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STELLINGEN

1.
Waardplantresistentie is het eenvoudigste en goedkoopste biologische
bestrijdingsmiddel.

2.
Door het gebruik van pesticiden en herbiciden in selektievelden treedt een
geleidelijk verlies aan resistentie en konkurrentievermogen op.

3
Er is in komkommer geen causaal verband tussen resistentie tegen de spintmijt
Tetranychus urticae Koch en het voorkomen van de bitterstof cucurbitacine-C.

4,
Gewasbescherming en resistentieveredeling zijn nog teveel gericht op een totale
bestrijding en te weinig op een regulatic van ziekten en plagen.

5.
Door een gericht toelatingsbeleid kan het rassenonderzoek een belangrijke rol
spelen bij het verhogen van de duurzaambheid van fysiospecificke resistenties en
daarmee het bindende karakter van een rassenlijst rechtvaardigen.

6.
Door gebruik te maken van allelopatische aktiviteiten van een plant is het
mogelijk onkruidresistente en mengteeltspecifieke rassen te creéren.

7.
Bij de selektie van predatoren en parasicten ten behoeve van de biologische
bestrijding wordt onvoldoende rekening gehouden met de genetische variatie
binnen een soort.

8.
Hybridesuperioriteit: meer schijn dan werkelijkheid.

9.
De kleine boer in de ontwikkelingslanden is het meest gebaat bij rassen, die ter
plaatse onder marginale omstandigheden zijn ontwikkeld en die door hemzelf in
stand gehouden kunnen worden.




10,
Ondanks of juist dankzij de reactie in vakkringen heeft ‘Seeds of the Earth’,
evenals ‘Silent Spring’, een bewustwordingsproces in gang gezet.

il
Smaak en andere intrinsieke kwaliteiten van agrarische produkten zullen alleen
verbeteren als de consument op grond van volledige informatie zijn voorkeur
voor bepaalde rassen en produktiesystemen kenbaar kan maken.

O. M. B. b PoNTI
Resistance in Cucionis sativus L. to Tetranychus urticae Koch.

Wageningen, 3 december 1980




SAMENVATTING

RESISTENTIE IN KOMKOMMER, CUCUMIS SATIVUS L., TEGEN DE SPINTMUT
TETRANYCHUS URTICAE KOCH

1. Plantenveredeling en geintegreerde bestrijding.

In de natuur leveren resistente planten over het algemeen een groter aandeel in de
volgende generatie dan vatbare planten. In de loop van de evolutie resulteert dit in
handhaving van een zeker niveaun van natuurlijke resistentie. De natuurlijke selektie is
ook na de domesticatie van planten een positicve rol blijven spelen. Sedert deintroduk-
tie van pesticiden werden dierlijke parasieten van kultuurgewassen echter vooral che-
misch bestreden, ook in selektievelden, zodat verschillen in resistentie zich niet meer
manifesteerden. Hierdoor bleef de selektie ten gunste van resistentie achterwege, met
als gevolg een onbedoeld verlies aan resistentie. Door een drastische beperking van het
insekticidengebruik in selektievelden moet aan deze ongunstige ontwikkeling een eind
worden gemaakt, zodat tenminste de van oudsher aanwezige natuurlijke resistentie
gehandhaafd blijft,

Voor de geintegreerde bestrijding van plagen — een alternatief voor louter chemische
bestrijding, dat steeds meer belangstelling ondervindt - is de beschikbaarheid van
resistente rassen van groot belang. Reeds een geringe vertraging in de populatie-
ontwikkeling van schadelijke insekten en mijten, als gevolg van gedeeltelijke resisten-
tie, heeft onverwacht grote effekten op de bestrijdingsefficiéntie van natuurlijke vijan-
den en andere geintegreerde bestrijdingstechnieken. Het gebruik van resistente rassen
wordt daarom terecht beschouwd als een belangrijk onderdeel van geintegreerde
bestrijding en zal de behoefte aan chemische bestrijding sterk verminderen.

In tegenstelling tot de ruime aandacht voor resistentie tegen plantaardige parasieten
heeft de plantenveredeling lange tijd bijzonder weinig aandacht geschonken aan resis-
tentie tegen dierlijke parasieten. Deze studie onderzoekt de perspektieven van een
gerichte selektie op resistentie tegen insekten en mijten. De komkommer-spintmijt
relatie is gekozen als proefobjekt, omdat dit voor Nederland belangrijke kasgewas
zonder afdoende bestrijding ernstig te lijden heeft van deze mijt. Biologische bestrij-
ding met de roofmijt Phytoseiulus persimilis A. -H. vormt intussen een goed alternatief
voor de aanvankelijk op grote schaal toegepaste chemische bestrijding. Het telen van
resistente rassen zal deze ontwikkeling bevorderen. '

Naast een gedegen kennis van de betreffende waardplant (komkommer, Cucimis
sativus L. }-parasiet (spintmijt, Teiranychus urticae Koch) relatie en de overerving van
de resistentie is de ontwikkeling van betrouwbare en efficiénte toetsmethoden een
vereiste om enige kans van stagen te hebben. Vandaar de diverse onderdelen van deze
studie.

2. Het ontwerpen van een betrouwbare laboratoriumtoels voor resistentie gebaseerd
op onderdelen van de waardplant-parasiet relatie.
Laboratoriumtoetsen kunnen een belangrijke aanvulling vormen op de toetsen onder
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normale teeltomstandigheden, hierna praktijktoetsen genoemd, vooral indien de resis-
tentie gekompliceerd is in expressie en overerving. De bruikbaarheid van een laborato-
riumtoets wordt vooral bepaald door de mate waarin de resultaten overeenstemmen
met dic van praktijktoetsen. Aan dit verband is veel aandacht gegeven,

In een studie van de waardplant-parasiet relatie met acht rassen, die in een vooron-
derzoek een uitlopend niveau van resistentie bleken te bezitten, is een aantal reproduk-
tiefaktoren van de spintmijt over één generatie bepaald. Daarbij werden op grond van
literatuurgegevens de waardplantkonditie en het milieu gestandaardiseerd. Als inocu-
luim werd gedurende het gehele onderzoek een spintmijtpopulatie gebruikt, die voor
Nederland representatief is.

Tussen de rassen werden signifikante verschillen aangetoond voor alle onderzochte
reproduktiefaktoren van de spinimijt: levensduur van de volwassenen, ovipositie en
preadulte mortaliteit. Deze verschillen stemden goed overeen met de eerder onder
kasomstandigheden gevonden verschillen in resistentie. De waarnemingen werden
iedere drie dagen gedaan en naarmate de mijten langer op de plant verbleven namen de
verschillen in ovipositie en preadulte mortaliteit toe, Korrelatieberekeningen toonden
aan, dat de ovipositie over de vierde periode van drie dagen zeer representatief is voor
de totale netto reproduktie (= ovipositie minus preadulte mortaliteit) over één gene-
ratie. Dit wijst tevens op een hoge negatieve korrelatie tussen beide reproduktie-
faktoren.

Op grond van bovenstaande bevindingen beperkte de laboratoriumtoets zich tot het
vaststellen van twee selektiekriteria: 1) accepfatie, zijnde het percentage mijten, dat 9
dagen na inoculatie met 20 vrouwelijke mijten nog levend op de plant aanwezigisen 2)
ovipasitie van vijf van deze vrouwtjes over de daaropvolgende drie dagen. De laatste
bepaling werd uitgevoerd op bladponsjes. De betrouwbaarheid hiervan bleek uit een
goede overeenstemming van relatieve verschillen in ovipositie en preadulte mortaliteit,
indien bepaald aan bladponsjes en aan intakte planten van zes rassen met uiteenlopen-
de resistentie. In de loop van het onderzoek is deze laboratoriumtoets nader geéva-
lueerd, wat leidde tot veranderingen in uitvoering en toepassing.

3. Het opsporen van resistentiebronnen.

In een eerste globale beoordeling zijn ongeveer 800 komkommerrassen in praktijktoet-
sen op resistentie onderzocht. In deze toetsen werden de planten enige dagen na
uitpoten in de kas geinoculeerd met 20 vrouwelijjke mijien, waarna gedurende acht
weken de populatie-ontwikkeling van de spintmijten werd gevolgd aan beschadigings-
beelden op het blad, uitgedrukt in een schade-index. Vatbare rassen gingen binnen deze
termijn volledig ten onder.

Ongeveer 40 rassen, die zich enigszins van de vatbare kontrole onderscheidden, zijn
in herhaalde praktijk- en laboratoriumtoetsen nader bekeken. Slechts 9 rassen blekenin
beide toetsen een onderscheidbaar niveau van resistentie te bezitten. Deze gedeeltelij-
ke resistentie manifesteerde zich in de laboratoriumtoets door een aanzienlijke verla-
ging van zowel acceptatie als ovipositie. In de praktijktoets werd op de meest resistente
rassen de ekonomische schadedrempel (= de omvang van de spintmijtpopulatie,
waarbij opbrengstderving gaat optreden) enkele weken later bereikt dan op de vatbare
kontrole, waarbij dit al 4 2 5 weken na inoculatie gebeurde.

Bij ecn aantal rassen stemden de resultaten van de laboratorium- en praktijktoetsen




in het geheel! niet overeen. Naast toevallige variatie en de grote milieuverschillen tussen
de beide toetsen kunnen tolerantieverschillen, die zich alleen in praktijktoetsen open-
baren, hierbij een rol spelen. Gekombineerde selektie op resistentie en tolerantie voegt
een extra dimensic toe aan de praktijktoets. Een reden te meer om iedere selektiecyclus
met een praktijktoets af te stuiten. 5

Op kleine schaal zijn ook enkele aan komkommer verwante wilde Cucumis soorten
onderzocht. Alleen C. myriocarpus bleek enige resistentic te bezitten. Vanwege gelijk-
waardige of betere resistenties binnen C. sativus en te verwachten kruisingsproblemen
is het wilde materiaal niet verder bewerkt.

Over de corzaken van de resistentie valt vooralsnog weinig te zeggen, behalve dat op
resistente rassen vele spintmijten helemaal zwart worden. Dit wijst op een verstoring
van de spijsvertering, waarvan de werkelijke corzaak nog onbekend is. Omdat vele van
de onderzochte rassen bitter én vatbaar waren, kan de resistentie niet eenvoudigweg
worden toegeschreven aan de bittermakende stof curcurbitacine, zoals in de literatuur
is gedaan. Of en in welke mate cucurbitacine een rol speelt, komt nog nader aan de orde
in hoofdstuk 5, 6 en 7.

4. De echtheid van de resistentie.

De reproduktie van spintmijten varieert sterk per waardplant. Indien spintmijten
overgaan of overgeplaatst worden van de ene op de andere soort, kan de reproduktie
tijdelijk lager zijn dan die welke normaal is voor de betreffende soort. Dit verschijnsel
zou zich ook kunnen voordoen tussen rassen van eenzelfde soort en dan tot onjuiste
konklusies in termen van waardplantresistentie leiden,

Daarom zijn populaties van spintmijt gedurende enige generaties geisoleerd voort-
gekweekt op enkele meer of minder resistente rassen. Daarna werden deze tegelijkertijd
getoetst op resistentie tegen hun eigen subpopulatie en de uitgangspopulatie van de
spintmijt. D¢ aard van de spintmijtpopulatie bleek geen enkel effekt te hebben op de
mate van acceptatie, ovipositie en de schade-index, zodat er geen twijfel is aan de
echtheid van de resistentie.

Uit deze bevindingen mogen geen konklusies over de duurzaamheid van de resisten-
tie worden getrokken. Door een gekombineerde selektie op diverse resistentiefaktoren
wordt echter beoogd een komplexe resistentie te ontwikkelen, in de verwachting aldus
de duurzaamheid van de resistentic te bevorderen.

5. Verhoging van de resistentie door het gebruik van transgressie.

Alvorens de gevonden resistentie in hoogwaardige rassen in te kruisen zijn de eerder
geselekteerde, gedecltelijk resistente rassen onderling gekruist om een verhoging van de
resistentie te bewerkstelligen. Na een scherpe selektie in laboratorium- en praktijktoet-
sen van de F,’s en daaropvolgende generaties van deze kruisingen werden Fj lijnen
verkregen, die aanmerkelijk resistenter zijn dan hun ouders. Deze transgressie wijst al
op een niet eenvoudige overerving van de resistentie.

Op de meest resistente F; lijnen waren acceptatie en ovipositie 50 tot 60 %, lager dan
op de vatbare kontréle, Voor acceptatie was een dergelijke reduktie ook al op de
ouderrassen gekonstateerd, zodat voor deze resistentiefakior geen vooruitgang is
geboekt. In de praktijktoets werd op de meest resistente lijnen gedurende de waarne-
mingsperiode van 8 weken de ekonomische schadedrempel niet bereikt, terwijl dat op
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de vatbare kontréle reeds.in de Se week gebeurde en op de meeste gedeeltelijk resistente
rassen aan het eind van de 6e week. Op grond van deze resultaten mag worden verwacht
dat met een dergelijk resistentieniveau in geval van chemische bestrijding het aantal
bespuitingen minstens tot de helft kan worden teruggebracht. Het voordeel voor de
biologische bestrijding is moeilijk te kwantificeren.

Door een relatief grote nict-genetische variatie was de erfelijkheidsgraad van indivi-
duele F, planten voor ovipositie dikwijls bijzonder laag en meestal veel lager dan die
van F,, F, en F; lijngemiddelden voor ovipositie ¢n schade-index. Laatstgenoemde
erfelijkheidsgraden zijn van een orde (30-55 %) dat zowel ovipositie als schade-index
redelijk zijn te beselekteren. Wellicht verdient het aanbeveling in de F, geen selektie uit
te voeren en de eerste selektie tot F, lijnen uit te stellen.

Bij een aantal F; tijnen bleek cen verhoging van de resistentic gepaard te zijn gegaan
met een onbedoelde verhoging van het bitterstofgehalte. Deze enigszins alarmerende
konstatering behoeft niet noodzakelijkerwijs te duiden op een causale relatie tussen
resistentie en bitterstof; koppeling tussen resistentie- e¢n bitterstofgenen geeft ook een
sluitende verklaring voor deze en eerdere bevindingen. Deze hypothese zal nog nader
aan de orde komen in hoofdstuk 7.

In 1978 zijn de 15 meest resistente lijnen uitgegeven aan Nederlandse veredelings-
bedrijven, die daarmee de uitdaging hebben aangenomen veredeling op resistentic
tegen insekten en mijten in hun kweekprogramma’s op te nemen.

6. Vergelijking van de resistentie van bijna isogene bittere en bittervrije rassen.

De beschikbaarheid van een aantal paren van bittere en bittervrije komkommerrassen,
die bij benadering isogeen zijn, bood een bijzondere mogelijkheid het eventuele effekt
van de bitterstof op resistentie van komkommer te onderzoeken. Volledige bittervrij-
heid van alle plantedelen is in de vijftiger jaren op het IVT gevonden in een recessieve
mutant van het ras ‘Improved Long Green’ en is sindsdien de enige bron van bittervrij-
heid gebleven, die over de gehele wereld is gebruikt. Verwacht mag worden dat dit ras
en zijn bittervrije mutant, waarvan nog oorspronkelijk reservezaad aanwezig was,
alleen voor het gen Bi, het hoofdgen voor bitterheid, van elkaar verschillen.

Met inbegrip van ‘Improved Long Green’ en zijn bittervrije mutant zijn vijf isogene
rassenparen getoetst in laboratorium- en praktijktoetsen. In beide toetsen werden
nauwelijks signifikante verschillen in resistentic binnen de rassenparen aangetroffen.
‘Improved Long Green’ en zijn bittervrije mutant leverden zo goed als identieke
resultaten voor ovipositie en schade-index, terwijl de acceptatie op de bittervrije
mutant signifikant lager was. Daarom is een causale relatie tussen bitterstofen resisten-
tie, veroorzaakt door pleiotropie, zo goed als unitgesloten.

7. De overerving van resistentie en bitterheid en de onderlinge relatie tussen deze
eigenschappen,
Om de overerving van resistentie tegen de spintmijt en bitterheid in komkommer te
bestuderen zijn kruisingen gemaakt tussen drie eerder geselekteerde, bittere resistente
F lijnen en één bittervrije vatbare lijn. Omdat laatstgencemde lijn represeniatief is
voor de hedendaagse komkommerrassen, is met deze kruisingen tevens een begin
gemaakt met de introduktic van de resistentie in het huidige rassensortiment. Aan de
P,,P,,F,, T,;, T,; en F, generaties van deze kruisingen zijjn waarnemingen verricht
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betreffende acceptatie, ovipositie en bitterheid.

Zowel gemeten aan acceptatie als aan ovipositie bleek de resistentie te worden
gereguleerd door een aantal genen die hoofdzakelijk additief overerven. Een zekere
overlapping of koppeling van genen, die beide resistentiefaktoren bepalen is niet
uitgesloten. In tegenstelling tot de gangbare opvatting, dat bitterheid monogeen domi-
nant overerft, bleek bitterheid weliswaar hoofdzakelijk door het gen Bi gereguleerd te
worden, maar dit gen erft intermediair over en zijn werking wordt bovendien beinvloed
door één of meer additief overervend intensiteitsgenen.

In de voor bitterheid uitsplitsende generaties T, en F, was de resistentie in gelijke
mate verdeel over bittere en bittervrije planten. Bij de bittere planten was er geen enkele
korrelatie tussen de resistentiefaktoren acceptatie en ovipositie enerzijds en de hoeveel-
heid bitterstof anderzijds. Hetzelfde werd gevondenin geselekteerde T, ; , en F, lijnen,
die nitsplitsten voor het gen Bi. In praktijktoetsen met laatstgenoemde lijnen werden
de bittere planten over het algemeen wél minder aangetast dan de bittervrije en werd
een negatieve korrelatie tussen de hoeveeiheid bitterstof en de schade-index aan-
getoond. Enkele bittervrije planten waren echter zeer resistent. Op grond van deze
en eerdere bevindingen wordt aangenomen, (1) dat er geen causale relatie be-
staat tussen bitterheid en resistentic, (2) dat de genen die de resistentiefak-
toren acceptatie en ovipositie reguleren onafhankelijk overerven van het gen Bi
en (3) dat de in de praktijktoets gevonden relatie verklaard moet worden door
koppeling van het gen Bi en bijbehorende intensiteitsgenen met resistentie en/of
tolerantiegenen, die alleen in praktijktoetsen tot expressie komen.

In de komkommerveredeling worden nieuwe eigenschappen over het algemeen door
herhaald terugkruisen ingekruist. Omdat ook in deze proeven de erfelijkheidsgraden
van individuele F, planten voor acceptatic en ovipositie dikwijls laag waren, moet
selektie in de F,, zo al uitgevoerd, worden gevolgd door tenminste één generatie
lijnselektie, voordat de volgende terugkruising wordt gemaakt. Het aantal terugkrui-
singen kan worden beperkt door gedeceltelijk resistente lijnen, die redelijk goed zijn te
herkennen, onderling te kruisen.

Tussen de resistentiefaktoren acceptatie en ovipositie werd een redelijke korrelatie
gekonstateerd. Daarom werd voorgesteld de laboratoriumtoets tot één van de beide
faktoren te beperken. Hierbij werd de voorkeur gegeven aan ovipositie, waarvan de
bepalingin vijfvoud geschiedt en minder gevoelig bleek voor toevallige variatie. Omdat
de korrelatie tussen laboratorium- en praktijktoetsen nogal eens te wensen overliet,
moel iedere selektiecyclus met een praktijktoets worden afgesloten. Dit biedt tevens de
mogelijkheid ongewenste koppelingen tussen resistentie en bitterheid te vermijden. Op
deze wijze is de selektie van bittervrije spintmijtresistente lijnen voortgezet, met bemoe-
digende resultaten.

Dit onderzoek heeft aangetoond, dat de veredeling van komkommer op resistentie
tegen spintmijten praktisch uitvoerbaar is en tot aanzienlijke verhoging van het resis-
tentieniveau kan leiden. Door uitgifte van resistente lijnen aan partikuliere verede-
lingsbedrijven zal de Nederlandse tuinbouw te zijner tijd spintmijtresistente komkom-
merrassen mogen verwachten en aldus van dit onderzoek profiteren.
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SUMMARY

The role of plant breeding and particularly of host plant resistance in integrated control is discussed.
Host plant resistance to insects and mites, especially to Tetranychus urticae is reviewed. A standard
terminology for disease and pest resistance is recommended.

EVOLUTION OF HOST PLANT RESISTANCE

Considering the influence of natural selection and domestication on host plant
resistance there has generally been a selection advantage for resistant plants during
the greater part of evolution (VAN EMDEN & WAy, 1973). Before domestication the
most susceptible plants in a natural habitat were often destroyed before reproduction
took place and this resulted in a gradual increase in the frequency of resistance genes.

During the process of domestication, when man chose those plants as seed parents
for his next crop which were most suitable to him, this picture changed. Sometimes
domestication may have adversely influenced the degree of resistance (PAINTER, 1941 ;
VaN EMDEN, 1966). But the most resistant plants were automatically selected as long
as resistance was compatible with other desired characters, which continued during
the first decennia of this century, when plant breeding speeded up selection. In areas
with a permanent contact between plants and pests it led in several cases to varieties
that were more resistant than those bred in areas where the pest was absent (PAIN-
TER, 194]; CHESNOKOV, 1955),

The situation did not alter essentially until after the introduction of insecticides.
when it became common practice to apply chemical control also in selection fields.
In this way any difference in resistance was masked and the above mentioned selection
for the more resistant individuals became infeasible. This might have led to a gradual
decline in the frequency of resistance genes in breeding populations (PAINTER, 1960,
1968; VAN MARREWDIK & DE PoNTI, 1975). This trend must be stopped by limiting
the use of insecticides in selection fields.
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0. M, B. DE PONTI

PLANT BREEDING AND INTEGRATED CONTROL

Insect and mite control will no doubt be most efficient, if varieties can be grown that
are so resistant that the economic damage threshold (DavinpsoN & NORGAARD, 1973)
will not be overstepped. If the resistance is not strong enough and hence cannot give
sufficient control it can markedly contribute to the success of integrated control
systems, because the use of resistant varieties is compatible with all other control
strategies (PAINTER, 1941 ; SNELLING, 1941a; PATHAK, 1970, 1975; MaxweLL, 1972;
BRADER, 1973 ; DadMs, 1974; VAN MARREWDIK & DE PonTi, 1975). The effect of only
a slight reduction in population increase of an injurious insect — as occurs on a moder-
ately resistant variety — on the control by natural enemies or on integrated control
often proved to be unexpectedly large (PAINTER, 1953, 1967, 1968 ; VAN EMDEN, 1966;
STARKS et al., 1972; JENKINS et al., 1973; Lowg, 1975; PATHAK, 1975). In case of
virustransmitting insects it appeared that partial resistance can also be very effic-
acious in limiting the spread of virus diseases (Lowg, 1975; PATHAK, 1975; Jongs,
1976), especially if persistent viruses are concerned (KENNEDY, 1976).

Host plant resistance is the most obvious contribution of plant breeding to inte-
grated control. But, especially in cases where an effective degree of resistance is diffi-
cult to obtain, one could look for other points of contact (MAXWELL, 1972; Van EM-
DEN & Way, 1973). It has, for example, been demonstrated that varieties may differ
in, mainly morphological, characters which influence the predatory or parasiting
activities of natural enemies (PIMENTEL, 1961; WAY & MURDIE, 1965; GURNEY &
Hussey, 1970; Ersgy, 1974; ScHUSTER et al., 1975). It appeared also possible to
change the morphology of a plant in such a way that insecticides are better retained
(ParrOTT et al., 1973), so that rate and frequency of insecticidal applications can be
limited. If these specific morphologicai characters are known, varieties can be bred
which promote natural and integrated control in a rather peculiar way.

RESISTANCE TO INSECTS AND MITES: PRESENT STATE OF AFFAIRS

Insect resistance is certainly not neglected by science, but in contrast to disease
resistance it is insufficiently operational. This is best illustrated by the enormous
discrepancy between several thousand publications on insect resistance (reviewed by
SNELLING, 1941b; PaINTER, 1951, 1958 ; BECK, 1965; MaxweLL et al., 1972) and the
number of inséct resistant varieties, which hardly exceeds one hundred (MaXxWELL,
1972; GALLUN, 1974). Especially in horticulture the situation is rather disappointing
(PAINTER, 1967 ; STONER, 1970a).

It is felt that there are many reasons why insect resistance has not kept up with
disease resistance. The main reasons seem to be insufficient involvement of plant
breeders and lack of continuity of research (PAINTER, 1968 ; STONER, 1970a; GALLUN,
1974). The explanation is supported by the fact that real successes were only reached
in those cases where specialists of different disciplines cooperated with the firm
purpose of breeding resistant varieties.

Cooperation of breeders and entomologists should start from the beginning with
studying the relationship of host and parasite. This joint study must provide the
scientific basis of test methods to be used in routine breeding progratns. Reliable and
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efficient test methods for distinghuishing rather small differences in resistance are pre-
requisites. With such methods resistant varieties can also be bred if differences in the
levels of resistance are very gradual and/or if the resistance is not simply inherited.
Without good test methods any breeding program for resistance to insects is doomed
to fail as, unfortunately, has happened too often.

In the Netherlands breeding for resistance to insects and mites has formed part of
the rescarch programs of several Research Institutes since 1967 (SNEEP & DIELEMAN,
1973) and is coordinated by the Working Group on Integrated Control (BRADER,
1974). At present six projects are under study (Annual Report IVT 1976) and com-
mercial breeding companies have already taken some initiatives.

RESISTANCE TO TETRANYCHUS URTICAE KOCH

Resistance to the twospotted spider mite (Tetranychus urticae KocH) has been
found in many different crops as is shown in Table 1. Only the generic names are
mentioned, because in the search for resistance species related to the cultivated ones
are often tested. These apparently promising reports were seldom followed by papers
on genetic and breeding research (CHAPLIN et al., 1968, 1970; STONER, 1970b;
PARAMESWARAPPA et al., 1974 ; CHILDRESS et al., 1976), let alone by the introduction
of resistant varieties. Therefore the situation with repard to resistance to the two-
spotted spider mite is generally as explained above.

In Cucuwmis sativus and related species resistance to T urticae KocH has also been
studied (see Table 1). Only KooisTra (1971) and TuLisaro (1972) have screened

Table 1. Review of the literature on resistance to the twospotted spider mite (Tetranychus urticae
Koch).

Genus Crop Literature

Beta sugarbeet BusH & BREWBAKER, 1956.

Chrysantherngn  chrysanthemum  MARKKULA et al., 1969.

Cucumis cucumber Dacosta & Jones, 1971; KooisTRA, 1971; TuLisaLo, 1972:
Soans et al., 1973b; KnipPING et al., 1975,

Fragaria strawberry Leska et al., 1964; CHAPLIN et al., 1968, 1970; DABROWSKI
et al., 1971; SHANKS & BARRITT, 1975,

Gossypium cotton KAMEL & ELKASSEBY, 1965 ; SCHUSTER ¢t al., 1973 ; CHILDRESS
et al., 1976; ScHUSTER & MaXweLL, 1976,

Humulus hop Recev & CoME, 1975.

Lycopersicon tomato STONER & STRINGFELLOW, 1967 ; GILBERT et al., 1969 ; STONER,
1970b.

Manihot cassava SAarRADAMMA & Das, 1974,

Nicotiana tobacco PATTERSON et al., 1974,

Pelargonium geraniutm SNETSINGER et al., 1966.

Ricinus castorbean CHANDRASEKHARAN et al., 1964.

Glycine soybean RODRIGUEZ & FREEMAN, 1959 CARLSON, 1969; PARAMES-
WARAPPA ct al., 1974; BAILEY & FURR, 1975.

Solaman cggplant SoANs et al., 1973a; SCHALK et al., 1975.

potato GENTILE et al., 1969; MACDONALD et al., 1972,
Vitis grape DuscHIN, 1967.
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large collections and have both observed differences in resistance. Tulisalo judged
the maximum degree of resistance found insufficient and finished the project,
Kooistra’s work has been continued in the present research.

DESIRABILITY OF BREEDING CUCUMBER VARIETIES RESISTANT TO THE TWOSPOTTED
SPIDER MITE

In the Netherland about 1000 ha of cucumbers are grown in glasshouses every year.
With a temperature of 20°C at night and at least 23°C during the day and often a
rather low humidity this environment is very favourable for the development of the
twospotted spider mite. The control of this pest requires permanent attention and
efforts of the grower to prevent economic losses by yield reduction. Without control
a crop can be totally destroyed within some weeks after it has become infected.

Particularly in the case of the twospotted spider mite it is rather risky to rely exclus-
ively on chemical control, because this mite has proved to posses a large genetic
potential for resistance to acaricides (HELLE & VAN DER VRIE, 1974). In addition to
an increased awareness of the negative impact of pesticides on human health and the
environment this fact stimulated the research and application of integrated control.

After an enthousiastic start in the early seventies the expansion of the biological
control of the twospotted spider mite with the predatory mite, Phytoseiulus persimilis
A.-H., has come to a standstill at about 209 of the cucumber glasshouse area
{(WoETs, 1976). Although this control system generally functions well, it is sensitive to
environmental changes and still requires investments and care on the part of the
grower.

On resistant varieties the population of the twospotted spider mite will thrive less.
This might promote the biglogical control and bring it to further expansion. Resist-
ance is also very useful in combination with chemical control as it diminishes the
frequency of its application. Subsequently this will probably delay the development
of resistance of the mites to acaricides. The ultimate goal of each resistance project
is to breed varieties that do not need any control. The present study aims at investigat-
ing the possibilities of breeding cucumber varieties that are highly resistant to the
twospotted spider mite.

SCOPE OF RESEARCH

A thorough study of different aspects of the development of the resistance precedes
the actual breeding work. The research comprises the following items:

1. Study of the host-parasite relationship to develop reliable tests for resistance.

2. Search for sources of resistance.

3. Research on the genuineness of the resistance.

4. The significance of cucurbitacine.

5. The genetics of the resistance.

6. Breeding highly resistant varieties.
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APPENDIX

Terminology
This chapter is not an attempt to unravel the babel of tongues which exists with
regard to resistance against diseases and pests. Because of the permanent confusion
it is, however, necessary to describe the meaning of the most important terms as used
in this study.

In our opinion there are no essential differences in resistance to plant (fungi, bac-
teria, viruses) and animal (nematodes, insects, mites) parasites and thus for the sake
of simplicity the terminology should be equal (VAN MaRREWLIK & DE PonTi, 1975).
Two basically different mechanisms of a plant to withstand a parasitic attack can be
distinguished: resistance (vs. susceptibility) and tolerance (vs. sensitivity). All four
terms are in fact relative, but we prefer to use resistance and tolerance as relative
terms, susceptibility and sensitivity as absoluteterms (Werkgroep Resistentie IVT,1974).
Resistance is the complex of characters of a host that reduces the reproduction of a
parasite,

Tolerance is the ability of a host to endure the occupation by a parasite.

In resistance to insects much attention is paid to the non-preference phenomenon.
This term is causing much confusion and should be defined more precisely than
PaiNTER (1951) did originally. Owens (1975} distinghuished between relative and
absolute non-preference, but we prefer to use two distinct terms.

Non-preference implies that during the orientation phase (SAXENA, 1969) of a host-
parasite contact a particular plant is not chosen as a host because of the presence of
a preferred one, whereas that particular plant is accepted as a host if there is no choice.
Non-acceptance implies that during the orientation phase a plant is rejected as a
host regardless of whether it is offered singly or together with other plants. Non-
acceptance should not be considered as an essentially distinct phenomenon but as
an expression of resistance during the orientation phase. This has already been
advocated by KENNEDY (1958), BECK (1965), LowE & RUsseLL (1969) and D PonTi
et al. (1975).

Thus defined, non-preference has no value for the protection of crops that are grown
in monoculture. Non-acceptance is unquestionably of the utmost importance in
insect resistance, as it prevents or limits the settlement of an insect population. Often
the term non-preference is used, whereas non-acceptance is meant.
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SUMMARY

The relationship between the twospotted spider mite and cucumber has been studied on plants and
on leaf disks of a number of varieties with different levels of resistance. Existing laboratory tests are
critically discussed and it appears that they are only reliable if many factors are taken into account.
A new, more efficient laboratory test for resistance, measuring acceptance and reproduction is
described.

INTRODUCTION

Reliable and efficient test methods are prerequisites to any resistance breeding pro-
gram. Observations on successful field tests after natural attack or artificial inocula-
tion might provide the most reliable data on differences in resistance. But field tests
often fail because many factors influencing the development of a pest are uncon-
trollable in the field as has been demonstrated by VAN MaARREWUK & De PonTI
(1975).

If great differences occur between resistant and susceptible plants and the resistance
is simply inherited, field tests may satisfy in spite of their shortcomings. But if the
resistance is complicated in its appearance and inheritance, there is an urgent need
for more sophisticated test methods. Such artificial tests, which are mostly executed
under controlled environmental conditions in the glasshouse or laboratory, allow the
detection of small differences in the level of resistance. This enables:

. separating a complex resistance into its various components;
2. unravelling the inheritance of the resistance;
3. increasing the level of resistance by the accumulation of resistance genes.

Although artificial tests are often preferred, field tests should remain part of each
research on resistance to confirm the results of artificial tests.

In developing artificial tests one should give permanent attention to a high correlation
with the field situation (GUTHRIE, 1975; KoGaN, 1975; MOREAU & GAHUKAR, 1973,
Van MarrewDK & De PoNTI, 1975). These tests must also be efficient so that many
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plants can be screened in a short period. If too laborious for routine breeding, arti-
ficial tests may still prove useful in the research phase of a breeding program by
giving a better insight into the different aspects of the resistance.

A close study of the host-parasite relationship and the influence of the environment
on it, preferably on susceptible and resistant varieties, should provide the basis of
artificial tests. In this study many sources of variation affecting the relationship
can be distinguished, such as:

1. the physiological condition of the plant;

2. the environment during the test;

3. the condition of the insect or mite used as inoculum;
4. differences in resistance.

In measuring differences in resistance the sources of variation mentioned under
| to 3 can act as disturbing factors, the influence of which must be limited by stan-
dardization and good experimental design.

ARTIFICIAL TESTS FOR RESISTANCE TO TETRANYCHUS URTICAE KOCH

In the literature on resistance to the twospotted spider mite, Terranychus urticae KOCH
(reviewed by VAN DE VRIE et al,, 1972 and DE PonTi, 1977), reference is frequently
made to the use of artificial tests. There is, however, very little knowledge of the
reliability of these tests and therefore it is astonishing to find that they are used on
a rather large scale,

The aim of the present study is to reduce systematically possible shortcomings as
far as testing for resistance in cucumber is concerned. Hereafter many aspects of a
standard laboratory test, developed in our institute and to be outlined at the end of
this paper, will be subjected to investigation.

Conditioning plant material and environment. Besides its tevel of resistance, the suita-
bility of a plant as a host for insects and mites depends largely on its physiological
condition, as affected by age, nutrition, turgor, treatments with agricultural chemicals

and the environment. The environment also directly influences the development of

insects and mites. The abundant literature on these subjects has been reviewed by
Van EMDEN (1966a, 1966b), SINGH (1970) and specifically for spider mites by Van De
VRIE et al. (1972) and Susk1 & Babowska (1975). In most studies on resistance to
spider mites plant material and test environment are well described and often
standardized.

The cucumber plants used in our experiments are grown ina glasshouse in accor-
dance with common practice. Seeds are sown in trays containingsandy soil and afier
four days the plants are transplanted in pots filled with peat-soil of a very homoge-
neous and constant composition. About 12 days later the plants haveone to two true
leaves and are suitable for use in experiments. Neither pesticides nor fertilizers are
used.

The experiments are carried out in rooms conditioned for temperature (26°C),
relative air humidity (50-70%,), daylength (14 hours) and light intensity (12000
mW/m?). This environment is suitable for the growth of cucumber plants as well as
for the development of twospotted spider mites. The pots are placed on benches, on
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a cotton blanket saturated with water to ensure an even water dose. In each experi-
ment ten plants of a susceptible variety are included as standards.

Conditioning the inocufum. The twospotted spider mites used as inoculum in our
experiments are from a population, which is representative for the Netherlands by
repeated coliecting on different crops throughout the country. This population is
maintained in a glasshouse on susceptible cucumber plants, which are regularly
replaced by young ones. The use of a definite laboratory strain, as practised by
STONER & STRINGFELLOW (1967), CHAPLIN et al. (1968), GENTILE et al. (1969} and
MacponaLp et al. (1972), has been rejected because it never contains the wide
genetic variation of a natural population. Thus the risk of breeding varieties to only
one particular strain is avoided. For similar reasons the mites are not reared in the
laboratory, where the genetic composition and physiological quality of the popula-
tion might change rather soon (GUTHRIE, 1975).

The initial reaction of an insect or mite to a new hostplant is often strongly in-
fluenced by the preceding host. This has been demonstrated for spider mites by
BRAVENROER (1959), SNETSINGER et al. (1966) and MATSUTANI (1968) and for insects
by KENNEDY (1958), Hovanitz (1969), YAaMaMOTO et al. (1969) and HUBERT-DAHL
(1975). Nevertheless, mites are mostly reared on beans no matter what crop one is
studying. SCHUSTER et al, (1972), who studied resistance to the twospotted spider
mite in cotton, alternate rearing on bean with rearing on cotton to avoid ‘bean-
specialization’. To be quite on the safe side we prefer to rear the mites continuously
on cucumber, although there is no evidence for an influence of the preceding host
on the sequence of a group of planis according to their level of resistance.

For most insects and mites reproduction is a function of age. To avoid irrelevant
variation it is necessary to uniform the age of the mites to be used as inoculum. Dif-
ferent techniques were tried out.

1. Teleiochrysales are collected from heavily infected cucumber leaves. Although
this technique is very accurate, it was rejected, because an unknown percentage of
mites were — often invisibly — injured. Besides, the technique is too laborious.

2. Eight days before inoculation early in the morning an abundance of mites are
shaken from heavily infected cucumber leaves on young non-infected plants. At the
end of the day the mites are blown from the leaves with compressed air. The plants
with eggs are placed in a controlled-climate room at 26°C and after 8 days the newly
developed deutonymphs are used as inoculum. A disadvantage of this technique is,
that individuals in quiescent stages are not removed by the air current. They will
further develop and later contaminate the population of deutonymphs.

3. Another technique differs only in one detail from the preceding one. Themites are
not removed from the leaves with compressed air, but killed with an acaricide without
ovicidal action, like dichlorvos (DDVP). Thus the individuals in quiescent stages are
also killed. Tt still has to be proved, however, that there is no latent influence of the
acaricide through the eggs on the later stages.

4. The fourth technique is similar to the second except that it is carried out on large
cucumber leaf disks (10 cm @), which float on a 10 ppm solution of benzimidazol in
water (DE PoNTI & INGGAMER, 1976). A similar technique is used in RODRIGUEZ’s
laboratory (see DABROWSKI, 1972). But the question remains whether the deviating
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Table 1. Acceptance and reproduction of deutonymphs reared according to three techniques.
Figures followed by the same letter do not differ significantly from one another at the 5% level.

Rearing technique Acceptance Reproduction
() (eggs/?, 3 days)

on the plant, mites removed with air current 97ab 26.0a

on the plant, mites killed with DDVP 98a 26.2a

on leaf disks, mites removed with air current 91b 25.4a

physiological condition of leaf disks in comparison with intact plants influences the
developing mites.

The quality of the deutonymphs reared according to the techniques mentioned
under 2, 3 and 4 has been investigated. With deutonymphs of these 3 origins a standard
acceptance and reproduction test, which will be described in detail at the end of this
paper, has been carried out on 3 x 20 plants of a susceptible cucumber line.

The results, which are shown in Table 1, indicate that the quality of deutonymphs
is almost identical. Only after rearing the mites on feaf disks is the degree of acceptance
significantly lower. Mainly for the sake of efficiency the number two technique is
preferred. The females thus reared are not fertilized, but according to BRAVENBOER
(1959) this does not affect their reproduction capacity.

Investigations on measuring differences in reproduction. For measuring resistance,
acceptance and reproduction must both be taken into account (De Ponti, 1977).
First the reproduction factor witl be analyzed, while the acceptance factor will be
dealt with later.

Until now resistance to the twospotted spider mite has been investigated almost
exclusively by measuring reproduction of the mites or by damage ratings of the
plants. In artificial tests the suitability of plants for the mites is mostly determined hy
measuring the reproduction during 24, 48 or 72 hours after inoculation. Sometimes
all developmental stages of the progeny of the inoculum are watched, but mostly the
observations are restricted to the eggs. In view of the earlier mentioned influence
of the preceding host one might wonder how far the differences thus found are caused
by the substrate tested.

To discover the most representative sample of the reproduction of this mite on
cucumber we followed for one generation the entire reproduction of individual mites
on cight varictics with a different level of resistance (as demonstrated by KOOISTRA,
1971). When the plants were in the third leaf stage one day-old female mite was placed
ina 10 mm (@) leaf cage on the lower side of the first leaf (Fig. 1). After three days
the number of eggs was counted and the mite and cage transferred to the next leaf.
This was repeated every three days untit natural death of the female. Thus the entire
reproductive phase of the mites was subdivided into successive three-day periods. The
brood was prevented from leaving the respective leaves by smearing the petioles
with ‘“Tanglefooth’ (Fig. 2). Seven days after the counting of theeggs the egg viability
and larval mortality, further abbreviated to preadult mortality, were assessed.

The results are shown in Table 2. Analyses of variance for oviposition and net
reproduction (= oviposition minus preadult mortality) have been executed followed
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Fiz. 1. Cucumber plant with leaf cage on the lower side of the first leaf.

by the multiple range test of KEuLs (1952). Differences in preadult mortality, ex-
pressed as a percentage of oviposition, have been tested by means of binomial pro-
bability paper (FERGUSON, 1956). Only the first four three-day periods have been
analyzed, since for practical reasons, later periods are less suitable citeria of resis-
tance,

The results demonstrate that differences in host-suitability are expressed by
differences in longevity, oviposition and preadult mortality, resulting in differences
in net reproduction of the mite. The sex ratio also influences the rate of reproduction,
but whether this ratio is affected by varietal differences has not vet been investigated.
Although there are clear differences in longevity on the various varieties, this factor
is less suitable as a criterion for resistance, because it requires daily observations for
a long period of overlapping mite-generations.

The most complete information on varietal differences is provided by the total net
reproduction. To what extent partial observations of oviposition or net reproduc-
tion are representative has been examined by comparing results of such observations
with the total net reproduction. In most periods analyses of variance revealed signi-
ficant differences, but the multiple range tests show that the degree to which the
varieties can be distinguished from one another, concerning oviposition as well
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