisch aangepaste Taqpolymerase en 

een hogere annealingstemperatuur. Ook de denaturatietijd zou verlengd moeten 

worden75. 

Omwille van de homopolymere regio worden deze sequenties uit de alignments en 

fylogenetische bomen gehouden. 

 

Wagner et al. hebben in hun studie een dataset gemaakt die meer dan 400 large subunit 

(LSU)- en ITS-sequenties van Mortierella bevatten. Hierbij is Mortierella hyalina 

onderverdeeld in groep zeven – gamsii63. Om een beter beeld te krijgen in de 

fylogenetische diversiteit van de stammen wordt een fylogenetische boom opgesteld van 

de verkregen sequenties en de ITS-sequenties van groep zeven. Hierbij vind een 

opsplitsing plaats tussen de schimmelsequenties uit de bovenkant van potgrond (Figuur 

21) en de schimmelsequenties geïsoleerd uit de rhizosfeer (Figuur 22).  
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Figuur 21: Fylogenetische boom van de uit de bovenkant van de potgrond geïsoleerde schimmels 

en Mortierella’s uit groep 7. Maximum Likelihood, bootstrap 100, partial deletion. 

 

Met uitzondering van de schimmel geïsoleerd uit pot elf hebben de schimmels een 

identieke ITS-sequentie. Deze resultaten bevestigen nogmaals dat morfologisch 

onderscheid niet betrouwbaar is. De schimmels zijn immers onderverdeeld in een ander 

morfotype. 
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Figuur 22: Fylogentische boom van de rhizosfeerschimmels en Mortierella's uit groep 7. Maximum 

likelihood, bootstrap 100, partial deletion. 

 

De ITS-sequentie van chitine 20 rhizosfeer lijkt identiek aan deze van chitine één en zes 

(Figuur 21). De Mortierella hyalina aanwezig in controle rhizosfeer vier heeft echter een 

andere ITS-sequentie. 

 

Aangezien er slechts drie rhizosfeersequenties per behandeling zijn, kunnen deze 

resultaten niet als statistisch betrouwbaar aanzien worden. Toch geven de sporentelling 

en DNA analyse al een klein inzicht in het microbiële verschil in de rhizosfeer na 

chitinetoevoeging.  
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Mortierella hyalina 

 

Mortierella hyalina staat bekend als bio-controle stam bij Arabidopsis. Deze specifieke 

species koloniseert de wortels van Arabidopsis wat leidt tot een groeipromotie bij de 

plant76.  

Tot nu toe is het niet geweten of Mortierella hyalina ook de groei van sla kan bevorderen. 

Dit kan worden nagegaan door een steriele plantenproef op te stellen. Hiervoor moet een 

steriel slazaadje opgegroeid worden in steriele bodem of potgrond. Aan deze bodem 

wordt vervolgens zuivere Mortierella hyalina toegevoegd. Aan de hand van steriele 

controleplanten kan het verschil in groei opgevolgd worden. 

Als extra element kan ook direct een mogelijks synergetisch effect met chitine worden 

opgespoord. Dit kan gebeuren door aan bepaalde steriele planten naast Mortierella 

hyalina ook steriele chitine toe te voegen. Een extra controle hierin kan ingevoerd 

worden door ook planten te laten groeien met steriele chitine zonder Mortierella hyalina 

(Figuur 23). 

Om statistisch betrouwbare resultaten te genereren is het belangrijk dat er gewerkt 

wordt met voldoende planten per conditie. De limiet zou op minstens 20 planten per 

conditie moeten liggen. 

Het verschil in fysiologische parameters en chemische elementen kan duidelijkheid 

scheppen in hoever de groeipromotie gaat. 

 

 

Figuur 23: Voorbeeld proefopzet voor eventueel vervolgonderzoek (eigen werk). 
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5.4.3 Chitinase-activiteit van Mortierella 

 

Naast het taxonomisch onderzoek word er ook getest of de schimmel in staat is om 

chitine af te breken via de chitinase pathway (Figuur 2). 

Slechts twee single spores (chitine vier en chitine acht) vertonen een minimale chitinase-

activiteit (Figuur 24). De sequenties van deze schimmels vertonen echter ook een 

homopolymere zone in hun ITS-regio. Dit maakt hun taxonomische annotatie minder 

betrouwbaar. Het is mogelijk dat deze schimmels tot een andere species van Mortierella 

behoren. Om dit te kunnen onderzoeken moet het genoom van de schimmel volledig 

gesequeneerd worden. 

 

 

Figuur 24: Resultaat chitinase activiteit Mortierella hyalina na twee weken incubatie bij 

kamertemperatuur. A: chitine vier; B: chitine 8; C: Trichoderma; D: ongeënt. 

 

De overige schimmels vertonen echter geen chitinase-activiteit ondanks dezelfde 

groeibevordering bij de planten. Mortierella hyalina breekt chitine mogelijks via een 

andere weg af, bijvoorbeeld via de chitine deacetylase pathway. Dit kan nagegaan 

worden door een enzymanalyse23. 
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6 Conclusie 
 

Om de milieu- en klimaatimpact van de glastuinbouw te minimaliseren zoekt het Horti-

BlueC project naar goede en duurzame alternatieven voor gewasbeschermingsmiddelen 

en kunstmeststoffen2. 

Vormt chitine, de belangrijkste component in schaaldierafval, een interessant alternatief 

substraatadditief in de glastuinbouw?  

Eerder onderzoek heeft reeds uitgewezen dat chitine zorgt voor een groeipromotie bij 

aardbeiplanten7. In deze bachelorproef wordt aangetoond dat dit positieve effect ook te 

zien is bij sla. Deze groeipromotie is gelinkt aan een stijging in de minerale 

stikstofconcentratie. De verhoogde stikstofconcentratie is in de potgrond bijna uitsluitend 

terug te vinden onder de vorm van NO3
-. NO3

- wordt door planten makkelijker 

opgenomen dan NH4
+ 69. Chitinetoevoeging zorgt dus voor een betere opname van 

stikstof door de planten. Daarnaast heeft NO3
- een positief effect op de 

magnesiumopname71. De verhoging van magnesium beïnvloedt vervolgens weer de 

chlorofylactiviteit58. Al deze elementen versterken samen de groei van de plant.  

Ook de aanwezigheid van Mortierella na chitinetoevoeging wordt terug vastgesteld8. De 

fungus werd gedefinieerd als Mortierella hyalina. In Arabidopsis is dit species beschreven 

als groeipromotor76. Het specifieke effect op slaplanten en de rol van deze fungus in de 

chitinecyclus moet echter nog verder onderzocht worden. Dit zou kunnen aan de hand 

van een steriele plantenproef. Hierbij zou het effect van Mortierella zonder en met 

chitinetoevoeging op de plant onderzocht kunnen worden.  

Ondanks de negatieve effecten bij de chitinase test, wordt verwacht dat Mortierella 

hyalina een rol speelt bij de afbraak van chitine uit schaaldierafval. Dit zou betekenen dat 

in de steriele plantenproef chitinetoevoeging zonder Mortierella geen tot amper effect zou 

hebben op de planten. Chitine moet immers eerst afgebroken worden vooraleer er 

positieve effecten kunnen optreden33. Deze conditie zou dus ook uitgetest kunnen 

worden in de plantenproef. 

Aan de hand van de huidige resultaten kan er besloten worden dat chitinetoevoeging 

zeker een positief effect heeft op de groei van sla. Deze groeistimulatie is het gevolg van 

een stijging in voornamelijk de stikstof- en magnesiumconcentratie alsook in de 

chlorofylactiviteit. Chitine vormt zo een interessant alternatief voor de vele toevoegingen 

van kunstmeststoffen in de glastuinbouw. Aangezien chitine eerst afgebroken moet 

worden door chitinolytische organismen is ook de rhizosfeer microbiële samenleving zeer 

belangrijk. Hierin lijkt Mortierella, specifiek Mortierella hyalina, een mogelijke rol te 

spelen. De exacte rol moet echter nog verder onderzocht worden.  
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Bijlagen 
Bijlage I: Verdeling potgrondstalen voor bepaling van de 

nutriëntenconcentratie 
 

Staal Naam 

Tijdspunt 

(weken) 

Controle initieel Controle initieel 
0 

Potgrond + chitine initieel Potgrond + chitine initieel 

Controle pot 15 T1 Controle 1 

4 

Controle pot 3 T1 Controle 2 

Controle pot 17 T1 Controle 3 

Controle pot 4 T1 Controle 4 

Chitine pot 7 T1 Chitine 1 

Chitine pot 8 T1 Chitine 2 

Chitine pot 4 T1 Chitine 3 

Chitine pot 12 T1 Chitine 4 

Controle 4 zonder plant T1 Controle zonder plant 1 

Controle 1 zonder plant T1 Controle zonder plant 2 

Controle 6 zonder plant T1 Controle zonder plant 3 

Chitine 6 zonder plant T1 Chitine zonder plant 1 

Chitine 1 zonder plant T1 Chitine zonder plant 2 

Chitine 3 zonder plant T1 Chitine zonder plant 3 

Controle pot 8 T2 Controle 1 

7 

Controle pot 1 T2 Controle 2 

Controle pot 12 T2 Controle 3 

Controle pot 16 T2 Controle 4 

Chitine pot 13 T2 Chitine 1 

Chitine pot 1 T2 Chitine 2 

Chitine pot 9 T2 Chitine 3 

Chitine pot 15 T2 Chitine 4 

Controle 3 zonder plant T2 Controle zonder plant 1 

Controle 2 zonder plant T2 Controle zonder plant 2 

Controle 5 zonder plant T2 Controle zonder plant 3 

Chitine 4 zonder plant T2 Chitine zonder plant 1 

Chitine 2 zonder plant T2 Chitine zonder plant 2 

Chitine 5 zonder plant T2 Chitine zonder plant 3 

Referentie IR_SUB_D_113 
/ 

Gedemineraliseerd water Blanco 
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Bijlage II: Verdeling bladstalen voor de bepaling van de 

nutriëntenconcentratie. 
 

Staal Naam Tijdspunt (weken) 

Chitine 2,4,8 T1 Chitine 1 

4 

Chitine 5,7,11 T1 Chitine 2 

Chitine 12,17,20 T1 Chitine 3 

Controle 3,4,5 T1 Controle 1 

Controle 7,11,15 T1 Controle 2 

Controle 9,17,19 T1 Controle 3 

Chitine 1,3,6 T2 Chitine 1 

7 

Chitine 9,10,13 T2 Chitine 2 

Chitine 14,15,19 T2 Chitine 3 

Controle 1,2,13 T2 Controle 1 

Controle 6,12,18 T2 Controle 2 

Controle 8,14,16 T2 Controle 3 
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Bijlage III: Nucleospin® Plant II kit 
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Bijlage IV: Aanmaak NuSieve® GTG® Agarose gel 
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Bijlage V: SmartPure Gel Kit®: gelopzuivering 
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Bijlage VI: Samenstelling pure chitine 
 

Staal Chitine 

pH-H2O (pH) 8.80 

EC (µS/cm) 157 

NO3-N (mg/L 
substraat) 

< 5.0 

NH4-N (mg/L substraat) < 5.0 

SO4 (mg/L substraat) 26.0 

P_totaal (mg/kg ADS) 528.0 

K_totaal (mg/kg ADS) 56.7 

Mg_totaal (mg/kg ADS) 199.8 

Ca_totaal (mg/kg ADS) 2019.0 

Na_totaal (mg/kg ADS) 1077.2 

Fe_totaal (mg/kg ADS) 143 

Al_totaal (mg/kg ADS) 34.50 

Ntotaal (%N ADS) 7.049 

DS (%) 91.6 
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Bijlage VII: Morfologische indeling fungi op PDA met 

chlooramfenicolplaten 
 

26/okt PDA+AB  31/okt PDA + AB 

Morfotype 1 

Subtype 1 CHZ1  

Morfotype 1 

Subtype 1 

CH1 

Subtype 2  CH1  CH5 

Subtype 3 

CH5  CH6 

CH6  CH17 

CH9  CH18 

CH18  

Subtype 2 

CH2 

Morfotype 2 

Subtype 1 

CH2  CH4 

CH3  CHZ1 

CH4  CHZ5 

CH8  

Subtype 3 

CH7 

CH10  CH8 

CH13  CH9 

CH15  CH10 

CH16  CH11 

Subtype 2  

CH7  CH12 

CH11  CH13 

CH12  CH15 

CH14  CH16 

CH17  CH19 

CH19  CH20 

CH20  CHZ2 

CHZ2  CHZ3 

CHZ3  CHZ4 

CHZ4  CHZ6 

CHZ5  Morfotype 2 Subtype 1 
CH3 

CHZ6  CH14 
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Bijlage VIII: Resultaat sporentelling van controle- en 

chitinerhizosfeeruitplatingen  
 

         

Potten Grootte  Vak 10⁰ 10ˉ¹ 10ˉ² 10ˉ³ 10ˉ⁴ 10ˉ⁵ 

Chitine 2 Groot D ∞ ∞ 12 4 1 0 

Chitine 4 Klein A ∞ ∞ 26 6 0 0 

Chitine 7 Groot F ∞ ∞ 47 1 0 0 

Chitine 17 Groot C ∞ ∞ 14 3 0 0 

Chitine 18 Middel E ∞ ∞ 42 3 1 0 

Chitine 20 Groot E ∞ ∞ 16 1 0 0 

                  

Controle 3 Groot E ∞ 5 0 0 0 0 

Controle 4 Middel C ∞ 15 1 0 0 0 

Controle 5 Klein F ∞ 16 2 0 0 0 

Controle 9 Klein B ∞ 6 1 0 0 0 

Controle 15 Klein D ∞ 20 4 0 0 0 

Controle 19 Middel A ∞ 17 4 1 0 0 

 

 

         

Potten Grootte  Vak PDA of PDA+AB 10⁰ 10ˉ¹ 10ˉ² 10ˉ³ 10ˉ⁴ 

Chitine 1 E Middel PDA ∞ ∞ 10 0 0 

Chitine 3 B Groot PDA + AB ∞ ∞ 60 5 0 

Chitine 9 C Groot PDA + AB na ∞ 25 2 0 

Chitine 10 F Middel PDA ∞ ∞ 21 3 0 

Chitine 15 D Middel PDA ∞ ∞ 13 1 0 

Chitine 16 A Groot PDA + AB ∞ ∞ 82 3 0 

                  

Controle 1 C Klein PDA 23 5 1 0 0 

Controle 6 B Klein PDA + AB 87 6 2 0 0 

Controle 8 E Klein PDA 10 7 0 0 0 

Controle 13 A Groot PDA ∞ 4 0 0 0 

Controle 14 D Klein PDA + AB ∞ 30 4 0 0 

Controle 20  F Klein PDA + AB na na 0 0 0 

 

  



 

 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

 

 


