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Trips effectiever bestrijden in chrysant

Samenvatting

Geintegreerde bestrijding van Californische trips (Frankliniella occidentalis) geeft niet voldoende
resultaat. Als onderdeel van de geintegreerde bestrijding worden entomopathogene schimmels
ingezet die vooral de volwassen trips bestrijden. Doel van dit onderzoek is om de effectiviteit van
entomopathogene schimmels te vergroten (zoals Beaveria bassiana en Metarhizium anisopliae). In dit
onderzoek is een clip-cage methode gebruikt met trips in een gesynchroniseerd larvaal stadium.
Vervolgens werden de larven in een petrischaal met tripsengaas geplaatst en werden pollenkorrels
met entomopathogene schimmels aan de larven aangeboden. Door een te grote maaswijdte van het
gaas in de petrischalen konden de trips ontsnappen. Aanbeveling is om gaas te gebruiken met
kleinere maaswijdte en vervolgens de proef te herhalen. Daarnaast zijn de larven die gebruikt werden
in de proef uitwendig gesteriliseerd en uitgeplaat op een specifiek agar medium. Deze methode liet
zien dat trips de entomopathogene schimmels binnen kregen via het voer. Ook dit onderzoek moet
herhaald worden om betrouwbare uitspraken te kunnen doen. Niettemin laat dit rapport een proof-of-
principle zien dat trips in larvaal stadium effectief besmet kunnen worden met entomopathogene
schimmels. Door een combinatie van lokstoffen, voeding en entomopathogene schimmel kan de
effectiviteit tegen trips worden vergroot en worden waarschijnlijk ook larven van trips beter bestreden.
Vervolgstap is deze proef te herhalen om uitspraken te doen over de effectiviteit van dit mechanisme
voor de bestrijding van trips.

Stichting Control in Food & Flowers
m Distributieweg 1
2645 EG Delfgauw

FOOD & FLOWERS T: +31(0) 15-2858124

E: info@stfoodandflowers.nl
KvK: 61916471

Auteur(s): J. Bonnet, AW.G. van der Wurff, R. Kaarsemaker
Projectnummer: 2019. PT 15138.38

Datum: 19-03-2019

Titel Rapport: Trips effectiever bestrijden in chrysant

Opdrachtgever: Glastuinbouw Nederland

Contactpersoon opdrachtgever: Helma Verberkt

Kernwoorden: trips, entomopathogene schimmels, voedsel, larvale stadium

De Stichting Control in Food & Flowers aanvaardt geen aansprakelijkheid voor eventuele schade
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wijze ook en evenmin in een retrieval systeem worden opgeslagen zonder voorafgaande
schriftelijke toestemming van de opdrachtgever.
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1. Inleiding

Californische trips (Frankliniella occidentalis) is een grote plaag, die voedsel- en
siergewassen wereldwijd aantast (Parker et al., 1995). Chemische bestrijding van dit
plaaginsect is lastig, omdat een verhoogde resistentie is waargenomen voor
meerdere groepen pesticiden. Hiernaast zijn de toelatingen voor chemische
pesticiden steeds beperkter, wegens hun negatieve effect op het milieu. Zodoende is
er een toename in interesse in geintegreerde bestrijding (Gouli et al., 2008).
Geintegreerde bestrijding van Californische trips (Frankliniella occidentalis) geeft niet
altijd voldoende resultaat. Als onderdeel van de geintegreerde bestrijding worden
entomopathogene schimmels ingezet. Echter, er zijn aanwijzingen dat deze
schimmels vooral de volwassen trips bestrijden en dat larven hierdoor minder worden
aangetast, mogelijk omdat zij een dikker cuticulum hebben en omdat door het
vervellen van de larven het contact met het entomopathogene schimmels vermeden
wordt (Vestergaard et al., 1995; Messelink en van Holstein-Saj, 2012; Arthurs et al.,
2013; Mouden et al., 2017). Bovendien zitten larven vaak verscholen in gesloten
knoppen, tussen blad en stengel en andere ‘schuilplaatsen’ op de plant (Ansari et al.,
2006) of op de grond. Om deze redenen komen de larven minder snel in contact met
sporen van de schimmel, en na contact kan de schimmel ook minder goed
doordringen in de snel-vervellende larven van o.a. Californische trips. Hiernaast is
gebleken dat tweede instar larven minder gevoelig zijn voor infectie dan eerste instar
larven (Arthurs et al,. 2013).

Een ander probleem bij toepassing is dat de sporen vaak kort overleven op de
planten en dat de conidia onder invloed van UV-straling hun kiemkracht verliezen na
1-2 dagen (Daoust en Pereira, 1986). Doel van dit onderzoek is om de effectiviteit
van entomopathogene schimmels te vergroten (zoals Beauveria bassiana en
Metarhizium anisopliae). Door de sporen in voeding te verwerken, die mogelijk
gemengd is met lokstoffen, kan de effectiviteit van de entomopathogene schimmel
vergroot worden en worden waarschijnlijk ook larven van trips beter bestreden.

Dit rapport is bedoeld om vast te stellen, of het mengen van entomopathogene
schimmelsporen met voedsel kan leiden tot de inwendige infectie met schimmels van
tripslarven. In vervolgonderzoek kan dan vastgesteld worden welke combinaties van
voedsel en entomopathogene schimmels een goede kans op succes hebben, en of
deze nog te verbeteren zijn door de toevoeging van geurstoffen.

i. Enthomopathogene schimmels

Wereldwijd zijn er meer dan 150 insecten biocontroleproducten verkrijgbaar, waarvan
meer dan 75% gebaseerd is op M. anisopliae, B. bassiana, |. fumosorosea en B.
brongniartii. Tweederde hiervan bestaat uit conidia preparaten van B. bassiana of M.
anisopliae (Faria en Wraight, 2007). Momenteel zijn de volgende producten die
middels schimmelpreparaten als insectenbestrijding werken in Nederland
verkrijgbaar: de producten Botanigard® en Naturalis-L® (beide op basis van
Beauveria bassiana), BIO 1020® (Metarhizium anisopliae), Mycotal® (Lecanicillium
muscarium), PreFeRal® (Isaria fumosorosea).

De effecten van een schimmelinfectie op insecten is veelvuldig onderzocht. Deze
studies rapporteren significante reductie in levensduur, eieren per legging en
eivruchtbaarheid. Geinfecteerde trips sterft normaalgesproken 3-14 dagen na contact
met de schimmel (Gillespie en Claydon, 1989).
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Entomopathogene schimmels infecteren het cuticulum van de gastheer door
enzymatische afbraak en mechanische druk. Wanneer deze doorgedrongen is in het
lichaam van de gastheer, wordt de schimmel verder verspreid. Vervolgens verstoort
hij lichaamseigen processen, absorbeert hij nutriénten en verstoort hij het
immuunsysteem. Mortaliteit is waarschijnlijk veroorzaakt door een combinatie van
mechanische schade door sporepenetratie, wat leidt tot waterverlies, nutriéntentekort
en toxines geproduceerd door de schimmel (Gillespie en Claydon, 1989). Buiten een
direct effect, is bij B. bassiana gerapporteerd dat ook nakomelingen van
geinfecteerde tripsen nog (sublethaal) beinviloed worden (Zhang et al., 2015).
Formules gebaseerd op B. bassiana, M. anisopliae en L. muscarium hebben
californische tripspopulaties significant gereduceerd onder onderzoekscondities
(Brownbridge 1995; Vestergaard et al., 1991). Ondanks deze positieve bevindingen
boeken entomopathogene schimmels inconsistente resultaten.

Insectenmortaliteit ten gevolge van entomopathogene schimmels is dosisafhankelijk
(Butt, 2022; Shah et al.,, 2006). Zodoende is het belangrijk dat de hoeveelheid
conidia die in het voer beschikbaar zijn hoog ligt en dat de larve voldoende in contact
komt met het voedsel. Omdat B. bassiana tot één van de meest onderzochte, meest
toegepaste en meest effectieve schimmels behoort, is ervoor gekozen in de huidige
studie BotaniGard® WP en BotaniGard® vloeibaar te testen.

ii.  Mogelijke voedselbronnen
De keuze van de voedselbron is belangrijk voor het slagen van het experiment, en
moet aan de volgende voorwaarden voldoen: De voedselbron moet aantrekkelijk zijn
voor de larven (evt. in combinatie met de lokstof). Hij moet geen schade toebrengen
aan de plant, noch makkelijk af te spoelen zijn.
Studies hebben uitgewezen, dat Californische tripsvraat aan blad met 50%
verminderd werd, wanneer er mijteneieren aanwezig waren (Agrawal et al., 1999).
Dit is een indicatie dat trips bij aanwezigheid van alternatief voedsel op de plant,
voldoende met dit voedsel in contact zal komen. Tevens is een bijkomend voordeel,
dat de tripsschade verminderd kan worden door het aanbieden van een alternatieve
voedselbron.
Stuifmeel is een natuurlijke voedselbron voor vele bloementrips. Kirk (1985) toont
aan, dat de verhoging van de ei-leg van generalistische bloementrips bij
verschillende soorten stuifmeel vergelijkbaar is. Specialistischere bloementrips
daarentegen, vertonen voornamelijk verhoogde ei-leg na eten van stuifmeel van hun
gastheerplant, en dat deze hogere ei-leg op een dieet van andere stuifmeelsoorten
geringer is. De Californische trips heeft een brede gastheer-range, maar een verschil
in effect op deze trips door verschillende stuifmeelsoorten wordt in verscheidene
studies gerapporteerd (zie tabel 1).
Onderzoek (Hulshof et al., 2003) wijst uit dat het bijvoeren van de Californische trips
op komkommerblad met stuifmeel de fertiliteit van de trips verhoogde en de
ontwikkelingstijd verkortte, met name tijdens de larvenstadia.
Van de onderzochte stuifmeelsoorten, was er verschil in kwaliteit en effect op de
trips. Zo verhoogden berken- en hazelaarpollen ook de levensduur van de adulte
trips en had stuifmeel van grote lisdodde (Typha Ilatifolia) geen kortere
ontwikkelingstijd tot gevolg. De verhoogde fertiliteit was bij alle soorten stuifmeel
merkbaar, maar was bij stuifmeel van de grove den (Pinus sylvestris) verreweg het
hoogst. Ook Hulshof en Vanninen (2002) tonen aan dat de eileg van californische
trips verhoogd wordt bij het eten van stuifmeel van hazelaar, lisdodde, berk en grove
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den (in meer of mindere mate, afhankelijk van de stuifmeelsoort). In deze studie was
alleen bij stuifmeel van wilgenroosje geen verhoogde ei-leg zichtbaar.

In een onderzoek van Messelink et al. (2016) is gebleken dat Californische trips op
chrysantenblad de ei-leg verhoogt, op het moment dat er een additionele
voedselbron in de vorm van meelmot (Ephestia)-eieren, maisstuifmeel en
lisdoddestuifmeel aan wordt geboden. De eileg nam hier zelfs toe met een factor 3
(3.5 in lisdoddestuifmeel). Alleen het aanbieden van pekelkreeft (Artemia)-cysten had
geen statistisch significant verhoogde ei-leg tot gevolg.

De verkorte ontwikkelingsduur onder invioed van stuifmeel, alsmede de verhoogde
levensduur doen de vraag rijzen of het wenselijk is deze voedselbron toe te voegen
in een bestrijdingsplan van de trips. In het onderzoek van Messelink (2016) was het
voordeel dat de vier voedselbronnen hadden voor de tripspopulatie ondergeschikt
aan het voordeel van de voedselbron op roofmijt en de daardoor toegenomen
predatie op trips. Zodoende nam, ondanks het voordeel dat het voer betekende voor
de trips, de tripspopulatie na bijvoeren toch af. Als in dit geval de effectiviteit van de
entomopathogene fungus zodanig verhoogd blijkt door sporeningestie via voedsel,
dat het voordeel van de voedingswaarde van de gekozen voedselbron hier
ondergeschikt aan is, kan een voedzame voedingsbron toch een succesvolle
toevoeging zijn in een bestrijdingsplan voor trips. Om de volledige potentie van
langzaam werkende biocontrole schimmels in kaart te brengen, moet de impact van
infectie op levensduur en fertiliteit van trips onderzocht worden met en zonder pollen.

Tabel 1. Het effect van verschillende voedselbronnen op de levensduur en fertiliteit van de trips.
+ positief effect; ~ geen effect

Voedselsoort Verhoogde Kortere Eileg
levensduur ontwikkelingstijd
Berkenstuifmeel | +1 +1 +1
+2 +2
Hazelaarstuifmeel | +1 +1 +1
+2 +2
Grove den- +1 +1
stuifmeel +2
Grote lisdodde- ~1 +2
stuifmeel +3
Meelmoteieren +3
Maisstuifmeel +3
Artemia-cysten ~3
Wilgenroosje +2
Mijteneieren ~4 ~
Normale katoen*
+
Op mijt-resistente katoen*
Stuifmeel (niet +4 +4
gespecificeerd)
Paprikastuifmeel +5 +°

IHulshof et al., 2003
2Hulshof en Vanninen, 2002
3Messelink et al., 2016
4Trichilo et al., 1993

Svan Riin en Sabelis. 1993
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Omdat eieren en cysten lastiger te mengen waren met schimmelsporen, is voor de
komende korte test gekozen om met stuifmeel te werken. Wegens het seizoen kon er
geen stuifmeel van een specifieke plant geoogst worden, zodoende is er gekozen
voor stuifmeel uit een potje, dat een menging is van stuifmeel van verschillende
plantensoorten.

2. Materiaal en Methode
Kweek

Er is in een tent met trips gaas (BugDorm) een kweek opgezet met als start twintig
trips, waarvan bevestigd werd door determinatie onder de microscoop dat het om
Californische trips ging. Deze populatie is gekweekt op chrysanten in kasruimte 7
van de proefkas van Groen Agro Control (Delfgauw), bij een nachttemperatuur
van 17°C en een dagtemperatuur tussen de 18 en 25°C.

Fig. 1 (links). Insectenkweektent in de proefkas van
Groen Agro Control. Fig. 2 (onder). Chrysant voorzien
van clipcages met trips

Mortaliteitsscreening

Om te testen of entomopathogene schimmels na inmenging met voedsel leidden tot
het doden van Californische trips, zijn er in een tweede tent met trips gaas enkele
chrysanten geplaatst, waar op verschillende bladeren tien clip-cages zijn geplaatst,
die ieder twee adulte vrouwtjes van de Californische trips bevatten. Na 24 uur zijn de
clip-cages met de adulte tripsen van de bladeren verwijderd, en zijn de
chrysantenbladeren geplukt en individueel in vochtige steenwol gestoken en
vervolgens in petrischaaltjes geplaatst. De petrischalen hadden een gat in het dak,
afgeplakt met tripsgaas voor de zuurstoftoevoer en waren rondom gesealed met
parafilm. Nadat de eerste tripslarven uit het ei gekomen waren, is er op ieder blad
een kleine hoeveelheid pure stuifmeel geplaatst, of stuifmeel ingemengd met
Botanigard WP of Botanigard vloeibaar. Ook zijn er enkele petrischalen zonder
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stuifmeeltoevoeging gehouden als negatieve controle. Vervolgens werd er per dag
terug te vinden waren.

Fig. 3. Een petrischaal met tripsengaas met hierin een chrysantenblad waar gedurende 24 uur eieren op zijn
gelegd. Na uitkomst van de eerste eieren wordt hier de stuifmeelbehandeling toegevoegd.

Screening inwendige schimmels trips

Per behandeling zijn voor een korte screening 5 trips weggenomen en onderworpen
aan een inwendige bacterie/schimmel-isolatie protocol (De Vries et al.,, 2001a).
Hiervoor zijn de trips individueel in kleine buisjes geplaatst en opperviakte-
gesteriliseerd door ze voor 60 seconden in 70% ethanol, en vervolgens in een 5%
natriumchloriet-oplossing te laten weken. Hierna zijn ze (individueel) driemaal
gereinigd met gesteriliseerd water. Vervolgens is de trips platgedrukt op een PDA-
agar bodem met een steriel entoogje, en uitgeplaat met hetzelfde entoogje. Na
incubatie in het donker op kamertemperatuur, zijn de platen gecontroleerd op groei
met B. bassiana. Alle isolatiestappen zijn uitgevoerd in een flow cabinet om
contaminatierisico’s te minimaliseren.

3. Resultaten
Mortaliteitsscreening

Gedurende de loop van de proef is gebleken dat het tripsgaas niet fijnmazig genoeg
was, waardoor trips larven uit de petrischalen konden ontsnappen. Hierdoor is de
populatiedynamiek o.i.v. de aan- of afwezigheid van stuifmeel, al dan niet ingemengd
met Botanigard WP of Botanigard vioeibaar, niet goed in kaart gebracht. Een
interessante observatie is wel dat in petrischalen, waar losse stuifmeel aan
toegevoegd was, op sommige dagen tot wel 23 individuele tripslarven gescoord zijn.
Op platen met stuifmeel ingemengd met Botanigard WP zaten gemiddeld 5-9 trips,
op platen met stuifmeel ingemengd met Botanigard vioeibaar was dit aantal 2-6 en
op controleplaten varieerde dit aantal sterk. Dit is een aanwijzing, dat als trips de
keuze hebben, zij zich sterker aangetrokken voelen tot stuifmeel waarin geen
entomopathogeen-schimmelproduct is bijgemengd. Ook leek Botanigard vloeibaar
een grotere afname van aantrekkelijkheid van de stuifmeel tot gevolg te hebben, dan
Botanigard WP. Bij dit product is ook voor de mens een sterkere geur waargenomen.
Er is onder de stereomicroscoop consumptie van de stuifmeel geobserveerd bij alle
behandelingen, ook die waar het stuifmeel vermengd was met Botanigard-producten.
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Screening inwendige schimmels trips

Bij de trips uit de controlebehandelingen is geen groei op de petrischalen
waargenomen. Ook bij de trips, die stuifmeel kregen met Botanigard vioeibaar is
geen schimmelgroei waargenomen. Bij trips die blootgesteld waren aan stuifmeel
vermengd met Botanigard WP is op 3 van de 5 platen ontwikkeling van B. bassiana
waargenomen.

4. Discussie

Het feit dat in alle stuifmeelbehandelingen, ook die met inmenging van
schimmelproducten, consumptie van de stuifmeel door trips is geobserveerd, is een
indicatie dat er waarschijnlijk toch van het met schimmel gemengde stuifmeelvoedsel
gegeten zal worden, ondanks dat dit als minder aantrekkelijk wordt ervaren dan pure
stuifmeel. Of dit ook zo is in een kasopstelling, waar de trips ook wellicht de keuze
heeft uit alternatieven zoals verse bloemen, moet nog onderzocht worden. In dit
geval kan de afname van aantrekkelijkheid door bijmenging wellicht weer teniet
gedaan worden door de toevoeging van een aantrekkelijke lokstof. Ook is het waard
om te onderzoeken, of het toevoegen van pure conidia zonder de bijkomende
carriers zoals die voorkomen in beide Botanigard-producten, eenzelfde afname in
aantrekkelijkheid van de stuifmeel teweeg zullen brengen.

De inwendige schimmelisolatie-screening heeft uitgewezen dat in het geval van
stuifmeel, vermengd met Botanigard WP in sommige gevallen inwendig B. bassiana
is teruggevonden in de trips larf. De hoeveelheid herhalingen per behandeling is te
laag om hier kwantitatieve conclusies aan te verbinden, maar het is een goede
indicatie dat het vermengen van stuifmeel met entomopathogene schimmel effect
heeft op tripslarven. Om dit effect op populatieniveau te kunnen vaststellen en om in
te schatten of de toevoeging van stuifmeel op populatieniveau effect heeft, is
vervolgonderzoek nodig. Deze screening was vooral bedoeld als proof-of-principle,
om te kijken of er van een voedselbron ingemengd met entomopathogene schimmel
gegeten zou worden en of er vervolgens schimmel in de trips larve terug te vinden
was. Nu dit is aangetoond, zou in vervolgonderzoek naar andere voedselbronnen
gekeken moeten worden en kan er beter in kaart gebracht worden wat de
repercussies zijn van de toevoeging van stuifmeel met entomopathogene schimmel
op populatieniveau en naar het effect in combinatie met lokstoffen.
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