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Woord vooraf
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doorzettingsvermogen combineert met een kritische evaluatie. Het was echt een plezier om met
haar samen te mogen werken en tijdens de pauzes via haar kennis te maken met de wondere wereld
van bijen, politiek en Vive La Féte. Dankzij haar steun en begrip heb ik mijn klierkoorts dit jaar net op
tijd kunnen overwinnen en ben ik zowel op wetenschappelijk als op persoonlijk viak erg gegroeid in
het laatste jaar van mijn studie. Ik wens haar dan ook alle geluk toe met het verder verloop van haar
doctoraat en leven. Verder zou ik ook mijn familie willen bedanken: dank aan mijn vier grootouders
die altijd supporterden en vaak meer geloof hadden in mijn capaciteiten dan ikzelf; dank aan mijn
ouders voor hun onvoorwaardelijke liefde en steun en om mij de kans te geven om naar de
universiteit te gaan. Dank ten slotte ook aan Lize, Rosanne en Heleen om mij door de school- en

uniefjaren heen te verrijken met hun vriendschap.

Ik ben zeer verheugd met het eindresultaat van mijn masterproef en ik hoop van harte dat de lezer
evenveel plezier heeft aan het lezen van de resultaten, als ik had tijdens de uitvoering van de

experimenten.



Samenvatting

Wortelknobbelnematoden (WKN) zijn obligate parasieten die het merendeel van de hogere planten
kunnen infecteren en hierdoor een globale schade van miljarden dollars veroorzaken. Door het
verbod op vele chemische nematiciden, is er dringend nood aan milieuvriendelijke alternatieven om
nematoden te bestrijden. In deze masterproef werd aan de hand van twee experimenten onderzocht
of het behandelen van tomatenplanten (Solanum Lycopersicum L. cv. Marmande) met
methyljasonaat (MelA) als defensie-elicitor effectief is voor de bestrijding van de wortelknobbel-
nematode Meloidogyne incognita. Hiervoor werd het effect van MelA op de plantenparameters
(scheutlengte, scheutgroei, relatieve scheutgroei, vers en droog scheut-, wortel- en totaalgewicht) en
nematodenparameters (galindex, aantal nematoden, juvenielen, adulten en eimassa’s) bestudeerd.
In het eerste experiment werd nagegaan of de frequentie van de behandeling invloed had op het
bestrijdingseffect van MelA. In het tweede experiment werd gecontroleerd of de inoculatiedensiteit
de effectiviteit van MelJA als defensie-elicitor kon beinvloeden. Beide experimenten toonden echter
dat MelA geen negatieve invloed had op de nematodenparameters en dat een wekelijkse spray de
planten zelfs toegankelijker maakte voor meer nematoden. Nochtans zijn er wel indicaties dat MeJA
zorgde voor de inductie van een systemische defensie. Zo werd bijvoorbeeld een groeireductie van
de bovengrondse plantendelen waargenomen die onder meer werd toegeschreven aan een trade-off
tussen groei en defensie. Deze groeireductie uitte zich als een daling van de scheutlengte en de
(relatieve) scheutgroei of als een verlaging van het scheutgewicht. Een mogelijke verklaring voor het
ontbreken van een bestrijdingseffect van MelJA, is dat de geinoculeerde M. incognita zich heeft
aangepast tot een populatie die resistent geworden is voor de genproducten van de geinduceerde
defensiegenen. Een andere mogelijkheid is dat de nematode de geinduceerde defensiegenen
uitschakelt. Verder werden ook regressieanalyses uitgevoerd, waarbij goede lineaire correlaties
gevonden werden tussen het verse en droge scheut-, wortel- en totaalgewicht. Er bleek daarentegen
een zwakke logaritmische correlatie te bestaan tussen de galindex en het aantal eimassa’s, zeker
wanneer per inoculatiedensiteit gekeken werd. Het is daarom belangrijk om bij nematoden-
experimenten zowel de galindex als het aantal eimassa’s te beschouwen. Tot slot werd ook een
regressieanalyse uitgevoerd van het aantal eimassa’s ten opzichte van de inoculatiedensiteit. Hierbij
werd een matig logaritmisch verband waargenomen, wat een illustratie bleek te zijn van de grote
variabiliteit die er bestaat voor plant-WKN interacties. Ook in het algemeen werd een grote spreiding
van de data waargenomen. Ondanks de veelbelovende literatuur in verband met de bestrijding van
WKN'’s via defensie-elicitoren, is er nood aan bijkomend onderzoek om o.a. te bepalen in welke
cultivars wortelknobbelnematoden bestreden kunnen worden via MeJA en hoe duurzaam die

elicitor-geinduceerde defensie is.



Abstract

Root-knot nematodes (RKN) are obligate parasites that are capable of infecting the majority of the
higher plants and thereby cause an overall loss of billions of dollars. Due to the banning of many
chemical nematicides, there is an urgent need for environmentally friendly alternatives to control
nematodes. This master thesis examined whether the treatment of tomato plants (Solanum
Lycopersicum L. cv . Marmande) with methyl jasomonate (MelA) as a defense elicitor is effective for
fighting the root knot nematode Meloidogyne incognita. To accomplish this, the effect of MelA on
plant parameters (shoot length, shoot growth, relative shoot growth, fresh and dry shoot, root and
total weight) and nematode parameters (gall index, number of nematodes, juveniles, adults and egg
masses) was studied in two experiments. The first experiment examined whether the frequency of
treatment had an influence on the nematode controlling effect of MelJA. The second experiment
studied whether the inoculation density could influence the effectiveness of MelJA as a defense
elicitor. However, both experiments showed that MelJA had no negative impact on nematode
parameters and that a weekly spray made the plants even more accessible to nematodes.
Nevertheless there were signs that MelA resulted in the induction of a systemic defense. For
example, a growth reduction of the above-ground parts of the plants was observed, which was,
among other things, due to a trade-off between growth and defense. This growth reduction was
expressed as a decrease in shoot length and (relative) shoot growth, or as a lowering of the shoot
weight. A possible explanation for these observations is that the inoculated M. incognita has
adjusted itself to a population that has become resistant to the gene products of the induced
defense genes. Another possibility might be that the nematodes are able to turn off the induced
defense genes. Furthermore, regression analyses were performed, which showed a good linear
correlation between the fresh and dry shoot, root and total weight. On the other hand, there
appeared to be a weak logarithmic correlation between the gall index and the number of egg masses,
especially when only one inoculation density was considered. It is therefore important to consider
both the gall index and the number of egg masses when performing experiments with nematodes.
Finally, a regression analysis of the number of egg masses relative to the inoculation density was
carried out, wherein a moderate logarithmic relationship was observed. This illustrated the great
variability that exists within plant-RKN interactions. Also, in general, a large spread within the data
was observed. Despite promising literature about the protection of plants against RKN via defense
elicitors, there is need for additional research to determine in which cultivars RKN can be combated

by the use of MelJA and what the sustainability of this elicitor-induced defense would be.



Lijst met gebruikte afkortingen

ASM: acibenzolar-S-methyl

Avr-gen: avirulentiegen

BABA: B-aminoboterzuur

BTH: benzo-(1,2,3)-thiadiazool-7-carbothioaat-S-methyl

COI1: Coronatine-insensitive protein 1

ET: ethylene

Gl: galindex

GST: glutathion S-transferase

ISR: geinduceerde systemische resistentie (Engels: induced systemic resistance)
J1-J4: juveniele stadia 1-4 van de nematode

JA: jasmonaat

JA-lle: jasmonyl-isoleucine

JAZ: jasmonaat ZIM domein

MelA: methyljasmonaat

PI: proteinase inhibitor

PI’s: proteinase inhibitoren

PR-proteinen: pathogenesegerelateerde proteinen (Engels: pathogenesis related proteins)
R-gen: resistentiegen

SA: salicylzuur (Engels: salicylic acid)

SAR: systemisch verworven resistentie (Engels: systemic acquired resistance)
SCF: Skp, Cullin, F-box bevattend ubiquitine E3 ligase complex

WKN: wortelknobbelnematode

WKN'’s: wortelknobbelnematoden
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Context en doelstellingen

Wortelknobbelnematoden zijn plantparasieten die een zeer breed gastheerspectrum hebben en een
enorme economische schade veroorzaken. Dit maakt, gecombineerd met het verbod op vele
chemische nematiciden, dat er een grote en dringende noodzaak is aan milieu-vriendelijke manieren
om wortelknobbelnematoden te bestrijden. In vele experimenten uit de literatuur werd het gebruik
van methyljasmonaat (MelJA) als defensie-elicitor hiervoor doeltreffend bevonden. Er zijn echter nog
veel hiaten in de kennis over de precieze omstandigheden waarin MelA bescherming biedt en de
experimentele set-up die nodig is om deze bescherming te optimaliseren. Daarom is het doel van
deze masterproef om voor verschillende situaties na te gaan of MelA geschikt is voor de bestrijding
van wortelknobbelnematoden in tomatenplanten. Hiervoor zullen twee experimenten uitgevoerd
worden, waarin zowel aandacht besteed zal worden aan het effect van MeJA op de fysiologie van de
plant als aan de uitwerking van MeJA op de nematodenpopulatie. Meer concreet zullen de planten in
het eerste experiment eenmaal of wekelijks met MeJA behandeld worden, zodat bepaald kan
worden of de frequentie van de MeJA-behandeling een invloed heeft op het bestrijdingseffect. In het
tweede experiment zullen planten geinoculeerd worden met vier verschillende populatiegroottes
(100, 200, 350 of 1000 nematoden) om te controleren of de inoculatiedensiteit de werking van MelA

als defensie-elicitor kan beinvloeden.

In wat volgt zal de literatuurstudie een beschrijving geven van de levenswijze van wortelknobbel-
nematoden en hun interactie met de gastheer. Deze kennis is immers onontbeerlijk voor een juiste
interpretatie van bestrijdingseffecten. Verder zullen de mogelijke behandelingen tegen nematoden
besproken worden, met speciale aandacht voor het gebruik van defensie-elicitoren. Tot slot zal een
overzicht gegeven worden van wat voorheen over de bestrijding van wortelknobbelnematoden via
MelA verschenen is in de literatuur. Alle materialen en methoden om de experimenten binnen deze
masterproef uit te voeren, zullen weergegeven worden in het volgende hoofdstuk. Daarna zal een
overzicht van de resultaten gegeven worden. Vervolgens zal de interpretatie van deze resultaten
besproken worden. In het laatste hoofdstuk zal uiteindelijk een algemene bespreking volgen waarin
de belangrijkste bevindingen herhaald worden. Hier zal ook aangetoond worden welke nieuwe
inzichten en hypotheses de verkregen resultaten naar voren brengen en zullen ook interessante

pistes voor verder onderzoek geformuleerd worden.



A. Literatuurstudie

1. Inleiding tot nematoden

1.1 Nematoden: veelzijdige organismen

Er zijn meer dan 25 000 soorten nematoden beschreven en het belang van deze dieren is enorm. De
hoofdeigenschap die bijdraagt tot het onmiskenbare succes van nematoden is het feit dat ze in heel
diverse omgevingsomstandigheden kunnen overleven. De vrijlevende nematoden worden
teruggevonden in de meest uiteenlopende habitats: in bodem, zee- en zoetwater (Perry & Moens,
2011) en ze werden zelfs waargenomen in ijs op Antarctica (Cobb, 1914). Ongeacht hun habitat
hebben al deze nematoden een vrij gelijkaardige externe morfologie bestaande uit een wormvormig,
bilateraal symmetrisch, ongesegmenteerd lichaam. De meeste nematoden zijn minder dan 1 mm
lang en hebben een doorsnede tussen de 15 en 20 micrometer. Ondanks hun bijzonder eenvoudige
morfologie, kunnen enkele nematodenspecies succesvol een uitgebreid scala aan planten en dieren

koloniseren. Plantinfecterende nematoden worden ook wel 'aaltjes' genoemd (Perry & Moens, 2011)

1.2 Nematoden als parasieten

In deze masterproef zullen nematoden die planten parasiteren centraal staan en wordt er in het
bijzonder gefocust op wortelknobbelnematoden. Wortelknobbelnematoden (WKN’s) behoren tot het
genus Meloidogyne waarvan er 97 species beschreven zijn sinds juni 2009 (Castagnone-Sereno, et al.,
2013). De meeste Meloidogyne species hebben een zeer breed gastheerspectrum en zijn in staat om
bijna alle soorten bloeiende planten te infecteren (Perry & Moens, 2011). De vier belangrijkste
soorten van WKN’s zijn de tropische Meloidogyne incognita, M. arenaria en M. javanica en
vervolgens ook M. hapla, die in een gematigd klimaat leeft. Deze zijn samen met een aantal
opkomende species (vb. M. enterolobii en M. chitwoodi) verantwoordelijk voor grote oogstverliezen,
wat jaarlijks zorgt voor een globale schade van vele miljarden dollars (Bird, et al., 2003) (Koenning, et
al., 1999). Trudgill & Blok (2001) bestempelen M. incognita dan ook als “... the single most damaging
crop pathogen in the world”. Wat betreft de bestrijding van de wortelknobbelnematoden zijn er
twee knelpunten. Ten eerste moeten de telers ervan overtuigd geraken dat de problemen van hun
gewas veroorzaakt worden door microscopische plantparasieten. De WKN’s worden niet voor niets
'The Invisible Enemy' genoemd (Karmon, 2014). Ten tweede is er het verbod op vele chemische
bestrijdingsmiddelen als gevolg van nadelige milieueffecten. Het is dus absoluut noodzakelijk dat er
nieuwe strategieén voor de bestrijding van nematoden ontwikkeld en toegepast worden (Perry &

Moens, 2011). In deze masterproef zal er nagegaan worden of WKN’s te bestrijden zijn met defensie-



elictoren en dit wordt onderzocht aan de hand van experimenten bij de tomatenplant (Solanum

lycopersicum).

2. Wortelknobbelnematoden

2.1 Levenscyclus van de wortelknobbelhnematode

Afhankelijk van het species en de omgevingscondities neemt de levenscyclus van WKN’s twee tot
acht weken in beslag (Anamika, 2012) (Sharma & Triverdi, 1992) (Osunlola & Fawole, 2014). De
levenscyclus bevat vier juveniele stadia (J1 tot J4) en een adult stadium van mannetjes of eitjes-
producerende vrouwtjes (Figuur 1). Elk stadium wordt gescheiden van het voorgaande door een

vervelling waarbij de cuticula wordt vervangen (Wyss, et al., 1992).

J2-larven (ongeveer 400 pm lang en 15 um breed) dringen de wortels binnen ter hoogte van de
elongatiezone en bewegen zich tussen de ongedifferentieerde wortelcellen zonder zichtbare schade
te veroorzaken (Wyss, et al., 1992). Wanneer ze in de zone van protoxyleemontwikkeling gekomen
zijn, doorboren ze een aantal celwanden met hun speerachtige stiletten om een afscheiding uit de
slokdarm te injecteren. Zo wordt de vorming van de voedingsplaats geinduceerd waarna de
nematoden sedentair worden (Abad, et al., 2003) (Castagnone-Sereno, et al., 2013). Terwijl de
reuzencellen en gallen worden gevormd, neemt het lichaam van de juvenielen toe in grootte
naarmate deze zich meer voeden. Uiteindelijk worden de vrouwtjes rond en de mannetjes
wormvormig in het adulte stadium (Taylor & Sasser, 1978). De adulte vrouwtjes zouden ook als
appelvormig omschreven kunnen worden, wat de naamgeving Meloidogyne, Grieks voor ‘gevormd
als een appel’, verklaart (Perry, et al., 2009). De vrouwtjes zullen sedentair blijven, terwijl de
mannetjes terug motiel worden en uiteindelijk de plantenwortel verlaten (Castagnone-Sereno, et al.,

2013).

De vrouwtjes duwen eimassa’s, eitjes in een gelatineuze matrix, via de rectale klieren naar buiten. De
gelatineuze matrix bestaat uit een onregelmatig netwerk van glycoproteinen en dient ter
bescherming van de eitjes (Sharon & Spiegel, 1993). Het eitje zelf is cilindrisch en bestaat uit drie
lagen: een buitenste vitellinelaag, in het midden een chitinelaag en een binnenste glycolipidenlaag
(Eisenback & Hunt, 2009). Het uitkomen van de Meloidogyne juvenielen is in de eerste plaats
afhankelijk van de temperatuur. Bij welke temperatuur de eitjes uitkomen, verschilt naargelang de
Meloidogyne species ingedeeld wordt bij de thermofielen dan wel bij de cryofielen, die
onderscheiden worden op basis van hun vermogen om de lipide-fase-overgangen die optreden bij

10°C te overleven (Van Gundy, 1985). Thermofielen zoals M. javanica en M. exigua komen pas uit bij



temperaturen boven 15°C, terwijl cryofielen zoals M. chitwoodi en M. hapla al kunnen uitkomen bij

temperaturen beneden 10°C (Curtis, et al., 2009).
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Figuur 1: Levenscyclus van de wortelknobbelnematode (Nelson, 2013).

2.2 Herkenning van plantsignalen door de nematode

De nematode herkent signalen van de gastheer (‘lokstoffen’) via sensilla (Curtis, et al., 2009),
organen die door hun signaalreceptie een verbinding verzorgen tussen stimulus en gedrag. De
belangrijkste chemosensorische organen zijn gelegen in het hoofd en in de staart van de nematode
(Eisenback & Hunt, 2009). Perry (2005) deelt de lokstoffen die waargenomen worden via de sensilla
in als lange-afstand, korte-afstand en lokale lokstoffen. Lange-afstand lokstoffen zijn degene die
nematoden aantrekken naar de algemene wortelzone, bijvoorbeeld bodemgassen zoals CO,
(Robinson & Perry, 2006), de warmte die gegenereerd wordt in het metabolisch actieve gebied net
achter de worteltip en plantspecifieke verbindingen zoals wortelexudaten (Perry, 2005). Voorbeelden
van deze exudaten zijn: laag moleculaire verbindingen zoals fenolen, organische zuren, koolhydraten,
nucleotiden, vetzuren en sterolen, maar ook hoog moleculaire verbindingen zoals slijm dat bestaat
uit polysachariden en eiwitten (Curtis, et al., 2009). Korte-afstand lokstoffen brengen de nematoden
naar de wortels en lokale lokstoffen oriénteren ze naar de gewenste invasieplaats. Beide soorten
bestaan uit oplosbare en hoog moleculaire verbindingen (Perry, 2005). Componenten die
afgescheiden worden door micro-organismen zijn overvloediger aanwezig rond de wortels dan elders
in de bodem (Russell, 1985), ook deze kunnen het gedrag van nematoden dichtbij de wortels

beinvloeden (Curtis, et al., 2009)



2.3 Initiéle interactie tussen plant en WKN

Wanneer de nematode de wortel gevonden heeft, wordt het oppervlak verkend voor een geschikte
penetratieplaats (Curtis, et al., 2009). Invasie van nematoden blijkt vooral voor te komen rond
laterale toppen en gewonde weefsels (Prot, 1980). Zodra de nematode in de wortel is, nemen
verschillende secretieorganen deel aan de moleculaire interactie met de gastheer. Afscheidingen van
de cuticula zorgen voor de opbouw van een beschermlaag, waarschijnlik om de nematode te
verbergen voor de gastheer (Curtis, 2007). Bovendien scheiden wortelknobbelnematoden via de
cuticula antioxidant enzymen uit die de nematode kunnen beschermen tegen de snelle en
voorbijgaande productie van reactieve zuurstofspecies van de gastheer bij infectie (Jones, 2004). Er
wordt ook een glutathion S-transferase (GST) geproduceerd in de klieren van de keelholte en
afgescheiden door M. incognita. Het GST kan te maken hebben met de ontgifting van cytotoxische
verbindingen die ontstaan door de oxidatieve reactie van de plant (Dubreuil, 2007). Naast het
omzeilen van de verdedigingsmechanismen van de gastheerplant, moet de nematode
parenchymcellen van de wortel omzetten naar gespecialiseerde reuzencellen die de nematode van

voedingsstoffen zal voorzien voor de verdere ontwikkeling (Abad, et al., 2009).

2.4 Wijziging van de plantenwortels door WKN

Wortelknobbelnematoden zorgen dat hun gastheer specifieke voedingscellen ontwikkelt,
reuzencellen genaamd, die essentieel zijn voor hun groei en reproductie (Perry, et al., 2009) (Abad,
et al., 2009). Deze cellen zijn metabolisch zeer actief, met een dens cytoplasma dat vele
mitochondria, plastiden, ribosomen, maar ook een goed ontwikkeld Golgi-apparaat en een glad
endoplasmisch reticulum bevat (Figuur 2) (Castagnone-Sereno, et al., 2013). De voedingscellen
vergroten (tot 400 keer groter dan vasculaire wortelcellen) en worden multinucleair door synchrone
celdelingen zonder cytokinese (Jones, 1981). Wanneer de reuzencellen volledig gedifferentieerd zijn,

kunnen ze meer dan 100 polyploide kernen bevatten (Wiggers, 1990).

Figuur 2: Lengtedoorsnede van een aangetaste wortel met een adulte vrouwelijke nematode en vijf reuzencellen,

aangeduid met een asterisk (*) (Castagnone-Sereno, et al., 2013).



De hyperplasie en hypertrofie van cellen die de reuzencellen omgeven, leiden tot de typische
galvorming op de wortels (Figuur 3) (Jones, 1981). Het feit dat wortelknobbelnematoden van het
geslacht Meloidogyne duizenden plantensoorten kunnen infecteren, wordt wellicht verklaard
doordat ze sterk geconserveerde signaaltransductiewegen induceren die leiden tot

celcyclusactivering en essentiéle herschikkingen in de opbouw van het cytoskelet (Jammes, et al.,

2005).
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Figuur 3: Schematische voorstelling van een wortelgal (aangepast volgens (Kyndt, et al., 2014)).

2.5 Wijziging van de genexpressie in planten door WKN

De transformatie van parenchymcellen tot voedingscellen vereist veranderingen in de expressie van
een groot aantal genen. Jammes et al. (2005) toonde via een Arabidopsis transcriptoom microarray
aan dat 15% van de genen een significant verschil in expressie toonde tussen ongeinfecteerde en
geinfecteerde wortelweefsels. Dit grote aantal duidt aan hoe complex de ontstaanswijze van de
voedingsplaats is. De belangrijkste verandering in de genexpressie was de onderdrukking van genen

die verantwoordelijk zijn voor plantdefensiemechanismen (Jammes, et al., 2005).

2.6 Bovengrondse symptomen van een WKN-infectie

De vorming van wortelgallen leidt tot een continue verstoring van de nutriént- en wateropname via
het wortelstelsel, wat resulteert in zwakke planten en een lagere opbrengst (Castagnone-Sereno, et
al., 2013). WKN-infecties hebben dan ook vele nadelige effecten op de planten zoals dwerggroei,
vroege veroudering en in ernstige gevallen totaal verlies van het gewas. Deze schade veroorzaakt een

aanzienlijk inkomstenverlies bij de telers (Perry & Moens, 2011).
3. Biologie van het genus Meloidogyne

Een opmerkelijke eigenschap van WKN’s is hun uitermate grote diversiteit in reproductiewijzen.

Species van dit genus kunnen immers seksueel of via verschillende manieren van parthenogenese



(meiotisch of mitotisch) voortplanten (Chitwood & Perry, 2009). Mitotische parthenogenese of
apomixis is de meest voorkomende vorm van ongeslachtelijke voortplanting bij nematoden (Perry &
Moens, 2011). De meeste WKN’s, inclusief species die de landbouw veel schade toebrengen, zoals M.
incognita en M. javanica, vermenigvuldigen dan ook via mitotische parthenogenese. Er zijn ook
species die via amfimixis (seksuele voorplanting) kunnen voortplanten wanneer er mannetjes
aanwezig zijn en via meiotische parthenogenese in de afwezigheid van de mannetjes. De hoeveelheid
mannetjes is afhankelijk van de omgevingscondities: ze stijgt bij drukbevolkte condities en weinig
nutriénten (Triantaphyllou, 1985). Voor een overzicht van de nieuwe inzichten i.v.m. de diverse
voortplantingswijzen en de fylogenie van het genus Meloidogyne, wordt verwezen naar een

interessante review door Castagnone-Sereno, et al. (2013).
4. Behandelingen tegen nematoden

4.1 Landbouwpraktijken

Gewasrotatie is een vaak gebruikte methode om bodemziekten te voorkomen en kan ook een
effectieve aanpak vormen om wortelknobbelnematoden onder controle te houden (Nusbaum &
Ferris, 1973). Voor een doeltreffende gewasrotatie worden de gewassen die het meest winstgevend
zijn, maar gevoelig voor WKN’s, afgewisseld met gewassen die hier niet gevoelig voor zijn, maar
meestal ook minder winstgevend. Aangezien verschillende onkruiden kunnen dienen als alternatieve
gastheer voor WKN’s, moet gewasrotatie steeds gepaard gaan met onkruidbestrijding (Noling, 2012).
Een nadeel aan het systeem van gewasrotatie is het feit dat de keuze van alternatieve gewassen
beperkt is: vele van de meest effectieve gewassen dragen weinig bij aan het landbouwinkomen
(Nusbaum & Ferris, 1973) en de juiste apparatuur voor het kweken, oogsten en verwerken van de

gewassen ontbreekt (Noling, 2012).

Volgens Johnson & Campbell (1980) is het ploegen en niet bezaaien (braak laten liggen) van een veld
voor minstens een seizoen een efficiéntere methode om nematoden onder controle te houden in
vergelijking met gewasrotatie en het gebruik van een nematicide (Johnson & Campbell, 1980).
Tijdens de braakligging zijn er niet langer directe voedingsbronnen beschikbaar, waardoor de
nematoden uitgehongerd worden. Gewasrotatie en braakligging kunnen zeker hulp bieden bij de
bestrijding tegen WKN’s, maar zijn niet voldoende om een plantage volledig vrij van nematoden te

krijgen.



4.2 Chemische controle

Een alternatief op de controle via landbouwpraktijken is de controle via nematiciden: chemische

pesticiden die plantparasitaire nematoden doden.

4.2.1 Niet-fumigante nematiciden

De meeste niet-fumigante nematiciden zoals fenamifos, cadusafos en oxamyl (Giannakou &
Karpouzas, 2003) moeten gelijkmatig over de bodem verspreid worden zodat de nematoden die
aanwezig zijn rond de wortelzones van gewassen hiermee in contact komen (Noling, 2012). Niet-
fumigante nematiciden zijn alleen doeltreffend wanneer ze preventief worden toegediend: van zodra
er sprake is van wortelinfectie en plantaardige beschadiging zichtbaar is, is het niet meer mogelijk
om significante opbrengstverliezen volledig tegen te gaan (Stephan & Trudgill, 1983). Een nadeel van
de niet-fumigante nematiciden is dat ze toxisch zijn voor het zenuwstelsel, wat maakt dat ze ook

schadelijk zijn voor de mens en andere niet-doelwitorganismen (Kennedy, 1986).
4.2.2 Fumigante nematiciden

Methylbromide werd sinds de jaren 1950 toegepast als een fumigant nematicide (Noling & Becker,
1994) en is nog steeds de meest doeltreffende manier om WKN’s, plantenziekten en onkruid te
bestrijden (Porter, et al., 1999). Sinds 2005 is het echter niet meer toegestaan om methylbromide te
gebruiken omdat het een zeer toxisch gas is dat zorgt voor aantasting van de ozonlaag (Drewer, et
al., 2008), maar dat daarenboven ook de longen, het maag-darmkanaal, de huid en de hersenen van
telers kan beschadigen (de Souza, et al., 2013). Momenteel bestaat er geen enkel alternatief met een
werkzaamheid die evenwaardig is aan die van methylbromide (Noling, 2012). Een nematicide wordt
namelijk vaak op een redelijk grote afstand toegediend van de plaats waar het werkzaam moet zijn,
aangezien WKN’s verscholen zitten in de bodem of in plantenwortels. Daarbij komt nog dat het
oppervlak van de nematoden impermeabel is voor de meeste organische moleculen. Bijgevolg
moeten nematiciden behoorlijk giftig of vluchtig zijn om enig negatief effect te hebben op de
nematoden, waardoor het erg moeilijk is om milieuvriendelijke nematiciden te vinden (Chitwood,

2002).

4.3 Biocontrole

Een andere mogelijkheid om nematoden op een doelgerichte, milieuvriendelijke en voor mensen
onschadelijke manier te bestrijden, is via biocontrole: het inzetten van de natuurlijke vijanden om
een bepaald organisme onder controle te houden (Hokkanen, 2011). Een van de belangrijkste

potentiéle biologische bestrijdingsmiddelen tegen nematoden zijn nematofage schimmels. Deze
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schimmels vangen de nematoden met hun sporen of hyfen, produceren toxines of parasiteren de
nematoden-eitjes of vrouwtjes (Hyde, et al., 2014). De voornaamste bacteriéle antagonisten van

nematoden zijn Trichoderma spp. en Bacillus spp (Radwan, et al., 2012).

Naast nematofage schimmels en bacterién (directe antagonisten van nematoden) zijn er ook
indirecte antagonisten van nematoden zoals arbusculaire mycorrhiza fungi. Deze hebben een
positieve invloed op de plantengroei en defensie van hun gastheer en zorgen zo voor een reductie

van de schade bij infectie door WKN’s (Barea & Jeffries, 1995) (Talavera, et al., 2001).

Hoewel de resultaten van experimenten met biocontrole-agentia veelbelovend zijn, moet er nog heel
wat verder onderzoek gebeuren om de werkzaamheid in het veld te optimaliseren (Radwan, et al.,
2012). Momenteel zijn er nog geen commercieel verkrijgbare biologische bestrijdingsmiddelen die

met succes kunnen worden gebruikt tegen nematoden (Noling, 2012).

Een even milieuvriendelijk alternatief voor chemische nematiciden is het gebruik van

nematodenresistente planten.

4.4 Genetische resistentie

Planten hebben verschillende manieren ontwikkeld om invasie van pathogenen te detecteren en te
bestrijden. Een voorbeeld hiervan zijn de resistentiegenen (R-genen) waarvan de genproducten
rechtstreeks of onrechtstreeks interfereren met de effectoren die gecodeerd worden door
avirulentiegenen (Avr-genen) van pathogenen en die de herkennings- en defensiesystemen van de
plant proberen te verstoren. Flor (1971) was de eerste die deze genetische interactie tussen parasiet

en gastheer beschreef en het de naam ‘Gene-for-gene resistance’ gaf.

Mi-1 is het R-gen in tomaten dat zorgt voor resistentie tegen de drie WKN-soorten: M. arenaria, M.
incognita en M. javanica (Xu, et al., 2001). In de resistente planten gebeurt geen ontwikkeling van de
voedingscellen, maar vindt een hypersensitiviteitsrespons plaats: rond de invasieplaats of op de
plaats waar de reuzencellen normaal zouden ontstaan, sterven de plantencellen af. De J2's kunnen
hierdoor niet overleven in de wortel en sterven of migreren terug naar buiten (Paulson & Webster,

1972).

Er zijn een aantal resistente rassen op de markt, maar deze hebben slechts zelden het gewenste
effect als gevolg van de grote temperatuursgevoeligheid van het Mi-gen: resistentie verkregen door
het Mi-gen gaat verloren bij temperaturen hoger dan 28°C (Dropkin, 1969). Naast de moeilijkheden
met warmte-instabiliteit, zijn er ook problemen wat betreft de duur van de resistentie. Het

herhaaldelijk planten van resistente gewassen zorgt voor de selectie van Meloidogyne-populaties die



in staat zijn de resistentie van de planten te omzeilen. Zo blijkt bijvoorbeeld dat sommige virulente
nematodenpopulaties reeds in enkele jaren tijd de resistentie van de tomatenplanten kunnen

omzeilen (Eddaoudi, et al., 1997) (Kaloshian, et al., 1996) (Castagnone-Sereno, 2002) (Noling, 2012).

4.5 Controle via defensie-elicitoren

Rasspecifieke ‘gene-for-gene’-interacties worden onderscheiden van geinduceerde defensiereacties.
Geinduceerde defensie is de aspecifieke systemische resistentie die door een verscheidenheid aan
niet-specifieke componenten (‘defensie-elicitoren’) de natuurlijke plantdefensiemechanismen kan
opwekken (Bent, 2006). In deze masterproef zal het gebruik van defensie-elicitoren voor het
bestrijden van wortelknobbelnematoden onderzocht worden, hier zal in de volgende paragrafen dan

ook dieper op ingegaan worden.
5. Defensie van de plant tegen nematoden

5.1 Algemene plantendefensie

Planten hebben een hele reeks passieve en actieve defensiemechanismen om zich tegen aanvallen
van buitenaf te beschermen. Passieve verdedigingsmechanismen, zoals structurele barriéres en
reservoiren van antimicrobiéle componenten, zijn continu aanwezig in de plant. Voor de actieve
defensie is daarentegen de novo proteinesynthese vereist die gereguleerd wordt door complexe
signaaltransductiewegen waarin de moleculen salicylzuur (Salicylic Acid, SA), jasmonaat (Jasmonic
Acid, JA) en ethyleen (ET) centraal staan (Almagro, et al., 2009). Actieve resistentie wordt
geinduceerd wanneer de plant wordt aangevallen of geinfecteerd en wordt daarom ook wel

geinduceerde defensie genoemd (Hammerschmidt, 2007).

5.2 Geinduceerde defensie in planten

Volgens van Loon et al. (1998) is geinduceerde defensie “een fysiologische toestand van verbeterde
defensieve capaciteit, uitgelokt door specifieke stimuli uit de omgeving, waarbij de aangeboren
resistentie van de plant versterkt wordt tegen een eventuele volgende uitdaging”. De twee meest
beschreven vormen van geinduceerde resistentie zijn systemic acquired resistance (SAR) en induced
systemic resistance (ISR) (Vallad & Goodman, 2004). Zoals hun naam aangeeft, zijn beide
mechanismen systemisch: de weerstandrespons vindt plaats in een gedeelte van de plant dat
ruimtelijk gescheiden is van de plaats van inductie. Verder wordt systemische defensie gekenmerkt
door de niet-specifieke aard en de tijd die nodig is om te resistentie op te bouwen na inductie
(Hammerschmidt, 2007). Systemische resistentie wordt verworven op twee niveaus. Ten eerste

wordt een defensie opgewekt die continue aanwezig blijft in de systemisch geinduceerde weefsels.
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Een voorbeeld hiervan is de systemische accumulatie van pathogenesis related (PR) proteins die
bescherming bieden tegen invasie door pathogenen (Van Loon, 1997). Ten tweede kan er priming
van plantencellen gebeuren na inductie. Priming is de verbeterde capaciteit om cellulaire
afweerreacties te activeren, zodat de defensierespons sneller kan opstarten wanneer dit nodig is

(Conrath, et al., 2002).

Hoewel SAR en ISR leiden tot een gelijkaardige fenotypische respons, namelijk een verhoogde
defensieve capaciteit (Van Loon, et al., 1998), maken ze toch gebruik van verschillende
signaaltransductiewegen (Figuur 4). SAR kan zowel geinduceerd worden door micro-organismen
(biotische elicitoren) als artificieel door chemicalién (abiotische elicitoren) zoals SA, benzo-1,2,3-
thiadiazool-7-carbothioaat-S-methyl (BTH) (Sticher, et al., 1997), acibenzolar-S-methyl (ASM)
(Walters, et al., 2013), jasmonaat (Cooper, et al., 2005) en methyljasmonaat (Fujimoto, et al., 2011).
SAR wordt geassocieerd met de accumulatie van PR-proteinen en SA in de plant (Uknes, et al., 1992),
die beide nodig zijn voor een effectieve defensie (Vernooij, et al., 1994). ISR wordt geinduceerd door
plantengroei bevorderende rhizobacterién (PGPR) bijvoorbeeld soorten van Pseudomonas die geen
zichtbare schade aan de plantwortels veroorzaken (Van Loon, et al., 1998). Ook arbusculaire
mycorrhizenschimmels zijn in staat om ISR op te wekken (Pozo, et al., 2010). ISR gaat over het
algemeen niet gepaard met accumulatie van PR-eiwitten of salicylzuur, maar heeft reactiewegen
waarin JA en ET een centrale rol spelen (Pieterse, et al., 1996). SAR is effectief in een breder scala aan
plantensoorten dan ISR, dat maar te verkrijgen is door bepaalde micro-organismen bij specifieke

plantengenotypen (Yan, et al., 2002).
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Figuur 4: Schematische vergelijking tussen SAR en ISR. SAR kan zowel geinduceerd worden door biotische als door abiotische elicitoren

wanneer het bladoppervlak of de wortels hiermee in contact komen. SAR is afhankelijk van signalisatie via SA en wordt geassocieerd met
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de accumulatie van PR-proteinen. ISR wordt enkel geinduceerd wanneer de wortels in aanraking komen met een biotische elicitor. De

signalisatiepathway van ISR maakt gebruik van jamonaat en ethyleen (Vallad & Goodman, 2004).

5.2.1 Inducers van defensie

Zoals hierboven reeds aangehaald werd, kan SAR zowel door biotische als abiotische factoren
geinduceerd worden, dus zowel door pathogenen als door bepaalde chemische componenten
(Lawton, et al.,, 1996). In de volgende paragrafen zullen verschillende van deze chemische
componenten, ook defensie-elicitoren  genoemd, besproken worden met de nadruk op

methyljasmonaat.
5.2.2 Defensie-elicitoren

Defensie-elicitoren zijn macromoleculen die een structurele en/of biochemische defensierespons in
de plant kunnen induceren. Elicitoren worden ingedeeld volgens hun afkomst en moleculaire
structuur; dit wordt weergegeven in Figuur 5 (Thakur & Sohal, 2013). Plantencellen hebben
specifieke receptoren om de elicitoren te detecteren. Het herkenningssignaal wordt intercellulair
doorgegeven via bijvoorbeeld secundaire metabolieten en resulteert uiteindelijk in een verhoogde
expressie van genen die coderen voor defensiemolecules (Dixon, 1994) zoals reactieve
zuurstofspecies, celwandversterkende molecules en PR-proteinen (Benhamou, 1996).

Chemische Fysische
elicitoren elicitoren

Abiotische biotische
elicitoren: elicitoren

|- complexe gedefinieerde
samenstelling samenstelling

gistcelwand, llkoolhydraten m glycoproteinen
mycelium l
polysacchariden: [l peptiden: I_ . .
gluthation lipopolysacchariden C—Cyp
componenten:
aligosacchariden: I_ proteinen: jasmonaat,
galacturonides cellulase salicylzuur

Figuur 5: Indeling van de verschillende types plantenelicitoren (aangepast volgens (Thakur & Sohal, 2013))

celwand,
fungale
sporen

5.2.2.1 Defensie-elicitoren versus plantenziektes

Hieronder wordt een overzicht gegeven van enkele veel gebruikte defensie-elicitoren: BTH, ASM,
chitosan, BABA en (Me)JA. Tabel 1 bevat een samenvatting van experimenten waarin het negatieve

effect van deze elicitoren op verschillende plantpathogenen aangetoond wordt.
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Benzo-(1,2,3)-thiadiazool-7-carbothioaat-S-methyl (BTH) is een chemisch gesynthetiseerde
structurele analoog van SA (Thakur & Sohal, 2013) en is in staat om SAR te induceren in vele planten.
De ziekteresistentie wordt opgewekt doordat BTH de SAR-signaaltransductieweg ‘downstream’ van
de SA-accumulatie induceert. Dit wil zeggen dat BTH niet zorgt voor een verhoging van SA in de plant,
maar door zijn gelijkaardige structuur de werking ervan overneemt (Lawton, et al., 1996) (Friedrich,

et al., 1996).

Acibenzolar-S-methyl (ASM) is een afgeleide van BTH en wordt gecommercialiseerd door Syngenta, in
de Verenigde Staten onder de naam Actigard® en in Europa onder de naam Bion® (Mandal, et al.,
2008). ASM activeert, net als BTH, dezelfde defensierespons als SA bij SAR (Ryals, et al., 1994). ASM-
geinduceerde defensie zorgt op die manier voor de verhoogde activiteit van defensie-enzymes en

een verhoging van de fenolsynthese (Barilli, et al., 2010).

Chitosan is een f-1,4-gekoppeld polysaccharide van glucosamine dat zowel in monocotyle als
dicotyle planten een defensierespons kan opwekken (El Hadrami, et al., 2010). Deze defensierespons
omvat o.a. de aanmaak van reactieve zuurstofspecies (Kuchitsu, et al., 1995), de biosynthese van
fytoalexinen (antimicrobiéle plantmetabolieten) (Yamada, et al., 1993) en van jasmonaat (Nojiri, et
al., 1996) en de expressie van defensiegerelateerde genen die bijvoorbeeld coderen voor proteinase
inhibitoren (Nishizawa, et al., 1999) (Walker-Simmons & Ryan, 1984). Er werd aangetoond dat
chitosan zowel antivirale, antibacteriéle als antifungale eigenschappen heeft (EIl Hadrami, et al.,

2010).

B-aminoboterzuur (BABA) is een niet-proteine aminozuur dat in staat is om een langdurige
geinduceerde resistentie op te wekken. BABA kan namelijk zowel op een SA-afhankelijke als op een
SA-onafhankelijke manier zorgen voor een resistentie die tussen de 2 en 4 weken aanhoudt (Luna, et
al., 2014a) (Luna, et al., 2014b). Bengtsson, et al. (2014) toonden dat een behandeling met BABA
zorgt voor een sterke accumulatie van verschillende PR-proteinen en de opregulatie van

verschillende enzymen die betrokken zijn bij de biosynthese van phytoalexinen.

Ook JA en MelA worden ingezet voor de bestrijding van verschillende plantpathogenen (Tabel 1).
Omdat MelA gebruikt werd in de experimenten van deze masterproef, wordt de geinduceerde

defensie die hierdoor veroorzaakt wordt, uitgebreid besproken in een van de volgende secties.
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Tabel 1: Overzicht van experimenten waarin het bestrijdingseffect van BTH, ASM, chitosan, BABA en (Me)JA ten opzichte

van verschillende plantpathogenen aangetoond wordt

Elicitor plant Bestreden plantpathogeen Bron
BTH Tarwe Blumeria graminis (Poederige Meeldauw) (Gorlach, et al., 1996)
BTH Aardappel Blumeria graminis (Poederige Meeldauw) (Bokshi, et al., 2003)
BTH Arabidopsis  Turnip Crinkle Virus (TCV), Pseudomonas (Lawton, et al., 1996)
Thaliana syringae pv. tomaat en Peronospora parasitica
BTH Tomaat Pseudomonas syringae pv. tomaat (Herman, et al., 2008)
BTH Tomaat Cucumber Mosaic Virus (CMV) (Anfoka, 2000)
ASM Erwt Uromyces pisi (Roest) (Barilli, et al., 2010)
ASM Tuinboon Uromyces viciaefabae (Roest) en Ascochyta (Sillero, et al., 2012)
fabae (Bladvlekken)
ASM Sla Xanthomonas campestris pv. vitians (Yigit, 2011)
(Bladvlekken)
Chitosan Tabak Tobacco mosaic virus (TMV) (Nagorskaya, et al., 2014)
Chitosan Boon Alfalfa Mosaic Virus (AIMV) (Pospieszny &  Atabekov,
1989)
Chitosan Tomaat Fusarium oxysporum (Lafontaine & Benhamou,
1996)
Chitosan Gerst Blumeria graminis (Poederige Meeldauw) (Faoro, et al., 2008)
BABA Aardappel Phytophthora infestans (Bengtsson, et al., 2014)
BABA Tuinboon Acyrthosiphon pisum (Erwtenbladluis) (Hodge, et al., 2005)
BABA Arabidopsis  Botrytis cinerea (Zimmerli, et al., 2001)
Thaliana
BABA Arabidopsis  Peronospora parasitica (Valse Meeldauw) (Zimmerli, et al., 2000)
Thaliana
JA Tomaat Macrosiphum euphorbiae (Bladluis) (Cooper & Goggin, 2005b)
MelA Pistache Agonoscena pistaciae (Bladvlooi) (Shahabinejad, et al., 2014)
JA & MeJA Tomaat, Phytophthora infestans (Cohen, et al., 1993)
aardappel
MelA Gerst Blumeria graminis (Poederige Meeldauw) (Walters, et al., 2002)

5.2.2.2 Defensie-elicitoren versus WKN’s

Hoewel de bestrijding van plantparasitische nematoden met een chemisch geinduceerde weerstand

nog niet zo uitgebreid bestudeerd is als die van andere plantpathogenen, zijn er in de literatuur toch

voldoende artikels te vinden die beschrijven dat BTH, ASM, chitosan, BABA en (Me)JA in staat zijn de

invasie, ontwikkeling en/of reproductie van nematoden te verlagen (Vieira dos Santos, et al., 2013).

Tabel 2 geeft een overzicht van experimenten waarin het negatieve effect van BTH, ASM, chitosan en

BABA ten opzichte van verschillende WKN’s aangetoond wordt. Voor een overzicht van artikels

waarin het bestrijdingseffect van JA en MelA tegen WKN’s aangetoond wordt, wordt verwezen naar

Tabel 3 in een van de volgende secties.
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Tabel 2: Overzicht van experimenten waarin het bestrijdingseffect van BTH, ASM, chitosan en BABA ten opzichte van

verschillende WKN’s aangetoond wordt

Elicitor plant Bestreden WKN Bron

BTH Tomaat, aardappel Meloidogyne chitwoodi (Vieira dos Santos, et al., 2013)
BTH Aardappel Meloidogyne chitwoodi (Collins, et al., 2006)

BTH Rijst Meloidogyne graminicola (Nahar, et al., 2011)

ASM Tomaat Meloidogyne incognita (Molinari & Baser, 2010)
ASM Ogenboon Meloidogyne javanica (Chinnasri, et al., 2003)
Chitosan Tomaat Meloidogyne incognita (Khalil & Badawy, 2012)
Chitosan Tomaat Meloidogyne javanica (EI-Sayed & Mahdy, 2015)
Chitosan Aubergine Meloidogyne incognita (Osman, et al., 2013)
BABA Ananas Meloidogyne javanica (Chinnasri, et al., 2006)
BABA Suikerriet Meloidogyne incognita (Berry, et al., 2011)

BABA Tomaat Meloidogyne javanica (Oka, et al., 1999)

BABA Tarwe en gerst Meloidogyne, (Oka & Cohen, 2001)

ongeidentificeerd species

5.2.2.3 Methyljasmonaat: rechtstreeks effect

Gavin, et al. (2013) toonden aan dat MeJA en JA als nematicide werken wanneer deze rechtstreeks
toegediend worden aan de plantparasitische nematoden Pratylenchus zeae en Helicotylenchus spp.
Alle gebruikte concentraties van JA en MelA (3,125 - 50 ppm) hadden een significant nematicide-
effect, maar zonder een duidelijke dosis-respons relatie. Uiteindelijk bleek dat na een contact van
minstens 12 uur met een van de jasmonaten de niet-motiele nematoden hun motiliteit niet meer

konden hernemen wanneer ze terug in water gebracht werden.

5.2.2.4 Methyljasmonaat: Onrechtstreeks effect (geinduceerde defensie)

5.2.2.4a Methyljasmonaat versus plantenziektes

Methyljasmonaat (MelJA) en jasmonaat (JA) worden gegroepeerd onder de naam ‘jasmonaten’ en
zijn belangrijke regulatoren in de cel. Deze zijn niet alleen betrokken bij geinduceerde defensie, maar
ook o.a. bij wondsignalisatie, het opkrullen van ranken, veroudering, bloem- en vruchtontwikkeling
en bladabscissie (Creelman & Mullet, 1995) (Creelman, et al., 1992) (Wasternack, 2007). Jasmonaten
zijn afgeleiden van linoleenzuur en cyclopentanoncomponenten met een aantal structurele
kenmerken die essentieel zijn voor hun biologische functie (Figuur 6) (Creelman & Mullet, 1997)

(Wasternack, 2007).
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Figuur 6: chemische structuur van JA en MeJA (aangepast volgens Piotrowska & Bajguz, 2011). De belangrijkste structurele
kenmerken zijn: de planaire pentonring met ketogroep, de pentenyl-zijketen en de acetyl-zijketen (Creelman & Mullet,

1997).

MelJA is de volatiele afgeleide van JA en wordt hieruit gevormd door het enzym jasmonaat carboxyl
methyltransferase (Seo, et al., 2001). MeJA wordt tezamen met andere plantvolatielen geproduceerd
bij een externe aanval van pathogenen of herbivoren en via de lucht doorgegeven aan naburige
planten (Arimura, et al., 2000). Die planten nemen MelA ofwel op via diffusie doorheen de cuticula
van hun bladcellen ofwel via hun stomata (Baldwin, et al., 2006). MeJA wordt in de cel omgezet naar
verschillende derivaten, waaronder jasmonyl-isoleucine (JA-lle, Figuur 7). Het is JA-lle en niet vrij
MelJA of JA dat actief is in de cel (Tamogami, et al., 2012). JA-lle wordt herkend door ‘Coronatine-
insensitive protein 1’ (COI1), een component van een ubiquitine E3 ligase complex SCF®" dat dienst
doet als receptor. Voor de herkenning van JA-lle moet COI1 met twee coreceptoren gecomplexeerd
zijn, namelijk met het C-terminale deel van een jasmonaat ZIM domein (JAZ) transcriptierepressor en
met inositol-1,2,4,5,6-pentakisfosfaat (Sheard, et al., 2010). De JAZ-transcriptierepressoren
onderdrukken jasmonaat-responsieve genen, maar zullen na herkenning van JA-lle door COI1

© an vervolgens afgebroken worden door een 26S-proteasoom

gelbiquityleerd worden door SCF
(Thines, et al., 2007). Op deze manier worden de jasmonaat-responsieve genen geactiveerd, wat leidt
tot de productie van kleine componenten zoals toxische alkaloiden en fytoécdysteroiden en voor de
productie van wond-geinduceerde proteinen zoals proteinase inhibitoren (Schmelz, et al., 1999)
(Zhang, et al., 2011) (Fujimoto, et al., 2011). Deze vorming van kleine componenten en proteinen
wordt directe defensie genoemd. De indirecte defensie komt overeen met de vorming van volatiele

componenten zoals methyl (E)-B-farnesenen, 2-(E)-hexenyl acetaat en linalool (Thaler, et al., 2002)

(Tamogami, et al., 2012).
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Figuur 7: chemische structuur van de JA-lle (aangepast volgens Piotrowska & Bajguz, 2011).

5.2.2.4b Methyljasmonaat versus WKN’s

Er werd in verschillende studies aangetoond dat de exogene toediening van jasmonaten leidt tot de
aanmaak van producten die toxisch zijn voor nematoden zoals flavonoiden, fytoecdysteroiden en
proteinase inhibitoren (PI’s) (Soriano, et al., 2004a) (Soriano, et al., 2004b) (Zhang, et al., 2011)
(Fujimoto, et al., 2011) (Cooper, et al., 2005) (Udalova, et al., 2014). Deze laatste inhiberen
bijvoorbeeld de nematodenproteinases die cruciaal zijn voor de penetratie, ontwikkeling, groei en
reproductie van de nematoden (Atkinson, et al., 2009) (Vishnudasan, et al., 2005) (Udalova, et al.,
2014). Tabel 3 geeft een samenvatting van artikels waarin het negatieve effect van JA en MelA ten

opzichte van WKN’s aangetoond wordt.

Tabel 3: Overzicht van experimenten waarin het bestrijdingseffect van JA en MelA ten opzichte van verschillende WKN'’s

aangetoond wordt

Elicitor plant Bestreden WKN Bron

MelA Tomaat Meloidogyne chitwoodi (Vieira dos Santos, et al., 2013)

JA Tomaat Meloidogyne javanica, (Cooper, et al., 2005)
Meloidogyne incognita

MelA Tomaat Meloidogyne incognita (Zhang, et al., 2011)

MelA Tomaat Meloidogyne incognita (Fujimoto, et al., 2011)

MelA Spinazie Meloidogyne javanica (Soriano, et al., 2004a)

MelA Rijst Meloidogyne graminicola (Nahar, et al., 2011)

MelA Tomaat & Aardappel Meloidogyne chitwoodi (Vieira dos Santos, et al., 2013)

JA Tomaat Meloidogyne incognita (Vasyukova, et al., 2009)

JA Tomaat Meloidogyne incognita (Zhou, et al., 2015)

De literatuur lijkt dus veelbelovend over de toepasbaarheid van MelA als defensie-elicitor tegen
WAKN'’s. Het is echter van groot belang om te onderzoeken wat de exacte omstandigheden zijn waarin
de bescherming tegen WKN’s geldt en wat de experimentele set-up is die zorgt voor een
optimalisatie van deze bescherming. In het eerste experiment van deze masterproef zal daarom
nagegaan worden of de frequentie van de MelJA-behandeling invlioed heeft op het bestrijdingseffect
en in het tweede experiment zal bestudeerd worden of de inoculatiedensiteit de doeltreffendheid

van MelA als defensie-elicitor kan beinvlioeden.
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B. Materiaal en methoden

1. Biologisch materiaal

1.1 Gastheerplanten

Voor beide experimenten werd de tomatencultivar Solanum Lycopersicum L. cv. Marmande gebruikt
als gastheerplant. Alle tomatenplanten werden uitgeplant in een mengsel van potgrond en zand in
een 1:2 verhouding en werden onder dezelfde condities opgekweekt in een G2-serre met
automatische bemesting, een omgevingstemperatuur van 26/20°C dag/nacht en 75% relatieve

vochtigheid.

1.2 Nematodenstock

In beide experimenten werden de geinoculeerde planten behandeld met de nematodensoort
Meloidogyne incognita. De gebruikte populatie is oorspronkelijk afkomstig van één eicel die
geisoleerd werd uit een geinfecteerde bananenplant (Musa sp.) en wordt zowel in vivo als in vitro in
stand gehouden. De in vivo-cultuur wordt in een aparte G2-serre opgekweekt op tomatenplanten
(Solanum Lycopersicum L. cv. Marmande). Voor de inoculatie van de tomatenplanten uit beide
experimenten werden nematoden afkomstig van de in vivo-stock gebruikt. De nematoden werden uit
deze stockcultuur geéxtraheerd met de maceratie-zeefmethode en door de Baermann tray techniek

(Whitehead & Hemming, 1965).
2. Behandeling

2.1 Inoculatie met nematoden

Voor de inoculatie van de nematoden werden secundaire juvenielen (J2) verzameld uit de Baermann
schaaltjes en na homogeniseren werd het aantal J2’s verscheidene keren in 2 mL geteld onder de
microscoop zodat het totale aantal nematoden geschat kon worden. De gewenste hoeveelheid
nematoden werd na goed mengen verdeeld over een viertal kuiltjes van ongeveer een centimeter

diepte in de grond van de tomatenplanten.

2.2 Spray met MelA

Een oplossing van 2 mM MelA in gedemineraliseerd water werd via handverstuivers aangebracht op
de gewenste planten. ledere plant werd met 10 mL bespoten zodat er een lichte bedruppeling op elk

blad aanwezig was. Voor de bespuiting werden de planten opgedeeld per elicitatiebehandeling en
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werden de groepen gescheiden van elkaar met behulp van een plastic zeil. Deze afscheiding diende
om te vermijden dat de volatiele MelA zou verspreiden door de serre. Twee dagen na elke elicitaite

werden de zeilen verwijderd en de planten van alle behandelingen random geplaatst.

3. Experimenten

3.1 Experiment 1

Een totaal aantal van 49 Marmande tomatenplanten werd gekweekt in potten van 1L en groeiden tot
het 5% bladstadium in de serre. Figuur 8 toont de verdeling van deze planten in 6 groepen met een

verschillende behandeling.
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Figuur 8: Van de 49 planten werden er 33 met MeJA behandeld, de overige planten werden als controlebehandeling met
water besproeid. Bij 17 van de 33 geéliciteerde planten werd de behandeling wekelijks herhaald. Van de onbehandelde
planten werden er 8 als controle gehouden en 8 geinoculeerd met M. Incognita met een densiteit van 1000 J2's per plant.
Van de eenmalig MeJA-behandelde planten werden er 8 als controle gehouden en 8 geinoculeerd met een densiteit van
1000 J2’s per plant. Van de wekelijks MeJA-behandelde planten werden er 9 als controle gehouden en 8 geinoculeerd met
een densiteit van 1000 J2’s per plant. De inoculatie met nematoden gebeurde bij alle geinfecteerde planten twee dagen na

de eerste besproeiing met MelJA.

Het oogsten van de planten gebeurde 4 weken na de inoculatie. Hierbij werden de lengte en het
gewicht van de stengel alsook het gewicht van de wortel genoteerd. Voor de geinoculeerde planten
werd ook de galindex bepaald (Gl) op basis van de ‘diagrammatic root-knot scoring chart’,
ontworpen door John Bridge en Sam Page (1980) (Bijlage 1). De wortelstelsels van de geinfecteerde

planten werden gekleurd met een phloxine B-oplossing van 15mg floxine/L gedurende 20 minuten.
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Deze oplossing kleurde de eimassa’s roze zodat deze vervolgens voor elk wortelstelsel onder een

binoculaire stereomicroscoop geteld konden worden.

Nadat alle eimassa’s geteld waren, werden de wortelstelsels volgens Byrd et al. (1983) gekleurd met
fuchsinezuur. Hiervoor moesten de wortelstelsels eerst behandeld worden met een 1,1% NaOCI-
oplossing. Nadat de wortels 4 minuten in deze oplossing geweekt hadden met periodiek roeren,
werd de NaOCl afgegoten en werden de wortelstelsels drie keer gewassen met kraanwater.
Vervolgens werden de wortelstelsels in een 0,1% fuchsinezuuroplossing ondergedompeld en
gedurende 45 minuten bij 70°C in de oven geplaatst. Hierna werden de wortels opnieuw gewassen
met kraanwater alvorens ze in een zure 50% glyceroloplossing 40 minuten in een oven van 70°C
geplaatst werden. Tot slot werden de wortels uit de oven gehaald en de zure glyceroloplossing

afgegoten en vervangen door een verse zure glyceroloplossing.

Per fuchsinegekleurd wortelstelsel werden at random deelstalen genomen waarvan microscopische
slides werden gemaakt om het aantal nematoden per stadium (adult, J2, 13/J4) te bepalen onder een
lichtmicroscoop. Figuur B2.1 (Bijlage 2) geeft een overzicht van de verschillende stadia in de
levenscyclus van M. incognita.  Figuren B2.2-B2.4 tonen microscopische observaties van

respectievelijk een adulte, J2 en J3/J4 nematode, alle drie gekleurd met fuchsinezuur.

3.2 Experiment 2

Een totaal van 100 Marmande tomatenplanten werden opgegroeid in potten van 280 mL tot het 5°
bladstadium. Figuur 9 toont de verdeling van deze planten in 10 groepen met een verschillende

behandeling. Véor de elicitatie werd de stengellengte van iedere plant opgemeten.
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Figuur 9: Van de 100 planten werden er 50 met MeJA behandeld, de overige planten werden met water besproeid als

controlebehandeling. Twee dagen na elicitatie werden per 20 planten, 10 behandeld met MelJA en 10 behandeld met
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water. Concreet werden 20 planten niet geinoculeerd, 20 planten geinoculeerd met 100 J2-nematoden per plant, 20

planten met 200 J2’s per plant, 20 planten met 350 J2-nematoden per plant en 20 planten met 1000 J2’s per plant.

Het oogsten van de planten gebeurde 5 weken na de inoculatie. Hierbij werden de lengte en het
gewicht van de stengel, het gewicht van de wortel, het aantal tomaten en het gewicht van de
tomaten genoteerd. De stengels van alle planten en wortels van niet-geinoculeerde planten werden
bijgehouden om te drogen in een oven van 70°C zodat het droge stengel- en wortelgewicht kon
bepaald worden. Voor de geinoculeerde planten werd ook de galindex (Gl) bepaald op basis van de
‘diagrammatic root-knot scoring chart’, ontworpen door John Bridge en Sam Page (1980) (Bijlage 1).
De wortelstelsels van de geinfecteerde planten werden gekleurd met een phloxine B-oplossing van
15mg phloxine/L gedurende 20 minuten. Deze oplossing gaf de eimassa’s een roze kleur zodat deze

vervolgens voor elk wortelstelsel onder een binoculaire stereomicroscoop geteld konden worden.
4. Resultatenverwerking

De data die verzameld werden uit de verschillende experimenten, werden geanalyseerd met behulp
van het statistisch programma ‘Statistica 7.0° (StatSoft®). Alle nematodenparameters met
uitzondering van de Gl werden getransformeerd volgens log(x + 1). Vervolgens kon de variantie van
de plant- en nematodenparameters bepaald worden door middel van een One-way of Two-way
ANOVA met 5% significatieniveau. De One-way ANOVA werd gebruikt wanneer er slechts 1
onafhankelijke variabele was (inoculatiedensiteit of behandeling met MelA). Voor statistische
berekeningen met de galindex werd gebruik gemaakt van een niet-parametrische variant van de
One-way ANOVA: de Kruskal-Wallis test. De Two-way ANOVA werd gebruikt wanneer er twee
onafhankelijke variabelen waren (inoculatiedensiteit en behandeling met MelJA). Hierbij werd voor
elke parameter eerst nagegaan of er interactie was tussen de verschillende onafhankelijke
variabelen. Wanneer er geen interactie was, konden twee One-way ANOVA analyses uitgevoerd
worden voor elke onafhankelijke variabele. Na exclusie van eventuele outliers werd de normaliteit
nagegaan met een ‘Normal Probability Plot’” en de homogeniteit gecontroleerd door middel van de
Levene’s test. Wanneer de gegevens normaal en homogeen verdeeld waren, kon de p-waarde
bepaald worden met een Tukey HSD test indien de grootte van de groepen die vergeleken werden
gelijk was. Indien de groepen verschilden in grootte, moest een aangepaste versie van de Tukey HSD
test gebruikt worden, namelijk de Unequal N HSD test. Wanneer de p-waarde groter was dan 0,05
betekende dit dat er een statistisch significant verschil was tussen de waarden van de parameter
voor planten die een verschillende invulling van de onafhankelijke variabele hadden. Bij een p-
waarde die kleiner was dan 0,1 werd de waarneming niet ‘statistisch significant’ genoemd, maar wel

aangeduid als een ‘trend’.
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C. Resultaten

1. Experiment 1

1.1 Plantparameters

1.1.1 Algemeen overzicht

Tabel 4 geeft per behandeling een overzicht van de gemiddelde waarden en respectieve
standaarddeviaties van de plantparameters die genoteerd werden in het eerste experiment van deze

masterproef.

Tabel 4: Gemiddelden en standaarddeviaties van de scheutlengtes, scheutgewichten, wortelgewichten en totaalgewichten

per behandeling

Inoculatie Elicitatie  Scheutlengte Scheutgewicht Wortelgewicht Totaalgewicht
(MelA)  (cm) (8) (g) (8)

Geen Geen 59,5+2,8 249,1 + 15,2 28,8+ 4,6 2779 £ 15,1
Geen 1 maal 54,1+2,1 218,0+ 15,0 30,3+4,1 248,3 £+ 14,3
Geen Wekelijks 53,3+3,8 236,8+9,0 30,8+ 4,6 267,6 £ 6,6
nematoden Geen 57,4+3,3 246,5+11,6 34,3+4,3 280,8 £+ 9,8
nematoden 1 maal 55,8+ 2,8 231,0+ 8,6 32,5+5,7 263,0+£12,1
nematoden Wekelijks 54,1+ 3,1 226,8+8,1 32,7+2,6 259,5+8,6

1.1.2 Scheutlengte

De gemeten scheutlengtes en de respectieve standaarddeviaties worden weergegeven in Tabel 4.
Met behulp van de Unequal N HSD test met 5% significantieniveau is er geen statistisch significant
verschil gevonden tussen de scheutlengte van planten die wel of niet met nematoden behandeld zijn
(Figuur B3.1, Bijlage 3). De test toonde wel dat de scheutlengte van planten die niet met MelA
behandeld zijn, statistisch significant (pn..wx = 0,009148) groter is dan de scheutlengte van planten

die meerdere malen met MelA behandeld zijn (Figuur 10).
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Figuur 10: Gemiddelde scheutlengte voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MeJA (no spray), 1 maal MelJA
(spray 1x) en wekelijks MeJA (spray Wx). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
Wanneer er eenzelfde letter terug te vinden is boven de verschillende behandelingen, is er geen significant verschil tussen

deze behandelingen waargenomen op basis van de Unequal N HSD test met 5% significantieniveau.
1.1.3 Scheutgewicht

De gemeten scheutgewichten en de respectieve standaarddeviaties worden weergegeven in Tabel 4.
Met behulp van de Unequal N HSD test met 5% significantieniveau is er geen statistisch significant
verschil gevonden tussen het scheutgewicht van planten die wel of niet met nematoden behandeld
zijn (Figuur B3.2, Bijlage 3). De test toonde wel dat het scheutgewicht van waterbehandelde planten,
statistisch significant (pno.1x = 0,001969) groter is dan het scheutgewicht van planten die 1 maal met

MelA behandeld zijn (Figuur 11).
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Figuur 11: Gemiddeld scheutgewicht voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MeJA (no spray), 1 maal MeJA
(spray 1x) en wekelijks MeJA (spray Wx). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
Wanneer er eenzelfde letter terug te vinden is boven de verschillende behandelingen, is er geen significant verschil tussen

deze behandelingen waargenomen op basis van de Unequal N HSD test met 5% significantieniveau.
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1.1.4 Wortelgewicht

De gemeten wortelgewichten en de respectieve standaarddeviaties worden weergegeven in Tabel 4.
De Unequal N HSD test toonde dat er een trend (p-waarde = 0,089521) is dat het wortelgewicht van
geinoculeerde planten, groter is dan het wortelgewicht van niet-geinoculeerde planten (Figuur 12).
Verder bleek dat er geen statistisch significant verschil is tussen het wortelgewicht van planten die

niet, 1 maal of wekelijks met MeJA behandeld zijn (Figuur B3.3, Bijlage 3).
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Figuur 12: Gemiddeld wortelgewicht voor de verschillende inoculatiebehandelingen: geen nematoden (no nem) en
nematoden (nem). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken. De verschillende letters die
aangegeven zijn boven de behandelingen, duiden aan dat er een trend is dat de behandelingen van mekaar verschillen op

basis van de Unequal N HSD test met 10% significantieniveau.

1.1.5 Totaalgewicht

De totaalgewichten werden berekend als de som van het wortelgewicht en het scheutgewicht. Deze
waarden met de respectieve standaarddeviaties worden weergegeven in Tabel 4. Met behulp van de
Unequal N HSD test met 5% significantieniveau is er geen statistisch significant verschil gevonden
tussen het totaalgewicht van planten die wel of niet met nematoden behandeld zijn (Figuur B3.4,
Bijlage 3). De test toonde wel dat het totaalgewicht van waterbehandelde planten, statistisch
significant groter is dan het totaalgewicht van planten die één maal of wekelijks met MelA behandeld

zijn (Figuur 13). De respectieve p-waardes waren ppo.1x = 0,000181 en p,o.wx = 0,007487.
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Figuur 13: Gemiddeld totaalgewicht voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MeJA (no spray), 1 maal MelA
(spray 1x) en wekelijks MeJA (spray Wx). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken. De
verschillende letters die aangegeven zijn boven de behandelingen, duiden aan dat er een statistisch significant verschil

gevonden is tussen deze behandelingen op basis van de Unequal N HSD test met 5% significantieniveau.

1.2 Nematodenparameters

1.2.1 Algemeen overzicht

Tabel 5 en 6 geven per behandeling een overzicht van de gemiddelde waarden en respectieve
standaarddeviaties van de nematodenparameters die genoteerd werden in het eerste experiment
van deze masterproef. Figuur B3.5 (Bijlage 3) geeft de correlatie tussen het aantal eimassa’s per plant
en de galindex weer. Tabel 7 geeft een overzicht van de vergelijkingen van de gefitte trendlijnen met

de bijhorende R%-waarden.

Tabel 5: Gemiddelden en standaarddeviaties van de galindex, het aantal nematoden, juvenielen, adulten en eimassa’s per

gram wortel, weergegeven per behandeling

Inoculatie Elicitatie  Galindex Nematoden Juvenielen per Adulten per Eimassa’s per
(MelA) per g wortel g wortel g wortel gram wortel
nematoden Geen 3604 26,0£18,4 3,425 22,6 +16,0 3,2+0,8
nematoden 1 maal 3605 16,2+2,7 2,4+0,7 13,8+ 2,2 3,8+1,8
nematoden Wekelijks 3,9+0,5 31,2+9,2 3,9+2,2 28,3+ 8,5 2,5+0,6

Tabel 6: Gemiddelden en standaarddeviaties van de het aantal nematoden, juvenielen, adulten en eimassa’s per plant en

het aantal eimassa’s per adult, weergegeven per behandeling

Inoculatie Elicitatier Nematoden Juvenielen Adulten  per Eimassa’s Eimassa’s
(MelA) per plant per plant plant per plant per adult
nematoden Geen 905,7+664,0 116,8+88,4 788,9+579,0 1069+21,2 0,7%+0,3

nematoden 1 maal 515,0 + 100,3 76,4+21,1 438,6 + 84,0 109,1+43,0 0,6%0,2
nematoden \Wekelijks 1074,8+279,2 127,5+70,8 947,3+252,5 82,3+17,2 0,3+0,2
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Tabel 7: Vergelijkingen van de gefitte trendlijnen met de bijhorende R%-waarden voor de regressieanalyse van het aantal
eimassa’s per plant ten opzichte van de galindex. De regressieanalyse werd vier keer uitgevoerd: eenmaal voor alle
geinoculeerde planten en eenmaal per geinoculeerde plantengroep met een verschillende elicitatiebehandeling: geen

MelA, eenmaal MeJA en wekelijks MeJA

Plantengroep Vergelijking trendlijn R2-waarde
Alle geinoculeerde planten y =21,087In(x) + 55,787 R?=0,0139
Geinoculeerd en geen MeJA y =-56,11In(x) + 160,81 R?2=0,129
Geinoculeerd en eenmaal MeJA y =113,97In(x) - 54,429 R%2=0,227
Geinoculeerd en wekelijks MelA y =30,04In(x) + 29,499 R2=0,086

1.2.2 Galindex

De gemeten galindices en de respectieve standaarddeviaties worden per behandeling weergegeven
in Tabel 5. Met behulp van de Kruskal-Wallis test met 5% significantieniveau is er geen statistisch
significant verschil gevonden tussen de galindices van planten die niet, 1 maal of wekelijks met MeJA

behandeld zijn (Figuur B3.6, Bijlage 3).

1.2.3 Aantal nematoden

1.2.3.1 Totaal aantal nematoden per gram wortel

Het berekende aantal nematoden per gram wortel en de respectieve standaarddeviaties worden
weergegeven in Tabel 5. De Tukey HSD test toonde dat het aantal nematoden per gram wortel van
wekelijks MelJA-behandelde planten, statistisch significant (p-waarde = 0,021160) hoger is dan het
aantal nematoden per gram wortel van planten die 1 maal met MelA behandeld zijn. De test toonde
verder dat er een trend (p-waarde = 0,080260) is dat het aantal nematoden per gram wortel van
wekelijks MeJA-behandelde planten, hoger is dan het aantal nematoden per gram wortel bij planten

die niet met MelA behandeld zijn.

Het berekende aantal nematoden per gram wortel is de som van het aantal J3/J4 en adulten per
gram wortel. De gemiddelden van het aantal J3/J4 en het aantal adulten per gram wortel met de
respectieve standaarddeviaties, worden weergegeven in Tabel 5. Met behulp van de Tukey HSD test
met 5% significantieniveau is er geen statistisch significant verschil gevonden tussen het aantal J3/J4
per gram wortel van planten die niet, 1 maal of wekelijks met MelA behandeld zijn (Figuur 14, paars).
Het aantal adulten per gram wortel van wekelijks MelA-behandelde planten was wel statistisch
significant hoger dan het aantal adulten per gram wortel van planten die niet of eenmalig met MelA
behandeld zijn (Figuur 14, geel). De respectieve p-waardes waren pwxno= 0,021634 en pwyix=

0,029981.
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Figuur 14: Gemiddeld aantal juvenielen (paars) en gemiddeld aantal adulten (geel) per gram wortel voor de verschillende
elicitatiebehandelingen: geen MeJA (no spray), 1 maal MelA (spray 1x) en wekelijks MelJA (spray Wx). De
standaarddeviaties worden weergegeven door verticale foutbalken. Wanneer er eenzelfde letter terug te vinden is boven
de verschillende behandelingen, is er geen significant verschil tussen deze behandelingen waargenomen op basis van de

Tukey HSD test met 5% significantieniveau.

1.2.3.2 Totaal aantal nematoden per plant

Het berekende aantal nematoden per plant en de respectieve standaarddeviaties worden
weergegeven in Tabel 6. De Tukey HSD toonde dat het aantal nematoden per wekelijks MelA-
behandelde plant statistisch significant hoger is dan het aantal nematoden per niet of eenmalig

MelA-behandelde plant. De respectieve p-waardes waren pwy.no = 0,017568 en pwy.1x = 0,015202.

Het berekende aantal nematoden per plant is de som van het aantal J3/J4 en adulten per plant. De
gemiddeldes van het aantal J3/J4 en het aantal adulten per plant met de respectieve
standaarddeviaties worden weergegeven in Tabel 6. Met behulp van de Tukey HSD test met 5%
significantieniveau is er geen statistisch significant verschil gevonden tussen het aantal J3/J4 per
plant voor planten die niet, 1 maal of wekelijks met MelA behandeld zijn (Figuur 15, paars). Het
aantal adulten per wekelijks MelA-behandelde plant bleek wel statistisch significant (pwyix =
0,006557) hoger te zijn dan het aantal adulten per eenmalig MelA-behandelde plant (Figuur 15,
geel). Verder werd aangegeven dat er een trend (pwyxno = 0,058259) is dat het aantal adulten per

wekelijks MeJA-behandelde plant, hoger is dan het aantal adulten per waterbehandelde plant.
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Figuur 15: Gemiddeld aantal juvenielen (paars) en gemiddeld aantal adulten (geel) per plant voor de verschillende
elicitatiebehandelingen: geen MeJA (no spray), 1 maal MelA (spray 1x) en wekelijks MelJA (spray Wx). De
standaarddeviaties worden weergegeven door verticale foutbalken. Wanneer er eenzelfde letter terug te vinden is boven
de verschillende behandelingen, is er geen significant verschil tussen deze behandelingen waargenomen op basis van de

Tukey HSD test met 5% significantieniveau.

1.2.4 Aantal eimassa’s

1.2.4.1 Aantal eimassa’s per gram wortel en per plant

Het berekende aantal eimassa’s per gram wortel wordt weergegeven in Tabel 5, het berekende
aantal eimassa’s per plant in Tabel 6. Met behulp van de Tukey HSD test met 5% significantieniveau
is er geen statistisch significant verschil gevonden tussen het aantal eimassa’s per gram wortel of per
plant voor planten die niet, 1 maal of wekelijks met MelJA behandeld zijn (respectievelijk Figuur B3.7

en Figuur B3.8, Bijlage 3).

1.2.4.2 Aantal eimassa’s per adult

Het berekende aantal eimassa’s per adult en de respectieve standaarddeviaties worden
weergegeven in Tabel 6. Met behulp van de Tukey HSD test bleek dat er een trend is dat het aantal
eimassa’s per adult voor planten die niet of eenmalig met MelA behandeld zijn, hoger is dan het
aantal eimassa’s per adult voor planten die wekelijks met MelA behandeld zijn (Figuur 16). De

respectieve p-waardes waren ppo.wyx = 0,072141 en py,.wy = 0,090092.
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Figuur 16: Gemiddeld aantal eimassa’s per adult voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelJA (no spray), 1
maal MeJA (spray 1x) en wekelijks MeJA (spray Wx). De standaarddeviaties worden weergegeven door verticale foutbalken.
Wanneer enkel verschillende letters worden aangegeven boven verschillende behandelingen, is er op basis van de Tukey

HSD test met 10% significantieniveau een trend waargenomen dat er een verschil is tussen deze behandelingen.

2. Experiment 2

2.1 Plantparameters

2.1.1 Algemeen overzicht

Tabel 8 en 9 geven per behandeling een overzicht van de gemiddelde waarden en respectieve
standaarddeviaties van de plantparameters die genoteerd werden bij het tweede experiment van
deze masterproef. De scheutlengtes, scheutgroei, relatieve scheutgroei, het vers scheutgewicht, vers
wortelgewicht en vers totaalgewicht werden bepaald voor alle planten. Het droog wortelgewicht en

droog totaalgewicht werden enkel bepaald voor niet-geinoculeerde planten.

De correlaties tussen het verse en droge scheutgewicht, tussen het verse en droge wortelgewicht en
tussen het verse en droge totaalgewicht worden respectievelijk voorgesteld in Figuur B3.9, B3.10 en
B3.11 (Bijlage 3). Tabel 10, Tabel 11 en Tabel 12 geven een overzicht van de vergelijkingen van de

gefitte trendlijnen met de bijhorende R?-waarden.

Tabel 8: Gemiddelden en standaarddeviaties van de scheutlengtes, scheutgroei en relatieve scheutgroei. Deze waarden
worden weergegeven per behandeling: de eerste kolom geeft het aantal geinoculeerde nematoden weer, de tweede kolom

de behandeling met MeJA

Inoculatie Elicitatie Scheutlengte (cm) Scheutgroei (cm) Relatieve scheutgroei
Geen Geen 80,8+6,0 51,4 +6,2 0,631 £ 0,032
100 Geen 76,6 £2,9 46,4+ 3,4 0,605 + 0,028
200 Geen 82,6+7,2 53,4+ 6,6 0,643 £ 0,023
350 Geen 79,6 +4,3 50,1+4,9 0,627 £ 0,034
1000 Geen 84,5+4,1 53,8+ 3,9 0,635 + 0,022
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Geen MelA 70,1+24
100 MelA 71,5+£9,0
200 MelA 72,7+6,0
350 MelA 74,6 £5,7
1000 MelA 69,9122

42,5+3,0
42,9+6,9
44,5+ 5,2
44,8 + 4,8
42,5+2,3

0,605 + 0,027
0,595 + 0,024
0,609 + 0,028
0,599 + 0,031
0,607 + 0,020

Tabel 9: Gemiddelden en standaarddeviaties van het vers scheutgewicht, vers wortelgewicht, vers totaalgewicht, droog

scheutgewicht, droog wortelgewicht en droog totaalgewicht. Deze waarden worden weergegeven per behandeling: de

eerste kolom geeft het aantal geinoculeerde nematoden weer, de tweede kolom de behandeling met MeJA

Inocu-  Elici- Vers scheut- Vers Vers totaal- Droog Droog Droog
latie tatie gewicht (g) wortel- gewicht (g) scheut- wortel- totaal-
gewicht (g) gewicht (g) gewicht(g) gewicht(g)

Geen Geen 162,6 +16,9 31,3+3,8 1940+19,9 24,8+3,3 52+1,2 30,0+ 3,8
100 Geen 146,3+19,0 29,0+55  1752+240 22,726 / /

200 Geen 159,1+13,4 28,1+5,9 187,2+17,7 243+2,7 / /

350 Geen 152,9+12,4 29,6+3,2 182,5+14,8 23,3+2,1 / /

1000 Geen 166,3 + 8,1 31,7+2,8 198,0+9,6 26,5+1,8 / /

Geen MelA 163,5+9,0 31,6 +4,6 195,1+11,9 27,1+1,7 6,5+1,8 33,5+2,8
100 MelA 1479+13,3 29,9+3,8 177,8+16,7 23,2+25 / /

200 MelA 146,0+10,6 285+3,4 1745+12,6 22,7+2,0 / /

350 MelA 167,4+14,7 29,7+4,3 197,8+18,3 26,0%£2,3 / /

1000 MelA 161,5+11,4 34,1+3,0 195,6+12,6 255+1,8 / /

Tabel 10: Vergelijkingen van de lineaire regressierechten met de bijhorende R2-waarden voor de regressieanalyse van het

droge scheutgewicht ten opzichte van het verse scheutgewicht. De regressieanalyse werd acht keer uitgevoerd: eenmaal

voor alle planten, eenmaal per plantengroep met een verschillende elicitatiebehandeling: geen MeJA en MeJA, en eenmaal

per plantengroep met een verschillende inoculatiebehandeling: 0 nematoden, 100 nematoden, 200 nematoden, 350

nematoden en 1000 nematoden

Plantengroep

Vergelijking lineaire regressierechte

R%-waarde

Alle planten
Geen MelA
MelA

0 nematoden
100 nematoden
200 nematoden
350 nematoden
1000 nematoden

y =0,166x - 1,4809
y=0,1639x - 1,5733
y=0,1691x - 1,567
y=0,1917x - 5,4635
y =0,1436x + 1,8349
y=0,1798x - 3,9161
y=0,177x-3,4234
y=0,1373x + 3,4872

R*=0,809

R*=0,8158
R*=0,8232
R%=0,6969
R?=0,837

R?=0,9041
R?=0,9383
R*=0,5739
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Tabel 11: Vergelijkingen van de lineaire regressierechten met de bijhorende R2-waarden voor de regressieanalyse van het
droge wortelgewicht ten opzichte van het verse wortelgewicht. De regressieanalyse werd drie keer uitgevoerd: eenmaal
voor alle niet-geinoculeerde planten en eenmaal per niet-geinoculeerde plantengroep met een verschillende

elicitatiebehandeling: geen MelA en MelJA

Plantengroep Vergelijking lineaire regressierechte R2-waarde

Alle niet-geinoculeerde planten y = 0,3403x - 4,8847 R%2=0,7773
Niet-geinoculeerd en geen MelA y=0,2971x - 4,1465 R2=0,8546
Niet-geinoculeerd en MelA y =0,3659x - 5,0827 R?=0,8291

Tabel 12: Vergelijkingen van de lineaire regressierechten met de bijhorende R2-waarden voor de regressieanalyse van het
droge totaalgewicht ten opzichte van het verse totaalgewicht. De regressieanalyse werd drie keer uitgevoerd: eenmaal voor
alle niet-geinoculeerde planten en eenmaal per niet-geinoculeerde plantengroep met een verschillende

elicitatiebehandeling: geen MeJA en MelA

Plantengroep Vergelijking lineaire regressierechte R2-waarde

Alle niet-geinoculeerde planten y =0,2075x - 8,6641 R?=0,7025
Niet-geinoculeerd en geen MelA y =0,2097x - 11,268 R?=0,8795
Niet-geinoculeerd en MelA y =0,1979x - 5,0656 R?=0,6867

2.1.2 Scheutlengte

De gemeten scheutlengtes en de respectieve standaarddeviaties worden weergegeven in Tabel 8.
Met behulp van de Unequal N HSD test met 5% significantieniveau is er geen statistisch significant
verschil gevonden tussen de scheutlengtes van planten die met 0, 100, 200, 350 of 1000 nematoden
geinoculeerd zijn (Figuur B3.12, Bijlage 3). De test toonde wel dat de scheutlengte statistisch
significant (p-waarde = 0,000113) groter is voor planten die niet met MelA behandeld zijn dan voor

planten die wel met MelJA behandeld zijn (Figuur 17).
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Figuur 17: Gemiddelde scheutlengte voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelA (no spray) en MelA (spray).

De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken. De verschillende letters boven de behandelingen
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duiden aan dat er een significant verschil is tussen deze behandelingen, waargenomen op basis van de Unequal N HSD test

met 5% significantieniveau.

2.1.3 Scheutgroei

De scheutgroei werd berekend als het verschil tussen de scheutlengte vlak voor de oogst en de
scheutlengte voor de elicitatie. De scheutgroei en de respectieve standaarddeviaties worden
weergegeven in Tabel 8. Met behulp van de Unequal N HSD test met 5% significantieniveau is er
geen statistisch significant verschil gevonden tussen de scheutgroei van planten die met 0, 100, 200,
350 of 1000 nematoden geinoculeerd zijn (Figuur B3.13, Bijlage 3). De test toonde wel dat de
scheutgroei statistisch significant (p-waarde = 0,000111) groter is voor planten die niet met MelA

behandeld zijn, dan voor planten die wel met MelA behandeld zijn (Figuur 18).

60

50 +— 1

40 +—r —_ —

30 —— S SR
51,0
0 L I - 7 S

Groei scheut(cm)

10 +— _ —

no spray spray

Figuur 18: Gemiddelde scheutgroei voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelA (no spray) en MelA (spray).
De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken. De verschillende letters boven de behandelingen
duiden aan dat er een significant verschil is tussen deze behandelingen, waargenomen op basis van de Unequal N HSD test

met 5% significantieniveau.

2.1.4 Relatieve scheutgroei

De relatieve scheutgroei werd berekend als een verschil tussen de scheutlengte bij de oogst en de
scheutlengte voor de eerste elicitatie, gedeeld door de scheutlengte bij de oogst. De relatieve
scheutgroei en de respectieve standaarddeviaties worden weergegeven in Tabel 8. Met behulp van
de Unequal N HSD test met 5% significantieniveau is er geen statistisch significant verschil gevonden
tussen de relatieve scheutgroei van planten die met 0, 100, 200, 350 of 1000 nematoden
geinoculeerd zijn (Figuur B3.14, Bijlage 3). De test toonde wel dat de relatieve scheutgroei van
planten die niet met MelA behandeld zijn, statistisch significant (p-waarde = 0,000375) groter is dan

de relatieve scheutgroei van planten die wel met MeJA behandeld zijn (Figuur 19).
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Figuur 19: Gemiddelde relatieve scheutgroei voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MeJA (no spray) en MelA
(spray). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken. De verschillende letters boven de
behandelingen duiden aan dat er een significant verschil is tussen deze behandelingen, waargenomen op basis van de

Unequal N HSD test met 5% significantieniveau.

2.1.5 Vers scheutgewicht

De verse scheutgewichten werden bij de oogst gewogen. Deze worden met de respectieve
standaarddeviaties weergegeven in Tabel 9. Met behulp van de Unequal N HSD test met 5%
significantieniveau is er geen statistisch significant verschil gevonden tussen het vers scheutgewicht
van planten die met 0, 100, 200, 350 of 1000 nematoden geinoculeerd zijn (Figuur B3.15, Bijlage 3).
De test toonde ook geen significant verschil tussen het verse scheutgewicht van planten die wel of

niet met MelA behandeld zijn (Figuur B3.16, Bijlage 3).
2.1.6 Droog scheutgewicht

De droge scheutgewichten werden gewogen nadat de scheuten 10 dagen in een oven van 70°C
gelegen hadden. De waarden worden met de respectieve standaarddeviaties weergegeven in Tabel
9. De Unequal N HSD test toonde een trend dat het droge scheutgewicht van planten die met 100 of
200 nematoden behandeld zijn, lager is dan het droge scheutgewicht van planten die niet met
nematoden behandeld zijn (Figuur 20). De respectieve p-waardes waren pig.o = 0,079884 en pygog =
0,087735. De test toonde geen significant verschil tussen het droge scheutgewicht van planten die

wel of niet met MelJA behandeld zijn (Figuur B3.17, Bijlage 3).
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Figuur 20: Gemiddeld droog scheutgewicht voor de verschillende inoculatiebehandelingen: 0 nematoden (nem0), 100
nematoden (nem1), 200 nematoden (nem2), 350 nematoden (nem3) en 1000 nematoden (nem4). De standaarddeviaties
worden weergegeven door de verticale foutbalken. Wanneer enkel verschillende letters worden aangegeven boven
verschillende behandelingen, is er een trend dat er een verschil is tussen deze behandelingen, waargenomen op basis van

de Unequal HSD test met 10% significantieniveau.
2.1.7 Vers wortelgewicht

De verse wortelgewichten werden gewogen bij de oogst. De waarden worden met de respectieve
standaarddeviaties weergegeven in Tabel 9. De Unequal N HSD test met 5% significantieniveau
toonde dat het verse wortelgewicht van planten die met 1000 nematoden geinoculeerd zijn,
significant (pio00-200 = 0,030286) groter is dan het verse wortelgewicht van planten die met 200
nematoden geinoculeerd zijn (Figuur 21). Verder bleek uit de test dat er geen significant verschil is

tussen het verse wortelgewicht van planten die wel of niet met MeJA behandeld zijn (Figuur B3.18).
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Figuur 21: Gemiddeld vers wortelgewicht voor de verschillende inoculatiebehandelingen: 0 nematoden (nem0), 100
nematoden (nem1), 200 nematoden (nem2), 350 nematoden (nem3) en 1000 nematoden (nem4). De standaarddeviaties
worden weergegeven door de verticale foutbalken. Wanneer enkel verschillende letters worden aangegeven boven
verschillende behandelingen, is er een statistisch significant verschil tussen deze behandelingen waargenomen op basis van

de Unequal N HSD test met 5% significantieniveau.
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2.1.8 Droog wortelgewicht

De droge wortelgewichten werden bepaald voor niet-geinoculeerde planten door de wortelstelsels
te wegen nadat ze 10 dagen in een oven van 70°C gelegen hadden. Deze waarden worden met de
respectieve standaarddeviaties weergegeven in Tabel 9. Met behulp van de Unequal N HSD test met
5% significantieniveau is er geen statistisch significant verschil gevonden tussen het droge

wortelgewicht van planten die wel of niet met MelJA behandeld zijn (Figuur B3.19).
2.1.9 Vers totaalgewicht

De verse totaalgewichten werden berekend als de som van het verse wortelgewicht en het verse
stengelgewicht. De waarden worden met de respectieve standaarddeviaties weergegeven in Tabel 9.
De Unequal N HSD test toonde een trend (pigoo200 = 0,069251) dat het verse totaalgewicht van
planten die met 1000 nematoden geinoculeerd zijn, groter is dan het verse totaalgewicht van planten
die met 200 nematoden geinoculeerd zijn (Figuur 22). Verder bleek dat er geen significant verschil is

tussen het verse totaalgewicht van planten die wel of niet met MelA behandeld zijn (Figuur B3.20,

Bijlage 3).
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Figuur 22: Gemiddeld vers totaalgewicht voor de verschillende inoculatiebehandelingen: 0 nematoden (nem0), 100
nematoden (nem1), 200 nematoden (nem2), 350 nematoden (nem3) en 1000 nematoden (nem4). De standaarddeviaties
worden weergegeven door de verticale foutbalken. Wanneer enkel verschillende letters worden aangegeven boven
verschillende behandelingen, is er een trend dat er een verschil is tussen deze behandelingen, waargenomen op basis van

de Unequal N HSD test met 10% significantieniveau.
2.1.10 Droog totaalgewicht

Het droge totaalgewicht werd berekend voor de niet-geinoculeerde planten als de som van het droge
wortelgewicht en het droge scheutgewicht. De waarden worden met de respectieve

standaarddeviaties weergegeven in Tabel 9. Met behulp van de Unequal N HSD test met 5%
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significantieniveau is er geen statistisch significant verschil gevonden tussen het droge totaalgewicht

van planten die wel of niet met MeJA behandeld (Figuur B3.21, Bijlage 3).

2.2 Nematodenparameters

2.2.1 Algemeen overzicht

Tabel 13 geeft per behandeling een overzicht van de gemiddelde waarden en respectieve
standaarddeviaties van de nematodenparameters die genoteerd werden bij het tweede experiment
van deze masterproef. De correlaties tussen het aantal eimassa’s en de galindex en tussen de
inoculatiedensiteit en het aantal eimassa’s, worden respectievelijk weergegeven in Figuur B3.22 en
Figuur B3.23 (Bijlage 3). Tabel 14 en Tabel 15 geven een overzicht van de vergelijkingen van de

gefitte trendlijnen met de bijhorende R?-waarden.

Tabel 13: Gemiddelden en standaarddeviaties van de galindex, het aantal eimassa’s per gram wortel en het aantal
eimassa’s per plant. Deze waarden worden weergegeven per behandeling: de eerste kolom geeft het aantal geinoculeerde

nematoden weer, de tweede kolom de behandeling met MeJA

Inoculatie Elicitatie Galindex Eimassa’s per g wortel Eimassa’s per plant
100 Geen 1,5+04 0,3+0,1 7,3+4,0

200 Geen 2,5+0,7 1,4+0,8 37,8+17,8
350 Geen 3,1+0,5 2,0%+0,9 58,8 £ 29,3
1000 Geen 43+0,6 33116 99,2 + 40,9
100 MelA 1,3+0,4 0,4+0,2 10,2+ 4,5
200 MelA 2,4+0,7 1,1£0,6 26,8+13,4
350 MelA 3,3+0,5 2,0%+0,9 53,7 £ 22,5
1000 MelA 46+0,6 34+1,8 107,9+47,4

Tabel 14: Vergelijkingen van de gefitte trendlijnen met de bijhorende R2-waarden voor de regressieanalyse van het aantal
eimassa’s ten opzichte van de galindex. De regressieanalyse werd zeven keer uitgevoerd: eenmaal voor alle geinoculeerde
planten, eenmaal per geinoculeerde plantengroep met een verschillende elicitatiebehandeling: geen MelA en MelA, en
eenmaal per geinoculeerde plantengroep met een verschillende inoculatiedensiteit: 100 nematoden, 200 nematoden, 350

nematoden en 1000 nematoden

Plantengroep Vergelijking trendlijn R2-waarde

Alle geinoculeerde planten y = 55,468In(x) + 0,8789 R?=0,3996
Geinoculeerd en geen MelA y =57,963In(x) - 0,7031 R?2=0,4154
Geinoculeerd en MelA y = 53,498In(x) + 2,0237 R?=0,3872
100 nematoden y =3,642In(x) + 7,983 R?=0,0745
200 nematoden y =35,998In(x) + 4,4118 R?=0,5544
350 nematoden y = 56,314In(x) - 6,687 R?=0,1719
1000 nematoden y =94,426In(x) - 34,371 R%?=0,1203
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Tabel 15: Vergelijkingen van de gefitte trendlijnen met de bijhorende R%-waarden voor de regressieanalyse van het aantal
eimassa’s ten opzichte van de inoculatiedensiteit. De regressieanalyse werd drie keer uitgevoerd: eenmaal voor alle

geinoculeerde planten en eenmaal per geinoculeerde plantengroep met een verschillende elicitatiebehandeling: geen MeJA

en MelA

Plantengroep Vergelijking trendlijn R2-waarde
Alle geinoculeerde planten y =41,543In(x) - 185,23 R%2=0,4323
Geinoculeerd en geen MelA y =39,639In(x) - 173,89 R?2=0,4234
Geinoculeerd en MeJA y =43,447In(x) - 196,58 R%2=0,442
2.2.2 Galindex

De bepaalde galindices en de respectieve standaarddeviaties worden weergegeven in Tabel 13. De
Kruskal-Wallis test toonde dat de galindex van planten die met 1000 nematoden geinoculeerd zijn,
significant groter is dan de galindex van planten die met 100 of 200 nematoden geinoculeerd zijn en
dat de galindex van planten die met 350 nematoden geinoculeerd zijn, significant groter is dan de
galindex van planten die met 100 nematoden geinoculeerd zijn (Figuur 23). De respectieve p-waardes
waren piooo-100 = 0,00000; p10go-200 = 0,000072 en psso.100 = 0,000229. De test toonde bovendien een
trend (p2go-100 = 0,098083) dat de galindex van planten die met 200 nematoden geinoculeerd zijn,
groter is dan de galindex van planten die met 100 nematoden geinoculeerd zijn. Anderzijds bleek dat
er geen significant verschil is tussen de galindex van planten die wel of niet met MelA behandeld zijn

(Figuur B3.24, Bijlage 3).
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Figuur 23: Gemiddelde galindex voor de verschillende inoculatiebehandelingen: 100 nematoden (nem1), 200 nematoden
(nem2), 350 nematoden (nem3) en 1000 nematoden (nem4). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale
foutbalken. Wanneer enkel verschillende letters worden aangegeven boven verschillende behandelingen, is er een
statistisch significant verschil tussen deze behandelingen waargenomen op basis van de Kruskal-Wallis test met 5%

significantieniveau.
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2.2.3 Aantal eimassa’s

2.2.3.1 Aantal eimassa’s per gram wortel

Het berekende aantal eimassa’s per gram wortel met de respectieve standaarddeviaties wordt
weergegeven in Tabel 13. De Unequal N HSD test met 5% significantieniveau toonde dat het aantal
eimassa’s per gram wortel van planten die met 1000, 350 of 200 nematoden geinoculeerd zijn,
significant groter is dan het aantal eimassa’s per gram wortel van planten die met 100 nematoden
geinoculeerd zijn (Figuur 24). Verder gaf de test aan dat het aantal eimassa’s per gram wortel van
planten die met 1000 nematoden geinoculeerd zijn, ook significant groter is dan het aantal eimassa’s
per gram wortel van planten die met 200 nematoden geinoculeerd zijn (Figuur 24). De respectieve p-
waardes waren Pigoo.100 = 0,000149; pssp.100 = 0,000179; Paoo-100 = 0,015536 en pigoo200 = 0,000491.
Anderzijds toonde de test dat er geen statistisch significant verschil is tussen het aantal eimassa’s per

gram wortel van planten die wel of niet met MeJA behandeld zijn (Figuur B3.25, Bijlage 3).
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Figuur 24: Gemiddeld aantal eimassa’s per gram wortel voor de verschillende inoculatiebehandelingen: 100 nematoden
(nem1), 200 nematoden (nem2), 350 nematoden (nem3) en 1000 nematoden (nem4). De standaarddeviaties worden
weergegeven door de verticale foutbalken. Wanneer enkel verschillende letters worden aangegeven boven verschillende
behandelingen, is er een statistisch significant verschil tussen deze behandelingen waargenomen op basis van de Unequal N

HSD test met 5% significantieniveau.

2.2.3.2 Aantal eimassa’s per plant

Het berekende aantal eimassa’s per plant met de respectieve standaarddeviaties wordt weergegeven
in Tabel 13. De Unequal N HSD test met 5% significantieniveau toonde dat het aantal eimassa’s per
plant voor planten die met 1000, 350 of 200 nematoden geinoculeerd zijn, significant groter is dan
het aantal eimassa’s per plant voor planten die met 100 nematoden geinoculeerd zijn (Figuur 25). De
test gaf ook aan dat het aantal eimassa’s per plant voor planten die met 1000 nematoden
geinoculeerd zijn, significant groter is dan het aantal eimassa’s per plant voor planten die met 200

nematoden geinoculeerd zijn (Figuur 25). De respectieve p-waardes waren pigg-100 = 0,000149; paso.
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100 = 0,000149; prgo-100 = 0,001830 en piggo200 = 0,000203. Anderzijds toonde de test dat er geen

statistisch significant verschil is tussen het aantal eimassa’s per plant voor planten die wel of niet met

MelJA behandeld zijn (Figuur B3.26, Bijlage 3).
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Figuur 25: Gemiddeld aantal eimassa’s per plant voor de verschillende inoculatiebehandelingen: 100 nematoden (nem1),

200 nematoden (nem2), 350 nematoden (nem3) en 1000 nematoden (nem4). De standaarddeviaties worden weergegeven

door de verticale foutbalken. Wanneer enkel verschillende letters worden aangegeven boven verschillende behandelingen,

is er een statistisch significant verschil tussen deze behandelingen waargenomen op basis van de Unequal N HSD test met

5% significantieniveau.
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D. Discussie

1. Plantparameters

1.1 Scheutlengte en (relatieve) scheutgroei

Uit de experimenten van deze masterproef bleek dat de scheutlengte negatief beinvloed werd door
te sproeien met MeJA. Dat MelA een plantsignaalmolecule is met een negatief effect op de
scheutlengte, wordt beschreven in de literatuur voor Solanum Lycopersicum L. cv. Tiny Tim (Vieira
dos Santos, et al., 2013), Pharbitis nil (Maciejewska & Kopcewicz, 2002), Prunus persica (Janoud &

Flore, 2003), Pinus sylvestris L. (Heijari, et al., 2005) en Oryza sativa (Yeh, et al., 1995).

Een mogelijke verklaring voor de daling van de scheutlengten, is dat MelJA ervoor zorgt dat energie
wordt ingezet voor de defensie waardoor deze niet meer gebruikt kan worden voor de groei van de
plant. Dit fenomeen werd door Walls et al. (2005) beschreven als een trade-off tussen groei en
defensie (Walls, et al., 2005). Hiermee samen hangt het feit dat het sprayen van MelA een
wondrespons induceert. Jasmonaten accumuleren namelijk in de plant bij verwonding door
bijvoorbeeld herbivoren of insecten (Creelman, et al., 1992) (Wasternack, 2007) en deze
wondsignalisatie leidt vaak tot een gereduceerde groei van de plant. Dit is mogelijk een
verdedigingsrespons van de plant bij verwonding, aangezien er zo minder voedsel beschikbaar is voor

de herbivoren of insecten (Schittko, et al., 2001) (Hahlbrock, et al., 2003).

Jasmonaten hebben bovendien een invloed op ‘carbon partitioning’ (Hanik, et al., 2010), de verdeling
van koolstof vanuit fotosynthetische organen (sources) naar de rest van de plant (sinks). Er werd
aangetoond dat carbon partitioning een grote impact heeft op de groei en ontwikkeling van een
plant (Braun & Slewinski, 2009). Indien de gewijzigde carbon partitioning zou zorgen voor een
herverdeling van de fotosyntheseproducten van de scheut naar de wortelstelsels, dan zou dit in niet-
geinoculeerde planten moeten leiden tot grotere of dikkere wortels. Hoewel niet statistisch
significant, werd inderdaad in beide experimenten een lichte stijging van het wortelgewicht

waargenomen wanneer niet-geinoculeerde planten met MelA behandeld werden.

Bovenstaande verklaringen stroken ook met de resultaten van het tweede experiment van deze
masterproef, waaruit bleek dat ook de groei en de relatieve groei van de scheut daalden door een

behandeling met MelA.
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1.2 Scheutgewicht

Uit het eerste experiment van deze masterproef bleek dat een eenmalige behandeling met MelA een
negatief effect had op het verse scheutgewicht. Aangezien planten die eenmaal met MeJA behandeld
werden geen statistisch significant kortere scheut hadden dan planten die niet met MeJA behandeld
werden, moesten ze een dunnere scheut hebben om het lagere scheutgewicht te verklaren. Voor de
planten uit het tweede experiment, bleek echter het omgekeerde: hier werd geen verschil gevonden
tussen het vers scheutgewicht van planten die eenmaal of niet met MelJA behandeld waren, terwijl
de planten die eenmaal met MeJA behandeld waren, wel statistisch significant kortere scheuten
hadden dan degene die met water behandeld waren. Deze verkorting en verdikking van de scheuten
werd dan weer wel teruggevonden bij de planten uit het eerste experiment die wekelijks met MelA

besproeid werden.

De tegenstrijdigheid tussen de resultaten van het eerste en het tweede experiment zou het gevolg
kunnen zijn van de verschillende seizoenen waarin de experimenten uitgevoerd werden (zomer vs.
herfst). Parameters zoals lichtintensiteit en relatieve vochtigheid zijn immers nauw verbonden met
het seizoen en hebben een duidelijke invioed op de plantengroei (Shirley, 1929) (Mortensen, 1986).
Anderzijds tonen beide experimenten wel dat de toediening van MelA een negatief effect heeft op
de groei van de bovengrondse plantendelen, hetzij door een verkorting van de scheut, hetzij door
een verlaging van het scheutgewicht. Opnieuw wordt erop gewezen dat deze meer gedrongen
morfologie mogelijk het gevolg is van een inductie van de wondsignalisatie of een gewijzigde carbon

partitioning door MelJA (Schittko, et al., 2001) (Hahlbrock, et al., 2003) (Hanik, et al., 2010).

In het tweede experiment van deze masterproef werd ook het drooggewicht van de planten bepaald.
Het versgewicht en drooggewicht van de scheut bleken gemiddeld goed te correleren (R? = 0,809).
De resultaten van het drooggewicht volgden dan ook deze van het versgewicht. Er moet wel
opgemerkt worden dat er bij een inoculatie met 1000 nematoden slechts een matig lineair verband is
tussen het versgewicht en drooggewicht van de scheut. Bij een hoge inoculatiedensiteit zijn de
resultaten van het droog scheutgewicht dus niet representatief voor die van het vers scheutgewicht

of omgekeerd.

Overeenkomstig met het verse scheutgewicht, toonden de resultaten van het tweede experiment
geen verschil tussen het droge scheutgewicht van planten die wel of niet met MelA behandeld
waren, wat samengenomen met de resultaten van de scheutlengte opnieuw aantoont dat MeJA voor

een verkorting en verdikking van de scheut zorgt.
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Ook de invloed van de inoculatiedensiteit was gelijkaardig voor het verse en droge scheutgewicht,
maar enkel bij het droge scheutgewicht kwam dit tot uiting als statistisch significante verschillen. Een
inoculatie met 100 of 200 nematoden zorgde namelijk voor een verlaging van het droge
scheutgewicht. Aangezien planten die met 100 en 200 nematoden geinoculeerd zijn, geen statistisch
significant kleinere scheut hebben, moeten deze dunnere scheuten en/of minder bladeren hebben
dan planten die niet met nematoden behandeld zijn. Kankam & Adomako (2014) vonden inderdaad
dat zowel de stengelomtrek van tomatenplanten als de hoeveelheid bladeren daalt met een
stijgende inoculatiedensiteit. Opvallend is dat het droge scheutgewicht niet verder afneemt bij
hogere inoculatiedensiteiten (350 en 1000 nematoden). Het lijkt er dus op dat de geinfecteerde
tomatencultivar Marmande anders reageert op een inoculatie van 350 of 1000 M. incognita dan op
een inoculatie van 100 of 200 M. incognita. Dit zou het gevolg kunnen zijn van de specifieke
combinatie tussen nematodensoort en tomatencultivar. Uit de resultaten van Maleita et al. (2012)
blijkt inderdaad dat de invloed van de inoculatiedensiteit op tomatenplanten afhankelijk is van zowel
de nematodensoort als het tomatengenotype. De meerderheid van de cultivars vertoont echter een
verlaging van het scheutgewicht bij een stijgende inoculatiedensiteit omdat een grotere infectie van
de wortels zorgt voor een verhindering van de water- en nutriéntopname en bijgevolg een slechte
plantengroei (Karssen & Moens, 2006). Gharabadiyan et al. (2013) vonden bijvoorbeeld dat het
scheutgewicht van 4 geinoculeerde cultivars proportioneel daalde met de inoculatiedensiteit; Singh
& Khurma (2007) vonden hetzelfde voor 5 van 6 geinoculeerde cultivars. Bovendien bleek dat de
cultivar waarvoor het scheutgewicht niet daalde, sowieso weinig negatieve invloed ondervond van
de nematodeninoculatie. Dit werd wellicht veroorzaakt door de aanwezigheid van een soort
genetische resistentie, een verklaring die niet opgaat voor de Marmande cultivar. In de literatuur
werd wel meermaals beschreven dat de vermenigvuldigingssnelheid van nematoden daalt met een
stijgende initiéle populatie (Khan, et al., 2004) (Hussain, et al., 2011) (Pathak, et al., 2000). Aangezien
een hogere inoculatiedensiteit een negatieve invioed kan hebben op de vermenigvuldiging van de
nematoden, is het mogelijk dat deze ook een negatieve invloed heeft op de groeireductie die door de
nematoden wordt veroorzaakt. Anderzijds zou het ook kunnen dat een stijgende negatieve invloed
op de plantengroei zich bij een stijgende inoculatiedensiteit niet uit als een reductie van het droge
scheutgewicht, maar wel als een daling van het droge wortelgewicht. Binnen de opzet van deze
masterproef konden echter geen data verzameld worden voor het droge wortelgewicht van
geinoculeerde planten. Bovendien is het moeilijk om uitspraken te doen op basis van het verse
wortelgewicht, aangezien verwacht wordt dat het verse en droge wortelgewicht minder goed

correleren voor geinoculeerde als voor niet-geinoculeerde planten (R*=0,7773).
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Een andere reden voor het afwijken van de resultaten i.v.m. het droog scheutgewicht ten opzichte
van die van de literatuur, is misschien de grote variatie binnen de data. Er blijkt namelijk per
behandeling een grote spreiding te zijn tussen de waarden van het droog scheutgewicht: de
individuele waarden kunnen tot 43% afwijken van de gemiddelden. Deze grote variatie zou het
gevolg kunnen zijn van de verschillende standplaatsen van de planten in de serre. De invloed van de
plaatsing werd evenwel geminimaliseerd door de positie van de planten regelmatig te randomiseren.
De variatie zou ook zijn oorzaak kunnen vinden in het feit dat de inoculatie niet bij elke plant
hetzelfde is. Het grote aantal nematoden per inoculatie maakt het immers onmogelijk om iedere
plant met een identieke populatie te infecteren, zelfs wanneer een identieke inoculatietechniek
gebruikt wordt. Elke inoculatiemethode die toegepast wordt in de literatuur, heeft nu eenmaal zijn
beperkingen op het gebied van uniformiteit (Xing & Westphal, 2005). De invloed hiervan wordt
echter gereduceerd door een aantal herhalingen per behandeling uit te voeren. In deze masterproef
werd gekozen voor 8 tot 10 herhalingen per behandeling. Hoewel er in de literatuur soms maar 6
herhalingen uitgevoerd worden, zouden meer herhalingen in toekomstige experimenten misschien

kunnen zorgen voor een reductie van de variatie binnen de data.

1.3 Wortelgewicht

In het eerste experiment van deze masterproef werd een trend waargenomen dat het wortelgewicht
van planten die met nematoden behandeld zijn, groter is dan het wortelgewicht van planten die niet
met nematoden behandeld zijn, wat overeenstemt met de bevindingen door Corbett et al. (2011). In
de literatuur wordt het extra gewicht verklaard door de galvorming die zou veroorzaken dat er meer
fotosyntheseproducten naar de wortels gestuurd worden (Noe, 2008) (Wondafrash, et al., 2013). Dit
is aannemelijk aangezien de hypertrofie en hyperplasie van cellen in de gallen heel wat extra energie
kosten. Een andere mogelijkheid is echter dat de galvorming ervoor zorgt dat het wortelstelsel meer

water vasthoudt. Hoewel dit plausibel lijkt, werd hiervoor geen ondersteunende literatuur gevonden.

Een vergelijking van de wortelgewichten en de scheutgewichten uit het eerste experiment, duidt een
verlaging van de ratio scheutgewicht:wortelgewicht door de nematoden aan. Een wijziging van deze
ratio betekent dat er ook een wijziging in de algemene gezondheid van de plant optreedt. Meer
concreet is het zo dat het gewicht van de scheut ten opzichte van de wortel verlaagt bij
omgevingstressen zoals een tekort aan water of mineralen (Fageria & Moreira, 2011). Een tweede
mogelijke verklaring voor de stijging van het wortelgewicht is dus de verstoring van de water- en

nutriéntenopname die door WKN’s wordt veroorzaakt.

Uit het tweede experiment van deze masterproef bleek dat het verse wortelgewicht daalde bij een

inoculatie van 100 en 200 nematoden en dan terug steeg bij een inoculatie van 350 en 1000
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nematoden. Dit is in tegenstrijd met de bevindingen uit de literatuur waar een stijgende
inoculatiedensiteit zorgt voor een daling van het wortelgewicht (Kankam & Adomako, 2014)
(Gharabadiyan, et al., 2013) (Singh & Khurma, 2007). Opvallend is wel dat het wortelgewicht
helemaal de trend volgt van het stengelgewicht, dat ook daalde tot een inoculatie van 200
nematoden en dan terug steeg. Dit versterkt het vermoeden dat een hogere inoculatiedensiteit een
negatieve invloed heeft op de groeireductie die door de nematoden wordt veroorzaakt, hoewel ook
hier opgemerkt moet worden dat er een erg grote variatie is tussen de data (afwijkingen tot 76% van
de individuele waarden t.o.v. de gemiddelden). Daarenboven zorgt de grotere populatie voor meer
galvorming, wat ook een oorzaak zou kunnen zijn voor het extra gewicht. Zoals hierboven
aangegeven, leidde een inoculatie met 1000 nematoden in het eerste experiment immers ook tot

een verhoging van het wortelgewicht.

In tegenstelling tot het scheutgewicht, bleek uit de experimenten van deze masterproef dat het verse
wortelgewicht niet beinvloed werd door toediening van MelJA. Het tweede experiment toonde dat
ook het droge wortelgewicht onafhankelijk was van de behandeling met MelA, wat in de lijn ligt van
de verwachtingen, aangezien er een goede correlatie gevonden werd tussen het droge en verse
wortelgewicht (R? = 0,7773) bij niet-geinoculeerde planten. Een mogelijke reden waarom het
wortelgewicht niet daalt bij een behandeling met MelA, is het feit dat de wortels (in tegenstelling tot
de scheut) niet rechtstreeks in contact komen met MelA. Uit de literatuur blijkt namelijk dat
wortelstelsels die rechtstreeks in contact komen met de toegediende MelA, vaak wel een reductie in
de groei vertonen (Staswick, et al., 1992) (Wang, 1998), terwijl de toediening van MelA via een
bladspray meestal geen invloed heeft op de wortelgroei (Vieira dos Santos, et al., 2013) (Cooper, et

al., 2005).

1.4 Totaalgewicht

In het eerste experiment van deze masterproef werd het totaalgewicht van planten negatief
beinvloed door een eenmalige of wekelijkse MelA-behandeling. Dit ligt in de lijn van de
verwachtingen aangezien het totaalgewicht berekend werd als de som van het scheut- en
wortelgewicht en de toediening van MelA het scheutgewicht deed dalen, terwijl het wortelgewicht
nagenoeg onveranderd bleef. De daling van het totaalgewicht strookt ook met het idee dat MelA een
wondrespons induceert die leidt tot een gereduceerde groei van de plant. In het tweede experiment
van deze masterproef werd echter geen verschil gevonden tussen het droge of verse totaalgewicht
van planten die wel of niet met MelA behandeld waren. Dit werd echter ook verwacht, aangezien
noch het scheutgewicht, noch het wortelgewicht beinvioed werden door te sprayen met MelA. Uit

de regressie-analyse van het droge totaalgewicht ten opzichte van het verse totaalgewicht, bleek dan
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weer wel dat de correlatie veel sterker was voor planten die met water besproeid waren (R? =
0,8795) dan voor planten die met MeJA besproeid waren (R? = 0,6867). MeJA lijkt dus een wisselende
invloed te hebben op de waterretentie van de plant. Dit zou te maken kunnen hebben met het feit
dat MeJA kan zorgen voor het sluiten van huidmondjes (Suhita, et al., 2004) (Wang, 1999) (Hossain,
et al., 2011). Het sluiten van de huidmondjes leidt immers tot een verminderde transpiratie wat een
verhoging van de waterretentie tot gevolg heeft (Arve, et al., 2011) (Li, et al., 2013). Anderzijds is het
sluiten van de huidmondjes een tijdelijk fenomeen, waardoor er weinig kans is dat dit resulteert in
een blijvende verhoging van de waterinhoud. Bovendien werd de negatieve invloed van de elicitatie
op de correlatiesterkte in veel mindere mate waargenomen voor het wortelgewicht en helemaal niet
voor het stengelgewicht. Om verdere uitspraken te kunnen doen over de invloed van MelA op de
waterretentie, is het wenselijk om bij een groter aantal planten te bestuderen hoe MelA de

correlatie tussen het verse en droge totaalgewicht beinvloedt.

De resultaten van het tweede experiment gaven aan dat het totaalgewicht eerst daalde bij een
toenemende inoculatiedensiteit en daarna steeg. Dit resultaat volgt de trend van het verse
wortelgewicht, wat aannemelijk is aangezien er geen significant verschil gevonden werd bij de verse

scheutgewichten en het totaalgewicht berekend werd als de som van vers wortel- en scheutgewicht.
2. Nematodenparameters

2.1. Galindex

Er werd in de twee experimenten van deze masterproef geen verschil gevonden tussen de galindices
van planten die niet, 1 maal of wekelijks met MeJA behandeld werden. Nochtans vonden Vieira dos
Santos et al. (2013) en Zhang et al. (2011) dat sprayen met MelA zorgt voor een verminderd aantal
gallen op tomatenwortels. Fujimoto et al. (2011) keken niet naar de galindex, maar toonden wel aan
dat een spray met MelA de penetratie door nematoden verlaagt. Om een beter inzicht te krijgen in
mogelijke redenen voor de discrepantie tussen de resultaten van deze masterproef en die uit
bovenvermelde literatuur, geeft Tabel 16 een overzicht van de verschillen in de uitvoering tussen de

experimenten.
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Tabel 16: verschillen in de uitvoering tussen de experimenten van Fujimoto et al. (2011), Vieira dos Santos et al. (2013),

Zhang et al. (2011) en deze masterproef

Fujimoto et al. Vieira dos Santos et Zhangetal. Masterproef
al.
Herhaling spray Herhaaldelijk Herhaaldelijk Eenmalig Eenmalig &
herhaaldelijk

Nematode M. incognita M. chitwoodi M. incognita M. incognita
Inoculatiedensiteit 200 300 5000 1000 &
(aantal J2) 100/200/350/1000
Concentratie 0,1,05;1& 1,1 mM 1,5mM 2mM
MelA 5mM
Solanum Momotaro Tiny Tim Castlemart Marmande
Lycopersicum L. cv. & Fukuju No. 2
Tijdstip spray 2% pladstadium 2% bladstadium 4% pladstadium 5% bladstadium
Tijd tussen spray 1, 24,48, of 48h Oh 48h
en inoculatie 72h

Een eerste punt waarop zowel de experimenten van Fujimoto et al. (2011), Vieira dos Santos et al.
(2013) als Zhang et al. (2011) verschillen van de experimenten uit deze masterproef, is de gebruikte
concentratie van de defensie-elicitor. Moreira et al. (2012) gaven al aan dat de weerstandsverhoging
tegen ziekteverwekkers niet altijd lineair afhankelijk is van de dosis en dat (te) hoge concentraties
aan MelA zelfs kunnen zorgen voor fytotoxiciteit in de plant. Bovendien bleek uit de experimenten
van Fujimoto et al. (2011) dat de planten die besproeid waren met 5 mM MelJA verzwakt waren of
zelfs niet overleefden als gevolg van de schadelijke effecten van MelA zoals ernstige
bladverbranding. Het zou dus kunnen dat de gebruikte concentratie MeJA in deze masterproef aan
de hoge kant was en zorgde voor een algemene daling van de fitness van de plant, waardoor het
positieve effect van de elicitor teniet gedaan werd. Deze verklaring is echter weinig plausibel
aangezien zowel de enkelvoudig als meervoudig besproeide planten uit de experimenten van deze
masterproef alle kenmerken hadden van gezonde tomatenplanten. Dit werd duidelijk aan de hand
van de opgemeten plantparameters en doordat planten die met MeJA behandeld waren, niet op het
zicht onderscheiden konden worden van planten die met water behandeld waren. Ook eerdere
experimenten (ongepubliceerd) die uitgevoerd werden door het Labo Nematologie aan de KULeuven,
toonden dat de Marmande cultivar geen schade ondervond van een behandeling met 2 mM MelA.
Bovendien is de gebruikte 2 mM geen aanzienlijk grotere concentratie dan de 1,5 mM die gebruikt
werd in het experiment van Zhang et al. (2011). Ook wanneer andere plantensoorten zoals de Punica
granatum L. en Medicago sativa L. met 2 mM MelA besproeid werden, bleken deze hier geen

schadelijke effecten van te ondervinden (Vatanparast, et al., 2012) (Abdel-Monaim, et al., 2012).
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Een tweede verschilpunt is de ouderdom van de planten: zowel in de experimenten van Fujimoto et
al. (2011), Vieira dos Santos et al. (2013) als Zhang et al. (2011) waren de tomatenplanten minder
volgroeid dan in de experimenten van deze masterproef. Uit de literatuur blijkt echter dat de
gevoeligheid voor nematoden daalt naarmate planten ouder worden (Olthof, 1982) (Freckman &
Caswell, 1985). Op basis daarvan kan dus niet verklaard worden waarom er meer galvorming is bij de
planten van de masterproef. Walters (2009) maakt daarenboven gewag van het feit dat een
voorafgaande geinduceerde defensie als gevolg van de continue interactie tussen een plant en zijn
omgeving, het vermogen van de plant om te reageren op latere inducties niet compromitteert. De
ouderdom van de planten lijkt dus geen oorzaak te zijn voor de discrepantie tussen de resultaten van
deze masterproef en die uit de literatuur vermeld in Tabel 16. Desalniettemin moet opgemerkt
worden dat plantendefensie een bijzonder complex gegeven is, waardoor het zeer moeilijk is om in
te schatten wat de relatie is tussen plantenouderdom en de doeltreffendheid van een geinduceerde

defensie tegen specifieke pathogenen.

Een derde punt waarin bovenstaande experimenten verschillen, is de geinoculeerde cultivar. Er is dus
een mogelijkheid dat MelJA een ander effect heeft op verschillende cultivars van dezelfde
plantensoort. In de literatuur werd namelijk al aangehaald dat enkel bepaalde cultivars reageren op
bepaalde volatiele organische componenten (Ahman & Ninkovic, 2010). Ook de effectiviteit van de
geinduceerde defensie en de differentiéle genexpressie verschillen bij elicitoren naargelang de
cultivar waarop ze toegepast worden (Herman, et al., 2007) (Altamiranda, et al., 2008) (Walters &
Fontaine, 2009). Deze verklaring wordt echter weerlegd door genexpressie-analyses
(ongepubliceerd) die uitgevoerd werden door het Labo Nematologie aan de KULeuven. Hieruit bleek
namelijk door de aanschakeling van genen die coderen voor Proteinase Inhibitor | en Il en PR-
proteine P2, dat een concentratie van 2 mM MelJA wel in staat is een systemische defensierespons
uit te lokken. Omdat nematodenpopulaties zeer divers zijn en een flexibel genoom hebben (Perry &
Moens, 2011) (Castagnone-Sereno, 2002) is een andere mogelijkheid dat de gebruikte populatie zich
op vrij korte termijn aangepast heeft om optimaal de tomatencultivar te infecteren waarmee ze al
meerdere jaren continu in contact is. Voor de inoculatie tijdens de experimenten van deze
masterproef, werden immers steeds nematoden van de in vivo-stock gebruikt, die opgekweekt werd
op tomatenplanten van dezelfde cultivar als de planten gebruikt in de experimenten, namelijk
Solanum Lycopersicum L. cv. Marmande. Het zou dus kunnen dat de gebruikte nematodenpopulatie
zich zodanig geoptimaliseerd heeft dat de geinduceerde defensie die opgewekt wordt door elicitoren
onvoldoende is om de plant nog te beschermen tegen WKN’s. Er is tenslotte al gebleken dat
bepaalde M. incognita-populaties zich op enkele jaren tijd kunnen ontwikkelen tot populaties die

virulent zijn voor tomatenplanten met het Mi-resistentiegen, een gen dat oorspronkelijk voor
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resistentie tegen WKN’s zorgde in vele cultivars (Eddaoudi, et al., 1997) (Kaloshian, et al., 1996)
(Castagnone-Sereno, 2002) (Noling, 2012). In de literatuur wordt zelden de tomatencultivar
gespecificeerd waarop de nematodencultuur gekweekt wordt. Vieira dos Santos et al. (2013) deden
dit wel en hier bleken de cultivars gebruikt voor het kweken van de nematoden en de cultivars
gebruikt voor de elicitatie-experimenten te verschillen. Hoewel dit een verklaring zou kunnen zijn
voor het afwijken van de resultaten van deze masterproef ten opzichte van de resultaten van andere
elicitatie-experimenten, moet toch opgemerkt worden dat zowel op het veld als in de serres de kans
reéel is dat ook daar dezelfde nematodensoort gedurende meerdere jaren in contact is met dezelfde
tomatencultivar. De resultaten van deze masterproef indachtig, is het in dat geval mogelijk dat het

gebruik van defensie-elicitoren niet kan zorgen voor een duurzame bestrijding van WKN’s.

Het tweede experiment van deze masterproef toonde dat de galindex steeg met een stijgend aantal
nematoden bij de inoculatie. Hieruit blijkt dat de inoculatie met verschillende densiteiten correct
werd uitgevoerd, want ook in de literatuur wordt beschreven dat een stijgend inoculatieniveau
samengaat met een stijging in het aantal gallen en de galindex (Kankam & Adomako, 2014) (Singh &

Khurma, 2007).

2.2 Aantal nematoden

Het eerste experiment van deze masterproef toonde dat het aantal nematoden (per gram wortel of
per plant) hoger was bij planten die wekelijks met MelJA behandeld waren dan bij planten die
eenmaal of niet met MelA behandeld waren. Beide bleken veroorzaakt te worden door een positief
effect op het aantal adulten bij het wekelijks spuiten van MelJA. Ook deze bevindingen zijn in
tegenstrijd met die van Fujimoto et al. (2011) en Vieira dos Santos et al. (2013). Zij toonden aan dat
er minder nematoden aanwezig waren in planten die wel met MelA behandeld werden dan in
planten die niet met MelJA behandeld werden. Voor de experimenten uitgevoerd door Fujimoto et al.
(2011) bleek dit verschil zelfs significant. Op basis van de resultaten uit deze masterproef lijkt het er

echter op dat MelJA niet in staat is om WKN’s in tomaat te bestrijden.

Ondanks het feit dat wekelijks met MeJA spuiten samenhangt met een verhoging van het aantal
nematoden, is het onwaarschijnlijk dat dit enkel het gevolg is van een verhoogde penetratie. Het is
namelijk zo dat de penetratie door juveniele nematoden snel na de inoculatie moet gebeuren,
aangezien deze slechts enkele dagen in de bodem kunnen overleven (Curtis, et al., 2009)
(Horticulture Australia, 2014). Indien MelA een positieve invlioed zou hebben op de penetratie, en dit
de enige reden zou zijn voor het groter aantal nematoden, dan zouden de penetratie en het aantal
nematoden ook bij een eenmalige toediening van MelA groter moeten zijn. Omdat dit niet het geval

is, is het waarschijnlijk dat een herhaalde spray met MelA zorgt voor een grotere ontvankelijkheid
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van de plant ten opzichte van de nematoden. Concreet zou dat betekenen dat een wekelijks
verhoogde concentratie aan jasmonaten een omgeving in de plant creéert waarin zich meer
nematoden kunnen ontwikkelen, bijvoorbeeld doordat er meer of grotere reuzencellen gevormd
kunnen worden. De extra energie die hiervoor nodig is, zou dan afkomstig kunnen zijn van
fotosyntheseproducten die door MeJA herverdeeld werden ten voordele van de wortels. Er werd
immers al aangehaald dat de groeireductie van de bovengrondse plantendelen mogelijk veroorzaakt

wordt doordat MelA zorgt voor een wijziging van de carbon partitioning.

Zelfs wanneer de positieve invloed van een wekelijkse MeJA-spray op de ontvankelijkheid voor
WKN’s aangenomen wordt, is dit onvoldoende om het groter aantal nematoden te verklaren
aangezien er in verschillende studies aangetoond werd dat de exogene toediening van jasmonaten
leidt tot de aanmaak van o.a flavonoiden, fytoéctosteroiden en proteinase inhibitoren (PI’s),
producten die nefast zijn voor nematoden (Zhang, et al., 2011) (Fujimoto, et al., 2011) (Cooper, et al.,
2005) (Udalova, et al., 2014). Een mogelijkheid is echter dat de gebruikte M. incognita zich
ontwikkeld heeft tot een populatie die niet meer gevoelig is voor defensieproducten die
opgereguleerd worden in de Marmande cultivar. Zoals eerder aangegeven, zijn er immers ook
populaties die niet langer gevoelig zijn voor de defensie van planten met het Mi-resistentiegen
(Eddaoudi, et al., 1997) (Kaloshian, et al., 1996) (Castagnone-Sereno, 2002). Om meer duidelijkheid
te krijgen hieromtrent, is het aangewezen om in verdere experimenten na te gaan welke relatie er is
tussen het expressieniveau van de defensiegenen in de gebruikte Marmande cultivar en de
nematodenpopulatie. Fujimoto et al. (2011), Zhang et al. (2011) en Fan et al. (2015) vonden zo een
positief effect van de exogene toediening van jasmonaten op de expressie van PI’s en constateerden
dat een verhoogde Pl-productie samenhing met een vermindering van de WKN-invasie en/of
galvorming. Een bijkomende mogelijkheid is dat de gebruikte nematodenpopulatie zich zo
ontwikkeld heeft dat deze in staat is om de inductie van de defensiegenen ongedaan te maken. Dit
blijkt de meest plausibele verklaring te zijn aangezien de experimenten van Sanz-Alférez et al. (2008)
aangaven dat M. Javanica de expressie van SAR-merkers die initieel door defensie-elicitoren

geinduceerd werden, kon onderdrukken in een Marmande cultivar.

2.3 Aantal eimassa’s

Uit de resultaten van het eerste experiment van deze masterproef kon afgeleid worden dat het
aantal eimassa’s per adult daalde wanneer geinfecteerde planten wekelijks met MeJA behandeld
werden. Dit is in overeenkomst met de bevindingen van Cooper et al. (2005) en Fujimoto et al.

(2011). Zij schreven dit toe aan een daling van de reproductiviteit van nematoden onder invloed van

49



MelA. Opvallend is wel dat dit in beide experimenten gepaard ging met een significante verlaging van

de totale productie van eimassa’s, in tegenstelling tot het eerste experiment van deze masterproef.

De significante daling van het aantal eimassa’s per adult bij een wekelijkse spray van MelA zou
inderdaad kunnen duiden op een verlaging van de reproductiviteit, maar kan ook het gevolg zijn van
het significant groter aantal adulten. Deze laatste mogelijkheid wordt ondersteund door het feit dat
MelA noch in het eerste, noch in het tweede experiment van deze masterproef een daling van het
aantal eimassa’s per gram wortel of per plant veroorzaakte. Daarenboven is het zo dat als een
herhaalde MelA-spray daadwerkelijk voor een grotere ontvankelijkheid van nematoden zorgt, de
extra fotosyntheseproducten die naar de wortels gestuurd worden deels aangewend moeten worden
voor de uitgebreidere ontwikkeling van reuzencellen. Bij een enkelvoudige spray daarentegen,
moeten de extra fotosyntheseproducten hier niet voor ingezet worden en bovendien niet verdeeld
worden tussen een groter aantal nematoden. Hierdoor blijft er meer energie over voor individuele
nematoden waardoor er meer eimassa’s per adult geproduceerd kunnen worden in planten die
eenmalig met MelA behandeld zijn dan in planten die wekelijks met MelA behandeld zijn. Om meer
zekerheid te krijgen over de invloed van de frequentie van een MelA-behandeling op de
nematodenreproductiviteit, zou het interessant zijn om de fecunditeit (aantal eitjes/eimassa) na te
gaan. In de gegeven opzet was dit echter niet mogelijk omdat de meeste eitjes weggewassen werden

tijdens de oogst en de kleuring van de wortelstelsels.

De resultaten van het tweede experiment gaven aan dat het aantal eimassa’s per gram wortel en per
plant steeg met een stijgende inoculatiedensiteit. Het aantal eimassa’s per gram wortel en per plant
liep dus volledig parallel met de galindex, wat extra bevestigt dat de inoculatie met verschillende

densiteiten correct werd uitgevoerd.

In het tweede experiment werd ook een regressieanalyse uitgevoerd van het aantal eimassa’s per
plant ten opzichte van de galindex en ten opzichte van de inoculatiedensiteit. Omdat de
nematodenparameters (met uitzondering van de galindex) logaritmisch getransformeerd werden
voor statistische analyse, werd voor een logaritmisch verband gekozen. Bovendien stemt deze keuze
overeen met de correlatiemodellen uit de literatuur i.v.m. nematoden (Seinhorst, 1965) (Proctor &

Marks, 1974).

De regressieanalyse van het aantal eimassa’s per plant ten opzichte van de galindex toonde
gemiddeld een matige correlatie (R> = 0,3996). De correlatie werd echter zwak tot zeer zwak
wanneer gekeken werd per inoculatiedensiteit. Dit werd ook duidelijk aan de hand van de
regressieanalyse van het aantal eimassa’s ten opzichte van de galindex uit het eerste experiment,

waar de gemiddelde R2-waarde gelijk was aan 0,0139. Hieruit volgt dat de galindex geen geschikte
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parameter is om het aantal eimassa’s in te schatten. Het is daarom belangrijk om zowel de galindex
als het aantal eimassa’s te bepalen. De galindex is dan een maat voor het huidige aantal gallen, wat
een idee geeft hoe sterk de water- en nutriéntopname van de plant verstoord is, terwijl het aantal
eitjes een indicatie geeft van de reproductiviteit van de nematoden en van hoeveel nematoden uit
de volgende generatie de wortel zouden kunnen infecteren, wat op zijn beurt zou zorgen voor een

verhoging van de galvorming.

Verder werd er een regressieanalyse uitgevoerd van het aantal eimassa’s ten opzichte van de
inoculatiedensiteit waarbij ook een matige correlatie (R? = 0,4323) werd waargenomen. De
hoeveelheid eimassa’s die de populatie uiteindelijk produceert, kan dus hoger of lager zijn dan
verwacht op basis van de beginpopulatie. Dit wijst nogmaals op de grote variabiliteit die er bestaat
voor plant-WKN interacties: zelfs wanneer een even grote hoeveelheid nematoden uit een
gehomogeniseerde populatie geinoculeerd wordt op planten van dezelfde cultivar, zijn er grote

verschillen te vinden in het aantal eimassa’s per plant.
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E. Conclusie

1. Algemene bespreking

In deze masterproef werd via twee experimenten onderzocht of het behandelen van tomatenplanten
met MelA als defensie-elicitor effectief is voor de bestrijding van de wortelknobbelnematode M.
incognita in tomaat. Hiervoor werd enerzijds het effect van MelA op de tomatenplanten bestudeerd
en werd anderzijds gekeken of dit effect zich uitte als een verdediging tegen een WKN-infectie. In het
eerste experiment werd daarenboven nagegaan of de frequentie van de behandeling invloed had op
het bestrijdingseffect van MeJA en in het tweede experiment werd gecontroleerd of de inoculatie-

densiteit de effectiviteit van MeJA kon beinvioeden.

Uit beide experimenten bleek dat MelA een negatief effect had op de groei van de bovengrondse
plantendelen. Dit kwam tot uiting als een daling van de scheutlengte en de (relatieve) scheutgroei of
als een verlaging van het scheutgewicht. Deze observaties werden toegeschreven aan een
combinatie van een trade-off tussen groei en defensie en een wijzing van de carbon partitioning door
MelA. Er werd geen reductie in de groei van plantenwortels waargenomen, wellicht omdat de
ondergrondse plantendelen (in tegenstelling tot de bovengrondse) niet rechtstreeks in contact
kwamen met MelJA. Hoewel niet statistisch significant, werd in beide experimenten zelfs een lichte
stijging van het wortelgewicht waargenomen wanneer niet-geinoculeerde planten met MelA
behandeld werden. Een mogelijke verklaring hiervoor is dat de gewijzigde carbon partitioning zorgt

voor een herverdeling van de fotosyntheseproducten van de scheut naar de wortels.

Hoewel de verminderde groei wees op de activatie van een defensierespons en voorgaande
experimenten van het Labo Nematologie (KULeuven) aantoonden dat 2 mM MelA een systemische
defensie kan induceren, daalden in geen van beide experimenten de galindices, het totaal aantal
nematoden of eimassa’s door elicitatie. MeJA had dus noch door een herhaalde toediening, noch bij
verschillende inoculatiedensiteiten een negatieve invioed op de nematodenparameters. Een
wekelijkse spray met MelA leek de plant zelfs ontvankelijker te maken voor meer nematoden. Het
enige negatieve effect van MeJA op de nematodenpopulatie, was een daling van het aantal eimassa’s
per adult bij een wekelijkse spray. Deze daling werd echter eerder toegeschreven aan een significant
groter aantal adulten dan aan een verlaging van de nematodenreproductiviteit. Onder de
omstandigheden van de twee experimenten binnen deze masterproef, kon dus geen

bestrijdingseffect van MelA ten opzichte van M. incognita waargenomen worden.
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De wijze waarop en de intensiteit waarmee nematoden schade veroorzaken, kan sterk afhangen van
de geinfecteerde cultivar. Zo bleek bijvoorbeeld dat geinfecteerde planten van de Marmande cultivar
anders reageerden op een inoculatie met 350-1000 nematoden dan op een inoculatie met 100-200
nematoden. Dit zou veroorzaakt kunnen worden doordat een grotere beginpopulatie een negatief
effect heeft op de groeireductie die M. Incognita veroorzaakt of doordat de stijgende
inoculatiedensiteit niet uitmondt in een reductie van het droge scheutgewicht, maar wel in een
daling van het droge wortelgewicht. Voor het droge wortelgewicht van geinoculeerde planten kon
binnen het bestek van deze masterproef echter geen data verzameld worden. Een andere reden voor
de gedifferentieerde reactie op verschillende inoculatiedensiteiten, is misschien de grote variatie
binnen de data die voornamelijk zijn oorsprong vindt in het feit dat elke inoculatietechniek zijn

beperkingen heeft qua uniformiteit.

In toekomstige experimenten is het aangewezen om te onderzoeken of de combinatie tussen de
geinfecteerde cultivar en nematodensoort ook de doeltreffendheid van MelA als nematoden-
bestrijdingsmiddel beinvloedt. Het zou namelijk kunnen dat de gebruikte M. incognita zich
ontwikkeld heeft tot een populatie die niet meer gevoelig is voor de defensiewegen die door MelA
binnen de Marmande cultivar opgereguleerd worden. Onderzoeken die bepalen welke relatie er is
tussen het expressieniveau van de opgereguleerde defensiegenen en de nematodenpopulatie,
kunnen hierover meer duidelijkheid creéren. De meest waarschijnlijke oorzaak is echter dat de
gebruikte nematodenpopulatie zich zo ontwikkeld heeft dat deze in staat is om de inductie van de
defensiegenen ongedaan te maken. Dit fenomeen werd voor de Marmande cultivar immers al eens

beschreven in de literatuur.

Verder zou het interessant zijn om de duurzaamheid van de WKN-bestrijding na te gaan voor de
cultivar-nematoden combinaties waarvoor het bestrijdingseffect van MelA in de literatuur reeds
werd aangetoond. Omdat dezelfde nematodensoort zowel op het veld als in de serre vaak meerdere
jaren in contact is met dezelfde tomatencultivar, is het immers belangrijk om in lange-
termijnexperimenten na te gaan of (en hoe snel) deze nematodensoort de geinduceerde defensie

kan omzeilen of uitschakelen.

Het is ook belangrijk dat in toekomstige experimenten voldoende aandacht besteed wordt aan de
variabiliteit binnen de data. Deze variatie wordt voornamelijk veroorzaakt door het feit dat een
inoculatie nooit bij elke plant hetzelfde is, zelfs wanneer een identieke inoculatietechniek gebruikt
wordt. De invloed hiervan zou bijvoorbeeld gereduceerd kunnen worden door in toekomstige
experimenten per behandeling meer herhalingen uit te voeren. Statistiek is een zeer nuttige tool en

onontbeerlijk bij de uitvoering van nematodenexperimenten, desalniettemin is het van groot belang

53



dat statistische data steeds kritisch geévalueerd worden en dat de experimentele set-up zodanig

geoptimaliseerd wordt dat er een minimale variatie is binnen deze data.

2. Besluit

Op basis van deze masterproef werd het behandelen van Marmande tomatenplanten met MelJA als
defensie-elicitor niet effectief bevonden voor de bestrijding van M. incognita, hoewel er wel
indicaties waren dat MeJA een systemische defensie induceerde. De discrepantie tussen deze
resultaten en de bevindingen uit de literatuur, toont de enorme complexiteit van de interactie tussen
nematoden en planten en van de invloed van defensie-elicitoren hierop. Ze toont ook dat er
bijkomend onderzoek nodig is om te bepalen (1) in welke cultivars wortelknobbelnematoden
bestreden kunnen worden via MelJA (2) waarin de geinduceerde defensie verschilt voor cultivars
waarin WKN’s bestreden kunnen worden via MeJA t.o.v. cultivars waarin dit niet mogelijk is, (3) of de
inductie van de defensiegenen door MelA gewijzigd/ongedaan gemaakt wordt bij een
nematodeninfectie en (4) wat de duurzaamheid is van een doeltreffende elicitor-geinduceerde
defensie tegen een nematodensoort. Ondanks de veelbelovende literatuur in verband met de

bestrijding van WKN’s via defensie-elicitoren, is er dus zeker nog nood aan additionele experimenten.
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Bijlage 1: ‘Diagrammatic root-knot scoring chart’ (coyne, etal.,
2007)

Diagrammatic root-knot scoring chart
Courtesy of John Bridge and Sam Page (1980).
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2 — Small knots only but clearly 3 — Some larger knots visible. 4 — Larger knots predominate but
visible. Main roots clean. Main roots clean. main roots clean.

5 — 50% of roots affected.
Knotting on some main roots.
Reduced root system.

7 — Majority of main roots
knotted.

8 — All main'roots, including tap 9 — All roots severely knotted. 10 — All roots severely knotted. No
root, knotted. Few clean roots Plant usually dying. root system. Plant usually dead.
visible.



Bijlage 2: foto’s van adulte en juveniele nematoden

Figuur B2.1: Ontwikkelingsstadia van M. incognita. Scale bars = 40 um (Abad, et al., 2009).

Figuur B2.2: Vrouwelijke adulte nematoden van M. incognita in fuchsinezuurgekleurde tomatenwortels (foto’s genomen

met behulp van EVOS® Digital Inverted Microscope).
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Figuur B2.3: Secundaire juveniele nematoden (J2’s) van M. incognita in fuchsinezuurgekleurde koffiewortels (Oliveira, et

al., 2011).



Figuur B2.4: Juveniele nematode stadium J3/J4 van M. incognita in fuchsinezuurgekleurde tomatenwortels (foto’s

genomen met behulp van EVOS® Digital Inverted Microscope).



Bijlage 3: Extra figuren bij de resultaten
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Figuur B3.1: Gemiddelde scheutlengte voor de verschillende inoculatiebehandelingen: geen nematoden (no nem) en

nematoden (nem). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.2: Gemiddeld scheutgewicht voor de verschillende inoculatiebehandelingen: geen nematoden (no nem) en

nematoden (nem). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.3: Gemiddeld wortelgewicht voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MeJA (no spray), 1 maal MeJA

(spray 1x) en wekelijks MelJA (spray Wx). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.4: Gemiddeld totaalgewicht voor de verschillende inoculatiebehandelingen: geen nematoden (no nem) en

nematoden (nem). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.5: correlatie tussen het aantal eimassa’s per plant en de galindex, weergegeven voor alle geinoculeerde planten

(Alle waarden); correlatie tussen het aantal eimassa’s per plant en de galindex, weergegeven per groep van geinoculeerde

planten met een verschillende elicitatiebehandeling: geen MeJA (No spray), eenmaal MeJA (Spray 1x) en wekelijks MelA

pray Wx). Per groep worden telkens de vergelijking van de gefitte trendlijn en de bijhorende R?-waarde weergegeven.
(S Wx). P d lkens d lijki de gefi dlij de bijh de R? d




4 I T I
33
©
£
©
© 2 3,6 3,6 e
1
0 T T 1
no spray spray 1x spray Wx

Figuur B3.6: Gemiddelde galindices voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelJA (no spray), 1 maal MelA

(spray 1x) en wekelijks MeJA (spray Wx). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.7: Gemiddeld aantal eimassa’s per gram wortel voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelA (no
spray), 1 maal MelA (spray 1x) en wekelijks MeJA (spray Wx). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale

foutbalken.
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Figuur B3.8: Gemiddeld aantal eimassa’s per plant voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelA (no spray), 1
maal MeJA (spray 1x) en wekelijks MelJA (spray Wx). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale

foutbalken.
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Figuur B3.9: correlatie tussen het verse en droge scheutgewicht, weergegeven voor alle planten (Alle waarden); correlatie
tussen het verse en droge scheutgewicht, weergegeven per plantengroep met een verschillende elicitatiebehandeling: geen
MelA (No spray) en MelA (Spray); correlatie tussen het verse en droge scheutgewicht, weergegeven per plantengroep met

een verschillende inoculatiebehandeling: 0 nematoden (Nem0), 100 nematoden (Nem1), 200 nematoden (Nemz2), 350

G




nematoden (Nem3) en 1000 nematoden (Nemd4). Per plantengroep worden telkens de vergelijking van de lineaire

regressierechte en de bijhorende R?-waarde weergegeven.
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Figuur B3.10: correlatie tussen het verse en droge wortelgewicht, weergegeven voor alle niet-geinoculeerde planten (Alle

waarden); correlatie tussen het verse en droge wortelgewicht, weergegeven per groep van niet-geinoculeerde planten met

een verschillende elicitatiebehandeling: geen MelA (No spray) en MelA (Spray). Per groep worden telkens de vergelijking

van de lineaire regressierechte en de bijhorende R2-waarde weergegeven.
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Figuur B3.11: correlatie tussen het verse en droge totaalgewicht, weergegeven voor alle niet-geinoculeerde planten (Alle

waarden); correlatie tussen het verse en droge totaalgewicht, weergegeven per groep van niet-geinoculeerde planten met

een verschillende elicitatiebehandeling: geen MeJA (No spray) en MeJA (Spray). Per groep worden telkens de vergelijking

van de lineaire regressierechte en de bijhorende R2-waarde weergegeven.
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Figuur B3.12: Gemiddelde scheutlengte voor de verschillende inoculatiebehandelingen: 0 nematoden (nem0), 100

nematoden (nem1), 200 nematoden (nem2), 350 nematoden (nem3) en 1000 nematoden (nem4). De standaarddeviaties

worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.13: Gemiddelde scheutgroei voor de verschillende inoculatiebehandelingen: 0 nematoden (nemO), 100




nematoden (nem1), 200 nematoden (nem2), 350 nematoden (nem3) en 1000 nematoden (nem4). De standaarddeviaties

worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.14: Gemiddelde relatieve scheutgroei voor de verschillende inoculatiebehandelingen: 0 nematoden (nem0), 100
nematoden (nem1), 200 nematoden (nem2), 350 nematoden (nem3) en 1000 nematoden (nem4). De standaarddeviaties

worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.15: Gemiddeld vers scheutgewicht voor de verschillende inoculatiebehandelingen: 0 nematoden (nem0), 100
nematoden (nem1), 200 nematoden (nem2), 350 nematoden (nem3) en 1000 nematoden (nem4). De standaarddeviaties

worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.16: Gemiddeld vers scheutgewicht voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelJA (no spray) en MelA

(spray). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.17: Gemiddeld droog scheutgewicht voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelA (no spray) en

MelA (spray). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.18: Gemiddeld vers wortelgewicht voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelA (no spray) en MelA

(spray). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.19: Gemiddeld droog wortelgewicht voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelA (no spray) en

MelA (spray). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.20: Gemiddeld vers totaalgewicht voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelJA (no spray) en MelA

(spray). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.21: Gemiddeld droog totaalgewicht voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelA (no spray) en

MelA (spray). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.22: correlatie tussen het aantal eimassa’s per plant en de galindex, weergegeven voor alle geinoculeerde planten

(Alle waarden); correlatie tussen het aantal eimassa’s per plant en de galindex, weergegeven per groep van geinoculeerde

planten met een verschillende elicitatiebehandeling: geen MelA (No spray) en MelA (Spray); correlatie tussen het aantal

eimassa’s per plant en de galindex, weergegeven per groep van geinoculeerde planten met een verschillende

inoculatiebehandeling: 100 nematoden (Nem1), 200 nematoden (Nem2), 350 nematoden (Nem3) en 1000 nematoden

(Nem4). Per plantengroep worden telkens de vergelijking van de gefitte regressierechte en de bijhorende R?-waarde

weergegeven.
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Figuur B3.23: correlatie tussen de inoculatiedensiteit en het aantal eimassa’s per plant, weergegeven voor alle
geinoculeerde planten (Alle waarden); correlatie tussen de inoculatiedensiteit en het aantal eimassa’s per plant,
weergegeven per geinoculeerde plantengroep met een verschillende elicitatiebehandeling: geen MeJA (No spray) en MelA

pray). Per plantengroep worden telkens de vergelijking van de gefitte regressierechte en de bijhorende R2-waarde
(S ). P | d Ik d lijki d fi i h de bijh de R? d

weergegeven.
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Figuur B3.24: Gemiddelde galindex voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MeJA (no spray) en MelA (spray).

De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.25: Gemiddeld aantal eimassa’s per gram wortel voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelA (no

spray) en MelA (spray). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.
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Figuur B3.26: Gemiddeld aantal eimassa’s per plant voor de verschillende elicitatiebehandelingen: geen MelA (no spray) en

MelA (spray). De standaarddeviaties worden weergegeven door de verticale foutbalken.



Vulgariserende samenvatting

Wortelknobbelnematoden zijn microscopische wormachtige organismen die het merendeel van de
hogere planten kunnen infecteren. Ze groeien en vermenigvuldigen zich in gemodificeerde
plantencellen en veroorzaken hierdoor verdikkingen op de wortel: wortelknobbels of -gallen
genaamd. Omdat de infectie niet onmiddellijk zichtbaar is aan de bovengrondse plantendelen en
omdat wortelknobbelnematoden zich zeer snel kunnen vermenigvuldigen onder gunstige
omstandigheden, krijgen verschillende generaties van nematoden de kans om de planten te
infecteren alvorens het probleem opgemerkt wordt. Tegen die tijd zijn de wortelstelsels echter al
zodanig aangetast, dat de aangerichte schade niet meer om te keren valt. Deze schade omvat
dwerggroei, vroegtijdige veroudering en in ernstige gevallen totaal verlies van het gewas. Bovendien
maken de nematoden de planten minder bestand tegen andere pathogenen, wat resulteert in
secundaire infecties. De vermindering van de gewasopbrengst en/of het verlies van de
productkwaliteit die hierdoor veroorzaakt worden, leiden tot een globale schade van vele miljarden
dollars. Daarbovenop komt nog eens dat wortelknobbelnematoden zorgen voor additionele kosten
omwille van hun ‘quarantaine’-status in verschillende landen. Door het verbod op vele chemische
bestrijdingsmiddelen tegen nematoden als gevolg van hun nadelige milieueffecten, is het dus
absoluut noodzakelijk dat er nieuwe strategieén voor de bestrijding van wortelknobbelnematoden
ontwikkeld en toegepast worden. Een van deze milieuvriendelijke alternatieven is het sprayen van
een defensie-elicitor zoals methyljasmonaat om een systemische defensie in de plant te induceren.
In deze masterproef werd via twee experimenten nagaan of wortelknobbelnematoden in een
tomatenplant bestreden kunnen worden met methyljasmonaat. Onder de gegeven omstandigheden
werd echter geen bestrijdingseffect van methyljasmonaat tegen de nematoden waargenomen,
hoewel gelijkaardige experimenten uit de wetenschappelijke literatuur het tegendeel aangeven. Er is
dus nood aan verder onderzoek om te bepalen onder welke voorwaarden methyljasmonaat

doeltreffend kan zijn voor de bestrijding van de wortelknobbelnematoden.



