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Samenvatting

De biologische bestrijding van spint, Tetranychus urticae, gaat in komkommer niet altijd even gemakkelijk. Spint voelt
zich uitstekend thuis op komkommer en kan zich razendsnel vermenigvuldigen. Biologische bestrijding gaat verreweg het
beste met de spintspecialist Phytoseiulus persimilis, maar het is dan wel zaak om haarden snel te signaleren en de roof-
mijten op tijd in te zetten. Regelmatig gaat de bestrijding niet goed, omdat de spint zich al te ver heeft ontwikkeld en de
roofmijten er te traag achteraan hobbelen. In het spintonderzoek dat wordt beschreven in dit rapport, hebben we gekeken
of het mogelijk is de snelle spintontwikkeling wat te remmen, om daarmee de bestrijding met roofmijten te verbeteren. In
eerste instantie zijn allerlei biotische en abiotische middelen gescreend om te kijken of ze een resistentie-effect kunnen
induceren. Bij zowel een meeldauwtolerant cultivar (Shakira) als een gangbaar cultivar (Sheila) waren effecten zichtbaar,
hoewel niet significant. Een vervolgstap was om met de beste middelen te combineren met inzet van roofmijten. Bij een
voorjaarsteelt van komkommer bleek dat behandeling van jonge planten met plantenextracten, harpine-eiwitten of resi-
stentie-inducerende bacterién, een sterkere onderdrukking van spint met roofmijten gaf ten opzichte van onbehandelde
planten. Kort na het aanbrengen van spint werd plantmateriaal gefixeerd in vioeibare stikstof voor een metabolietenana-
lyse. Daaruit kwam naar voren dat de metabolieten die behoren tot de flavonoiden het sterkst gecorreleerd zijn met een
goede spintbestrijding. De resultaten kunnen aanleiding zijn om planten al bij de plantenkweker te behandelden waardoor
ze tijdens de teelt weerbaarder zijn tegen spint. Dit fenomeen vraagt nog wel om een grondige evaluatie op praktijkschaal.






Inleiding

Bonenspint, Tetranychus urticae, komt algemeen voor als plaag in de glastuinbouw en geeft ook in de teelt van komkommer
regelmatig problemen. Chemische bestrijding is vaak onvoldoende effectief doordat de spintmijten resistent worden tegen
het beperkte aantal acariciden dat beschikbaar is. De biologische bestrijding van spint werkt in principe goed, maar door
te late signalering schiet het soms tekort. Bovendien is het vrij kostbaar. Er is dus behoefte om de spintbestrijding effec-
tiever en goedkoper te maken. Recent is door Wageningen UR Glastuinbouw de merkwaardige ontdekking gedaan dat
planten die licht besmet waren met kaswittevlieg de ontwikkeling van spint aanzienlijk kunnen remmen (Messelink et al.,
2009). Deze remming bleek vervolgens de biologische bestrijding met roofmijten 10x zo effectief te maken. Een moge-
lijke verklaring is dat wanneer witte vlieg de plant aanprikt, de plant hierop reageert door bepaalde afweerstoffen aan te
maken. Dit wordt ook wel geinduceerde resistentie genoemd. Het is nog niet duidelijk of ditzelfde mechanisme op een
toepasbare manier benut kan worden om daarmee de biologische bestrijding van spint te verbeteren. Verder is onduidelijk
of deze effecten afhankelijk zijn van het type cultivar en de daaraan gekoppelde genetische basis van het plantmateriaal.
Het doel van dit project was om een methode te ontwikkelen om geinduceerde resistentie tegen spint praktisch toepas-
baar te maken.






1 Screening van weerstandsinducers

1.1

Bij geinduceerde resistentie zijn signaalstoffen betrokken die de plant ertoe aanzetten om secundaire metabolieten (zoals
“defensieve eiwitten”) te maken, die effect hebben op plaagorganismen. In eerder onderzoek (Messelink et al., 2009)
vonden we dat spint zich veel slechter op komkommer ontwikkelde wanneer de planten van te voren besmet waren
met kaswittevlieg. Dit effect bleek systemisch te werken en kan dus betiteld worden als “geinduceerde resistentie”. In
dit vervolgonderzoek is een aantal middelen, zogenoemde “inducers”, geselecteerd dat mogelik op vergelijkbare wijze
resistentie tegen spint kan induceren. Bij elk van deze inducers is in eerder onderzoek een systemische plantreactie
waargenomen, en bij een deel is ook een effect op plagen waargenomen (Tabel 1.) De geselecteerde inducers zijn getest
op 2 cultivars van komkommer die verschillen in vatbaarheid voor meeldauw, om daarmee de genetische basis van het

plantmateriaal te variéren.

Inleiding

Tabel 1. Geselecteerde “inducers” waarbij systemische geinduceerde effecten in planten zijn waargenomen.

inducers

Waargenomen effect

Bron

PGPB's (plant growth
promoting bacteria)

Planten waren minder vatbaar voor de komkommerkever,
Diabrotica undecimpunctata.

Zehnder et al., 1997

Remming van groei en ontwikkeling van rupsen op model-
plant Arabidopsis.

Van Oosten et al., 2008

Trichoderma harzianum

Plant reageert met aanmaak van signaalstoffen die
betrokken zijn bij geinduceerde resistentie. Effecten op
plagen zijn niet bekend.

Van Wees et al., 2008

Plantextracten

Plant reageert met aanmaak van signaalstoffen die
betrokken zijn bij geinduceerde resistentie. Effecten op
plagen zijn niet bekend.

Von Rad et al., 2005

Harpine eiwitten
(stabiele eiwitten uit
bacterién)

Plant reageert met aanmaak van signaalstoffen die
betrokken zijn bij geinduceerde resistentie. In tomaat was
er géén effect op bladluis.

Boughton et al., 2006

Chitosan (afbraakproduct
van natuurproduct chitine)

Induceert resistentie in tomaat. Effect op plagen niet
bekend.

Amini, 2009

BTH (sythetische equivalent
van Jasmonzuur)

Verminderde vraat van tripsen en rupsen op tomaat. Een
lichte toename in groei van spint.

Thaler et al., 2002

Verminderde eileg, vertraagde groei en meer sterfte bij
tabakswittevlieg op komkommer.

Correa et al., 2005

BABA
(synthetische inducer)

Meer sterfte van bladluis op boon.

Hodge et al., 2005

Remming van groei en ontwikkeling van rupsen op kool.

Hodge et al., 2006

Laminarine (Lipopolysacha-
ride uit zeewier)

Aanschakeling van resistentiegenen in tomaat aangetoond.

Effecten op plagen onbekend.

Desender et a., 2006

Witte vliegen

Negatief effect op spint in komkommer.

Messelink et al., 2009

Positief effect op spint in boon.

Zhang et al., 2009

UV-C (ultraviolet licht,
200-280 nm)

Induceert resistentie in tomaat. Effect op plagen niet
bekend.

Charles et al., 2009




1.2 Materiaal en methoden

De geselecteerde inducers van Tabel 1. zijn getest op jonge komkommerplanten van het cultivar Shakira (Enza, meeldauw-
tollerant) en Sheila (Nunhems). De planten werden pesticidenvrij opgekweekt bij Wageningen UR Glastuinbouw. De proef is
uitgevoerd in oktober 2009. Gedurende de eerste 3 weken werden de volgende behandelingen uitgevoerd:

Behandeling bron toediening dosering
A | controle (waterbespuiting) demiwater bladbespuiting 40 mi/plant
PGPB1, Pseudomonas fluorescens sp. Sourcon Padena/ . 3.5%10°
B proradix Koppert plantvoet aangieten sporen/plant
Universiteit van . 5*107
C | PGPB2, Pseudomonas fluorescens WCS417 Utrecht plantvoet aangieten sporen/plant
Trianum-P®, Trichoderma harzianum strain . 3*107
D |10 Koppert plant voet aangieten sporen/plant
. - o 5% oplossing
E | Pre-Tect® , bladbemester + Harpine-eiwit Plant Health Care | bladbespuiting 40 mi/plant
Vital®, vetzuren, plantenextracten en " 1%-oplossing
F sporenelementen Ecostyle bladbespuiting 40 ml/plant
. . . " 20ug/plant,
G | Chitosan Sigma-Aldrich bladbespuiting in 40 mi/plant
. . . 0.125g/plant,
H | BTH, syntetisch equivalent van SA Syngenta bladbespuiting In 40 ml/plant
| Vacciplant®, laminarine Goémar bladbespuiting 0.25%
! 40 ml/plant
. . . 2.5g/plant,
J | BABA Sigma-Aldrich plantvoet aangieten In 25 mi/plant
P WUR Glastuin- 2 bladkooitjes op het | 10 adulten/blad voor
K| kaswittevlieg bouw derde blad 1 week
2
L | uv-Chehandeling (265 nm) Clean Light Handheld apparaat Fl)SrO pT;Y]vt/ em

In totaal zijn 72 planten verdeeld over 12 rijen in een kasafdeling van 98 m?, waar de planten verder als hogedraadteelt
werden geteeld (Figuur 1.). ledere plant werd afzonderlijk op één mat geplaatst (Figuur 2.). Een week na het toedienen van
de middelen (planten van 4 weken oud) werden op 2 nieuwe bladeren 20 spintvrouwtjes/blad uitgezet. Weer twee weken
later hebben we de met spint behandelde bladeren geplukt en onder een binoculair in het laboratorium beoordeeld door
alle aanwezige mobiele spintstadia en spinteieren te tellen. De gemiddelde kastemperatuur tijdens de proef was 22.1 °C
en de gemiddelde luchtvochtigheid 67%. De data werden statistisch verwerkt met ANOVA na een logtransformatie van de
dichtheden van spint.
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. = Shakira
. =Sheila

Figuur 1. Schematische weergave van verdelingen van behandelingen in de kas.

Figuur 2. Aangieten van jonge planten met een Pseudomonas-bacteriesuspensie.
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1.3 Resultaten

De gemeten spintdichtheden verschillenden statistisch niet significant tussen de behandelingen. Er lijkt wel een trend
aanwezig te zijn dat bij Sheila de behandelingen kaswittevlieg, Pre-tect®, PGPB1 en Vital®, een iets lagere dichtheid van
spint gaven en dat bij BTH de spintdichtheden juist iets hoger lagen. Bij Shakira is er géén duidelijke trend te bespeuren,
behalve dat bij UV-C de spintdichtheid iets hoger lijkt te liggen. Over het algemeen zijn de spintdichtheden iets lager bij
Shakira, dan bij Sheila, maar ook dit verschil was niet significant.
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Figuur 3. Gemiddelde spintdichtheden (+se) per 2 bladeren bij 12 behandelingen op 2 komkommercultivars.

1.4 Discussie en conclusies

Doordat de behandelingen onderling niet significant verschillen, kunnen géén duidelijke uitspraken worden gedaan over de
effecten van de toegediende weerstandsinducers. Om budgettaire redenen is besloten het aantal herhalingen per cultivar-
gewas-combinatie te beperken tot 3. Door de variatie in spintontwikkeling en de minimale verschillen tussen behande-
lingen, is het waarschijnlijk alleen mogelijk bij het voldoende herhalingen duidelijke effecten te vinden. De resultaten komen
overeen met eerder proeven, waar kaswittevlieg ook slechts 20% remming in de spintontwikkeling gaf. Dit bleek wel grote
gevolgen te hebben voor de spintbestrijding met roofmijten (Messelink et al., 2009). In het volgende hoofdstuk hebben we
de effecten van een aantal van deze geteste inducers gemeten in combinatie met uitzet van roofmijten.
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2 Evaluatie biologische spintbestrijding op
geinduceerde planten

2.1 Inleiding

Op basis van de screening van de eerste proef zijn de inducers Pre-tect®, PGPB1 en Vital® geselecteerd om te testen in
combinatie met de spintroofmijt Phytoseiulus persimilis. De bacterie PGPB1 is nu in een hogere dosering gestest. Verder
is het middel kaliumfosfiet als behandeling toegevoegd, omdat recent is gevonden dat dit middel een sterke mate van
resistentie tegen meeldauw kan induceren (Hofland-Zijlstra, 2009). Bovendien is er een licht systemisch effect op spint
in tomaat gevonden (niet-gepubliceerde data). Kaswittevlieg is als positieve controle meegenomen, vanwege de eerder
gevonden effecten (Messelink et al., 2008). De populatieontwikkeling van spint en spintroofmijten zijn gedurende één
teeltseizoen in het voorjaar-zomer van 2010 gevolgd.

2.2 Materiaal en methoden

De effecten van inducers op de biologische bestrjding van spint werd uitgevoerd op het meeldauwtolerante cultivar
Shakira. De planten werden pesticidenvrij opgekweekt bij Wageningen UR Glastuinbouw. De proef is uitgevoerd van mei
tot en met juli 2010. De volgende 6 behandelingen werd in 12 herhalingen uitgevoerd:

Behandeling bron toediening dosering
A | controle nvt nvt vt
PGPB1, Pseudomonas fluorescens sp. Sourcon Padena/ | 3x plantvoet £ 100
B proradix Koppert aangieten 3.5* 10°%/plant/keer

5% oplossing
C | Pre-Tect® , bladbemester + Harpine-eiwit Plant Health Care | 2x bladbespuiting 1x 60 mlen 1x 80 ml

per plant
D \S{gglr?n e\ig:ﬁg:ﬁg,n plantenextracten en Ecostyle 2x bladbespuiting igor (;;(Z%Eirr:glx 80 ml
E | kaswittevlieg \tl)voltstlastuin— \I/’vli?_trgtvil?elgooi met god:gglgen/plant voor
F | Fytaal®, Kaliumfosfiet Biron ggnpgliz;r{évnoet g?:‘;&g"g:ts/iafe ;

In totaal zijn de 72 planten verdeeld over 12 rijen in een kasafdeling van 98 m?, waar de planten verder als hogedraad-
teelt werden geteeld (Figuur 4.). Net als bij de eerste proef werd iedere plant afzonderlijk op een steenwolmat van 1 m
geplaatst. De bacteriesuspensie werd al toegediend in de opkweekfase één week na het zaaien. Deze aangietbehandeling
werd na 2 en 4 weken herhaald. De spuitbehandelingen werden 2x uitgevoerd, 1x op planten van 3 weken oud, waarbij
de onderste 3 bladeren werden gespoten, en 1x op planten van 6 weken oud, waarbij de onderste 7 bladeren werden
gespoten. Kaswittevlieg werd toegediend door planten van 3 weken oud 5 dagen bloot te stellen aan 20 volwassen kaswit-
tevliegen in afzonderlijke insectenkooien (Figuur 5.). Voordat de planten in de kas werden geplaatst, zijn alle volwassen
wittevliegen van de planten verwijderd. Deze blootstelling resulteerde gemiddeld in 400 wittevlieglarven per plant. Weer
2 weken later werden alle bladeren met wittevlieglarven van de planten verwijderd, om uitvlieg van een tweede generatie
te voorkomen. De planten waren 5 weken oud toen spint werd geintroduceerd. Dit was 2 dagen na de tweede toediening
van de spuitbehandelingen. Spint werd uitgezet op 5 aaneensluitende bladeren die niet direct waren blootgesteld aan de
spuitmiddelen. Per blad zijn 20 spintvrouwtjes van dezelfde leeftijd uitgezet, die van te voren op komkommerblad waren
gekweekt (Figuur 6.). Na één week werd van iedere plant het onderste blad met spint geplukt en beoordeeld onder een
binoculair in het laboratorium. Op de overige 4 bladeren werden 4 verse vrouwtjes van P. persimilis per blad uitgezet.
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De dichtheden van roofmijten en spint werden vervolgens wekelijks beoordeeld door iedere week 1 blad te plukken. Vijf
dagen na de eerste spintintroductie werd in de top van de plant bladmateriaal gefixeerd in vioeibare stifstof voor een
latere metabolietenanalyse met LC-MS apparatuur (Liquid Chromatography — Mass Spectrometry). Deze methode wordt
beschreven door de Vos et al. (2007).

De gemiddelde kastemperatuur tijdens de proef was 25.5 °C en de gemiddelde luchtvochtigheid 60%. De data werden
statistisch verwerkt met een repeated measures ANOVA na een logtransformatie van de dichtheden van spint en roof-
mijten. Komkommervruchten werden geoogst zodra deze oogstrijp waren. Het aantal geproduceerde vruchten werd per
plant bijgehouden.

Figuur 5. Besmetting van planten met kaswittevlieg in kooien.
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Figuur 6. Kweekbakjes met komkommerblad voor de productie van spintvrouwtjes van dezelfde leeftiid.

2.3 Resultaten

Eén week na het aanbrengen van spint, waren er nog geen significante verschillen in spintdichtheden tussen de behan-
delingen (Figuur 7.). Wel lijkt er een trend aanwezig dat bij PGPB1, Pre-tect® en Vital® de spintdichtheden iets lager
liggen ten opzichte van de onbehandelde controle. Echter, na toevoeging van roofmijten werden de verschillen tussen
de behandelingen zeer significant (Figuur 8.). Alle behandelingen, met uitzondering van Fy-taal, verschillen significant van
de onbehandelde controle. De roofmijtdichtheden waren niet significant verschillend tussen de behandelingen (Figuur 9.).
De hoeveelheid spint per roofmijt was zeer hoog bij de start in de eerste week, maar daalde snel naar veel lagere ratio’s
vanaf de tweede week (Figuur 10.). Tijdens de looptijd van de proef waren er géén significante verschillen in komkom-
merproductie tussen de behandelingen. De planten produceerden gemiddeld 17 vruchten per plant. De LC-MS analyses
lieten zien dat tenminste 20 centrotypen (metabolieten + afgeleiden daarvan) sterk gecorreleerd zijn met lagere spint-
dichtheden. Hoe meer van deze stoffen aanwezig waren, hoe lager de spintdichtheden. De metabolieten behoren vooral
tot de flavonoiden. Deze stoffen bleken niet specifiek met één bepaalde behandeling te zijn gecorreleerd, wat duidt op
een algemeen resistentiemechanisme.
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Figuur 7. Gemiddelde (+se) spintdichtheid (mobiele stadia + eieren) bij 6 behandelingen één week na toepassing (zonder
toevoeging van roofmijten).
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Figuur 8. Gemiddelde (+se) spintdichtheid (mobiele stadia + eieren) bij 6 behandelingen gedurende 5 weken na de spin-
tintroductie. Roofmijten werden na de eerste week toegediend.
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Figuur 9. Gemiddelde (+se) roofmijtdichtheid (mobiele stadia + eieren) bij 6 behandelingen gedurende 4 weken na intro-
ductie in week 1.
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Figuur 10. Aantal spintstadia ten opzichte van het aantal roofmijtenstadia tijdens de 5 weken na inzet van spint. De eerste
ratio is gebasseerd op de eerste spintteling + inzet van 4 roofmijten per blad (spintdichtheid/4) en in de daarop volgende
weken op tellingen van alle stadia van spint en roofmijten.
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2.4 Discussie en conclusies

De resultaten laten zien dat een lichte remming in de populatiegroei van spint leidt tot een verbeterde biologische bestrij-
ding. Weerstandsinducers kunnen dus de biologische bestrijding effectiever laten verlopen. Spint bereikte op deze planten
beduidend minder hoge dichtheden. In de praktijk betekent dit dat de kans op verspreiding van spint waarschijnlijk vermin-
dert. De verminderde toename van spint resulteerde niet in een snellere bestrijding van spint. Uiteindelijk werd in alle
behandelingen spint volledig door de roofmijten bestreden. Mogelijk zorgt een opeenhoping van secundaire plantenmeta-
bolieten in de spint ervoor dat de roofmijten minder spint gaan vreten, waardoor de spint niet sneller onder controle komt.
Een andere verklaring is dat veel roofmijten bij te lage ratio’s spint/roofmijten het blad zullen verlaten om op zoek te gaan
naar nieuwe spinthaarden. Over de hele proefperiode gemeten, bleken de behandelingen géén significant effect te hebben
op de populatiegroei van de roofmijten.

De aanmaak van afweerstoffen kost de plant energie en zou in theorie tot een lagere komkommerproductie kunnen leiden.
In onze proef vonden we echter géén effect van de inducers op productie (in aanwezigheid van spint). Dit kan erop wijzen
dat de planten “geprimed’ waren, wat betekent dat de planten pas extra afweerstoffen gaan aanmaken op het moment
dat dat nodig is (Conrath et al., 2006).

18



3 Conclusies en aanbevelingen

De resultaten van dit onderzoek geven aan dat het goed mogelijk is om de biologische bestrijding van spint te verbeteren
door inzet van weerstandsinducers. De beste resultaten werden behaald met bespuitingen van jonge planten met plan-
tenextracten of harpine-eiwitten of door plantwortels aan te gieten met resistentie-inducerende bacterién. De resultaten
bieden perspectief om komkommerplanten al in de opkweekfase te behandelen, waardoor ze later in de teelt beter
beschermd zijn tegen spint. Het is aan te raden om dit proces van opkweek naar productiebedrijf verder te evalueren op
praktijkschaal ondersteund met biotoetsen en plantweerstandsmetingen (bijv. flavonoidengehalten).
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