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Samenvatting

De biologische beheersing van bladluizen op bomen in de sierteelt en het openbaar groen
wordt bemoeilijkt door het mutualisme tussen mier en bladluis. Mieren beschermen bladluizen
tegenover hun natuurlijke vijanden in ruil voor suikerrijke honingdauw. Aan de hand van een
labo- en veldproef werd nagegaan in welke mate het mutualisme verstoord kan worden door
middel van het aanbieden van de alternatieve suikerbron Biogluc® aan mieren. Zowel voor de
laboproef als de veldproef werden significante resultaten (p < 0,05) bekomen.

De veldproef vond plaats in augustus (2020). Deze werd uitgevoerd op Tilia cordata, Quercus
palustris en Acer pseudoplatanus waar telkens een behandeling met Biogluc® vergeleken
werd met een controlebehandeling zonder Biogluc®. Bij de veldproef werden significante
invioeden waargenomen op de vier gemonitorde parameters. Er werd verwacht dat de
mieractiviteit positief, het mierbezoek negatief, het aantal bladluizen negatief en het aantal
natuurlijke vijanden positief beinvioed zouden worden. Deze combinatie werd echter op geen
van de drie boomsoorten verwezenlijkt. Het gemonitorde aantal bladluizen en natuurlijke
vijanden lag relatief laag. Daarnaast waren T. cordata en A. pseudoplatanus geinfecteerd met
bladluissoorten waar mieren geen mutualisme mee aangaan. Deze factoren maken de
resultaten weinig representatief. Wel kan geconcludeerd worden dat een alternatieve
suikerbron veranderingen teweegbrengt die verder onderzocht dienen te worden.

Tijdens de laboproef werd onderzocht of de aanwezigheid van Crematogaster scutellaris een
effect had op de populatiegroei van Acyrthosiphon pisum op Vicia faba. Bovendien werd
nagegaan of bij het aanbieden van Biogluc® een verschillend resultaat merkbaar zou zijn. Dit
werd nagegaan aan de hand van het vergelijken van de parameters bladluizenaantal en aantal
dode mieren op dag 8 tussen een behandeling waarbij C. scutellaris Biogluc® werd
aangeboden, een behandeling met C. scutellaris zonder de aanwezigheid van Biogluc® en
een controle zonder C. scutellaris en zonder Biogluc®. De onderzochte parameters van de
behandelingen en de controle vertoonden onderling significante verschillen. Het positief effect
van Biogluc® om bladluizenkolonies onder controle te houden als gevolg van predatie van C.
scutellaris op A. pisum kon hiermee worden aangetoond. Na twee dagen werden in de
microkosmossen waarin geen Biogluc® aanwezig was geen bladluizen meer waargenomen.
Ook bij de controle zonder Biogluc® werd het beheersen van bladluizen door C. scutellaris
vastgesteld, maar in minder mate dan wanneer Biogluc® wel ter beschikking was. Ondanks
het uitblijven van een mutualisme tussen mier en A. pisum, kon worden geconcludeerd dat C.
scutellaris baat had bij de blijvende aanwezigheid van deze bladluis.

Kernwoorden: mieren, bladluizen, mutualisme, alternatieve suikerbron, biologische
bestrijding



Abstract

The biological pest control of aphids on trees in horticulture and in public green spaces is
complicated by the mutualism between ants and aphids. Ants protect aphids from their natural
enemies in exchange for sugar-rich honeydew. By means of a laboratory experiment and a
field experiment, it was examined to what extent this mutualism could be disrupted by offering
ants the alternative sugar source Biogluc®. Significant results (p < 0,05) were obtained for both
the laboratory and field experiment.

The field experiment took place in August (2020). It was performed on Tilia cordata, Quercus
palustris and Acer pseudoplatanus on which for each a treatment with Biogluc® was compared
with a control treatment without Biogluc®. During the field experiment significant influences
were observed on the four monitored parameters. It was expected that the ant activity would
be positively, the ant visitation negatively, the number of aphids negatively and the number of
natural enemies positively influenced. However, this combination was not achieved on any of
the three tree species. In addition, T. cordata and A. pseudoplatanus were infected with aphid
species that ants do not have a mutualistic relationship with. These factors make the results
less representative. However, it can be concluded that an alternative sugar source causes
changes that require further investigation.

During the laboratory experiment the effect of the presence of Crematogaster scutellaris on
the population growth of Acyrthosiphon pisum on Vicia faba was examined. Furthermore, it
was checked whether the availability of Biogluc® would lead to different results. This was
determined by comparing the parameters the number of aphids and the number of dead ants
on day 8 between a treatment in which C. scutellaris was offered Biogluc®, a treatment in
which C. scutellaris did not have Biogluc® at its disposal, and a control treatment without any
ants and no Biogluc®. The obtained results of the measured parameters were significant in
between both treatments and the control. A positive effect of Biogluc® in controlling aphid
colonies resulting from predation by C. scutellaris on A. pisum was recorded. After two days,
aphids were no longer observed in the microcosms that contained Biogluc®. C. scutellaris
controlled the number A. pisum when Biogluc® was absent, though to a lesser extent. Despite
the lack of mutualism between ants and A. pisum, it was concluded that C. scutellaris benefited
from the continued presence of this aphid.

Key words: ants, aphids, mutualism, alternative sugar source, biological pest control
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Inleiding

Mieren en bladluizen leven reeds miljoenen jaren in mutualisme met elkaar (Depa et al., 2020).
Deze samenlevingsvorm levert voordelen op voor beide partijen. Mieren oogsten honingdauw
afkomstig van bladluizen. In ruil daarvoor beschermen ze de bladluizen tegen hun natuurlijke
vianden (Way, 1963). Bladluizen dienen bestreden te worden aangezien ze schade
veroorzaken aan de plant wanneer ze zich met floéem voeden. Bovendien bezorgt de
productie van honingdauw overlast aan de teler, buurtbewoner en omgeving.

Alle professionele gebruikers van gewasbeschermingsmiddelen dienen sinds 1 januari 2014
de principes van geintegreerde plaagbestrijding (Integrated Pest Management, IPM) toe te
passen (Van Liefferinge, 2016). Sinds 1 januari 2015 geldt een verbod op het gebruik van
pesticiden op alle terreinen die horen bij een openbare dienst (VMM, 2014). De biologische
bestrijding van bladluizen is dus een noodzaak. Echter bemoeilijkt het mutualisme tussen mier
en bladluis deze biologische beheersing op bomen in de sierteelt en het openbaar groen.
Mieren zelf zijn een geschikt biologisch controle organismen binnen IPM (Offenberg, 2015).
Door ze volledig te elimineren wordt hun bijdrage aan een geintegreerde plaagbestrijding
uitgeschakeld, waardoor verschillende plagen in omvang kunnen toenemen. Daarom is het
interessanter het evenwicht tussen mier en plaagorganisme te verschuiven van het verzorgen
van de bladluizen naar de predatie ervan.

Tijdens dit onderzoek worden de interacties tussen mieren en bladluizen op bomen
bestudeerd. De impact van deze samenlevingsvorm op biologische plaagbeheersing wordt in
kaart gebracht. Daarnaast wordt nagegaan in welke mate het mutualisme verstoord kan
worden door mieren een alternatieve suikerbron aan te bieden waardoor ze bladluizen geen
bescherming meer bieden. Als gevolg neemt de predatie van bladluizen door natuurlijke
vijanden toe.

Deze masterproef is opgebouwd uit drie delen, namelijk een literatuurstudie, een veldproef en
een laboproef. De literatuurstudie vangt aan met een algemene schetsing van de bladluis en
de mier. Vervolgens worden deze twee insecten samengebracht bij het bespreken van hun
mutualisme. Er wordt getracht de onderlinge interacties tussen mier, bladluis, plant en
natuurlijke vijanden van de bladluis kort te beschrijven. Tenslotte komt de biologische
bestrijding van de bladluis aan bod door het mutualisme tussen mier en bladluis te verbreken
met de focus op een substituant voor honingdauw.

De veldproef vond plaats tijdens de maand augustus (2020). Dezelfde proef werd telkens
herhaald op drie verschillende boomsoorten op percelen te Zele van het bedrijf Greentraders
bvba. Deze veldproef had als doel het effect van een alternatieve suikerbron Biogluc® van het
bedrijf Biobest bvba op het mutualisme tussen mieren en bladluizen te monitoren. Bovendien
werd nagegaan of de suikertoevoeging een impact had op de biologische beheersing van
bladluizen. Bij de laboproef werd onderzocht of Crematogaster scutellaris in staat is de
bladluizenpopulatie onder controle te houden. En verder, welke invloed het aanbieden van de
alternatieve suikerbron Biogluc® hier op heeft.



Literatuurstudie

1. Bladluizen (Aphididae)

Bladluizen komen voornamelijk voor in gematigde gebieden in de noordelijke hemisfeer
(Podsiadlowski, 2016). De meest voorkomende bladluissoorten of soorten met het meeste
economisch belang in de sierteelt zijn de katoenluis (Aphis gossypii), de boterbloemluis
(Aulacorthum solani), de aardappeltopluis (Macrosiphum euphorbiae) en de groene perzikluis
(Myzus persicae). Daarnaast behoren de zwarte bonenluis (Aphis fabae), de gevlekte bladluis
(Aulacorthum circumflexum), de groene Kortstaartluis (Brachycaudus helichrysi), de melige
koolluis (Brevicoryne brassicae), de gewone rozenluis (Macrosiphum rosae), de sjalottenluis
(Myzus ascalonicus), de tabaksperzikluis (Myzus nicotianae), Myzus ornatus, de groene
slaluis (Nasonovia ribisnigri) en de gele rozeluis (Rhodobium porosum) ook tot de belangrijkste
soorten (Syngenta, z.j.; Viridaxis, z.j.). Binnen de boomteelt komen bladluizen vooral voor in
lindebomen, maar ook in esdoorns, haagbeuken en eikenbomen (De Witt, 2014).

11. Taxonomie

Bladluizen worden als volgt geclassificeerd volgens the Integrated Taxonomic Information
System (ITIS):

Fylum Arthropoda
Subfylum Hexapoda
Klasse Insecta

Orde Hemiptera
Onderorde Homoptera
Subgroep Sternorrhyncha
Superfamilie Aphidoidae
Familie Aphididae

Bladluizen behoren tot de orde van Hemiptera of de snavelinsecten. Naast bladluizen behoren
ook wantsen en cicaden hiertoe.

Sorensen (2009) omschrijft de taxonomie binnen de Aphididae als complex. Over de
afbakening van subfamilies wordt namelijk veel gediscussieerd. De meeste subfamilies zijn
klein, maar enkelen zijn groter en meer van belang. De subfamilie Chaitophorinae koloniseert
Salicaceae (wilgen) en Poaceae (grassen). De nauw verwante subfamilies Myzocallidinae,
Drepanosiphinae en Phyllaphidinae leven meestal op dicotyle bomen, Fabaceae
(vlinderbloemigen) en bamboe. Naast Pinaceae (dennen), worden ook Fagaceae (beuken),



Rosaceae (rozen) en de wortels van Asteraceae (composieten) gekoloniseerd door de
subfamilie Lachninae. Tot slot leven bladluizen van de subfamilie Pemphiginae meestal op
wortels en alterneren ze tussen dicotyle bomen.

1.2. Morfologie

Bladluizen zijn relatief kleine (1-10 mm) insecten die een week, peervormig lichaam hebben.
Figuur 1 duidt de meest kenmerkende morfologische eigenschappen van de bladluis aan.
Typerend voor insecten behorend tot de orde Hemiptera is dat het labrum en labium vergroeid
zijn tot één geheel, namelijk het rostrum (A). Verder zijn in dit rostrum steekborstels of stiletten
aanwezig, die samen de zuigbuis en speekselbuis vormen. Deze structuren vormen samen de
zuigsnavel. Met behulp van dit orgaan kan de bladluis makkelijk plantensap opzuigen. Het
rostrum zorgt voor de bescherming van onderliggende structuren. Daarnaast heeft de bladluis
twee lange, weinig gesegmenteerde antennes (B) en twee complexogen, die samengesteld
zijn uit drie lenzen (C). Bladluizen worden verder ingedeeld op basis van de aan- of
afwezigheid van een uniform vliesachtig vleugelopperviak (E). Bladluizen waarvan de
gevleugelde dochters (alatae) dit vleugeloppervlak bezitten, worden onderverdeeld onder de
Homoptera of gelijkvleugeligen. In rust liggen de vleugels dakpansgewijs op het lichaam. Tot
slot bezitten bladluizen op de bovenzijde van het vijfde of zesde tergiet een paar hoorntjes,
sifonen of siphunculi (F) (Dixon, 2012). Dit kunnen porién verspreid over het oppervlak van het
abdomen of opgerichte, open buisjes zijn (Sorensen, 2009). Deze structuren staan in voor de
productie van twee soorten defensieve vloeistoffen. Als eerste kunnen ze alarmferomonen
produceren die zorgen voor een chemische waarschuwing naar soortgenoten bij gevaar.
Daarnaast worden kleverige druppels gevormd. Deze druppels kleven aan de aanhangsels en
monddelen van de predator (Alfaress et al., 2018). Tenslotte kan de cauda of staartje als laatst
kenmerk aangehaald worden. Deze structuur kan sterk variéren in vorm en is het uiteinde van
het laatste abdominaal segment (Sorensen, 2009). Door snelle bewegingen te maken met de
cauda wordt de honingdauw uitgeworpen. Op deze manier komt het niet over het insect zelf
of de kolonie heen (Sorensen, 2009; Stewart-Jones et al., 2008).

Figuur 1. Algemene morfologie van een bladluis (A: zuigstekel, B:
antennen, C: complexoog, D: twee tarsale segmenten, E: uniform
vliesachtig vleugeloppervlak, F: sifuncelen) (Dixon, 2012).



1.3. Levenswijze

Bladluizen hebben doorheen de evolutie twee interessante aanpassingen ontwikkeld. Ten
eerste beschikken ze over een uitzonderlijk hoge reproductiesnelheid. Daarnaast kunnen ze
zich passief verplaatsen door middel van de wind. Deze twee factoren hebben er tot geleid dat
bladluizen tot onze belangrijkste concurrenten behoren sinds de mens met landbouw startte
(Sorensen, 2009).

Er worden bij bladluizen twee types levenscyclussen waargenomen afhankelijk van het aantal
verschillende waardplanten waar de bladluis op leeft doorheen het jaar, namelijk de éénhuizige
(mono-oecische) cyclus en de meerhuizige (hetero-oecische) cyclus, zoals de tweehuizige (di-
oecische) cyclus.

Eénhuizige bladluizen (Figuur 2a) hebben een levenscyclus die zich afspeelt op eenzelfde
plantensoort. Hier staat de stammoeder in voor de volgende generaties (Williams & Dixon,
2007). Alatae of gevleugelde bladluizen zijn hierbij niet vanzelfsprekend, maar als deze zich
toch ontwikkelen vliegen ze naar een soortgelijke plant (Rabbinge, 1980). De voortplanting
gebeurt op parthenogenetische wijze. In de herfst vindt de paring van mannetjes en vrouwtjes
(oviparae) plaats met als gevolg de vorming van eitjes.

Een tweehuizige levenscyclus (Figuur 2b) speelt zich af op een primaire of winterwaardplant
alsook op een secundaire of zomerwaardplant. Seksuele voortplanting gebeurt hier steeds in
de herfst met de productie van eitjes. Deze fase vindt plaats op de winterwaardplant. Pas in
de lente ontstaan uit deze eitjes de vleugelloze moeders of fundatrix. De secundaire
waardplant wordt bereikt door de alatae. Hier vindt gedurende de zomer parthenogenetische
voortplanting plaats. Op het einde van de zomer vliegen de gevleugelde mannetjes en de
parthenogenetische moeders die de seksuele generatie zullen voortbrengen (gynoparae)
terug naar hun winterwaardplant (Williams & Dixon, 2007).

Parthenogenetic generations
(pnmarily wingless, some
winged migranis)

Summer  Spring

Secondary
host

Figuur 2. Algemene éénhuizige (a) en tweehuizige cyclus (b) van een bladluis (Williams &
Dixon, 2007).



Soorten die nooit eitjes produceren worden anholocyclisch genoemd. Holocyclische soorten
kunnen zich zowel seksueel als parthenogenetisch voorplanten. Bladluizen zijn dus
gedurende het grootste deel van hun leven levendbarend, ook wel vivipaar genoemd
(Sorensen, 2009).

Bladluizen voeden zich met het floéemsap van hun waardplant. Het suiker in floéem bestaat
bijna uitsluitend uit sucrose. De stiletten zijn bedekt met dat het enzym pectinase bevat. Dit
pectine-afbrekend enzym maakt dat de binding tussen plantencellen verbroken wordt. Zo
bereiken de stiletten de zeefvaten om het sap te extraheren zonder plantencellen te
penetreren. Het floéemsap wordt via het voedingskanaal (food canal) opgenomen om
vervolgens via de middendarm (MG) de einddarm (HG) van de luis te bereiken (Figuur 3).
Hierbij worden de voedingsstoffen doorheen het darmepitheel richting de hemolymfe
getransporteerd. Het darmepitheel treedt hierbij als selectieve barriére op voor de
gecontroleerde uitwisseling van ionen en water, terwijl toxische stoffen en micro-organismen
worden geweerd (J.-H. Huang et al., 2015). De circulerende vloeistof of ‘bloed’ van een insect
wordt gedefinieerd als hemolymfe. Het bestaat voornamelijk uit water dat als solvent voor
allerlei moleculen fungeert (Kanost, 2009). De hemolymfe van een bladluis beschikt over een
gespecialiseerde groep cellen, mycometa genaamd. Deze groep cellen wordt gekoloniseerd
door Rickettsia-achtige bacterién (Francis et al., 2010; Sorensen, 2009). Daarnaast is ook de
bacteriesoort Buchnera als primaire endosymbiont aanwezig in de bladluis (Douglas, 2006;
Francis et al., 2010). De reden dat deze symbiotische micro-organismen aanwezig zijn wordt
gelinkt aan de hoge verhouding niet-essentiéle/essenti€le aminozuren in het floéemsap. Deze
symbiotische bacterién helpen bij de synthese en de voorziening van essentiéle aminozuren
voor de luis (Douglas, 2006; Woodring et al., 2004).

Bladluizen communiceren door middel van feromonen en geluid (Sorensen, 2009). Feromonen
zijn chemische signaalmoleculen die geproduceerd worden door de exocriene klieren van de
insecten (Billen & Morgan, 1998). Wanneer een bladluis in contact komt met een parasiet of
predator verspreidt het een alarmferomoon via de sifunculen. Als reactie hierop laten
bladluizen in de omgeving zich vallen als ontsnappingspoging. Daarnaast kunnen vrouwelijke
individuen via gespecialiseerde porién op de tibiae seksferomonen verspreiden om zo
mannelijke individuen te lokken (Sorensen, 2009).

1.4. Honingdauw

Honingdauw is een uitscheidingsproduct van wortel-, stam- of schildluizen en overige
Homoptera en bestaat voornamelijk uit water, koolhydraten en aminozuren (Boer, 2015). Het
is een zoet afvalproduct als gevolg van het suikerrijke maar aminozuurarme floéemsap waar
deze insecten zich mee voeden (Fischer & Shingleton, 2001). Het is een waterig mengsel dat
uit verschillende chemische componenten bestaat waarvan verschillende suikers (90 - 98%
van de droge stof) en aminozuren de belangrijkste zijn (Leroy et al., 2011; VOIkl et al., 1999).
Veel dieren, zoals vogels, mieren, bijen, wespen, fruitvliegen, zweefvliegen en slakken,
nuttigen honingdauw als voedselbron (Moir et al., 2018; Way, 1963).
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Leroy et al. (2011) concluderen dat er zeven factoren zijn die de samenstelling van
honingdauw beinvloeden: (1) de waardplant, (2) de nutritionele toestand van de plant, (3) de
bladluissoort en ontwikkelingsfase van het insect, (4) de snelheid en de duur van de
bladluisbesmetting, (5) de aanwezigheid van mieren, (6) de aanwezigheid van bacteriéle
intracellulaire symbionten en (7) de graad van parasitisme en de aanwezigheid van secundaire
plantmetabolieten. De aanwezige aminozuren in de honingdauw hangen naast het voedsel
van de bladluis af van de endosymbionten aanwezig in het insect (Woodring et al., 2004).

De suikersamenstelling van honingdauw weerspiegelt de samenstelling van het floéem van de
waardplant. Zo zijn glucose, fructose, sucrose en maltose universeel aanwezig in zowel
floéemsap als in honingdauw (Woodring et al., 2004). Enerzijds wordt een deel van de sucrose
en maltose door het insect afgebroken, anderzijds worden complexe suikers in de darm
geassimileerd. De trisachariden melezitose, fructomaltose en raffinose en de disachariden
trehalose en trehalulose zijn hier voorbeelden van (Mittler, 1958).

De melezitose aanwezig in honingdauw speelt een belangrijke rol in het mutualisme tussen
mier en bladluis (VOIKI et al., 1999). Het wordt gevormd in de darm van de bladluis en bestaat
uit twee moleculen glucose en één molecule fructose. Fisher et al. (1984) toonden aan dat de
hoeveelheid melezitose in de honingdauw van de groene perzikluis (Myzus persicae) athangt
van de kwaliteit van het dieet waar de luis zich mee voedt. De concentratie melezitose neemt
toe bij een toenemende concentratie sucrose in het dieet. Fischer en Shingleton (2001)
bekwamen gelijkaardige concentraties in de honingdauw van bladluizen op de populieren
Populus tremula en P. alba. Aangezien melezitose steeds aanwezig was in de honingdauw
van de verschillende bladluissoorten concluderen Fischer en Shingleton (2001) dat de
trisacharide naast het aantrekken van mieren een bijkomende rol moet hebben, namelijk
osmoregulatie. Dit wordt verklaard in een onderzoek van Fisher, Wright en Mittler (1984) naar
de fysiologische rol van oligosachariden in honingdauw. De osmolaliteit van plantenfloéem
varieert van 828 naar 1800 milliosmolal, terwijl de osmolaliteit van honingdauw relatief
constant blijft rond een waarde van 500 milliosmolal. Een te hoge concentratie aan sucrose in
de darm van het insect zou aan omliggend weefsel water onttrekken. Dit zou zeker het geval
zijn als alle aanwezige suikers als monosachariden aanwezig zijn (Woodring et al., 2004).
Nalam et al. (2020) besluiten dat een reeks fysiologische mechanismen (Figuur 3) en
gedragingen bladluizen in staat stellen om hoge osmotische stress te verdragen en het
suikerrijke floéemsap te nuttigen.

In de eerste plaats worden sucrose gehydrolyseerd, fructose geassimileerd en
glucosemoleculen gepolymeriseerd tot oligosachariden dankzij het enzym sucrase aanwezig
in de darm. Ten tweede draagt de watercyclus vanuit de distale naar de proximale regio’s van
de darm bij tot de osmoregulatie. De hoge waterflux wordt gemedieerd door
membraangebonden aquaporines. Deze verdunning van de darminhoud leidt vervolgens tot
de productie en uitscheiding van honingdauw. Ten slotte zuigen bladluizen geregeld
xyleemsap op. Dit heeft een lage osmolaliteit en helpt het osmotisch potentiaal in de darm te
regelen.
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Het vermogen van bladluizen om trisachariden in de darm te synthetiseren uit monosachariden
is waarschijnlijk geévolueerd om dit osmotisch onevenwicht te reduceren (Woodring et al.,
2004). Dit osmoregulerend vermogen wordt verwezenlijkt door de variatie in het gemiddeld
moleculair gewicht van de gesynthetiseerde oligosachariden waaronder melezitose (Fisher et
al., 1984).

Honingdauw van de polyfage bladluissoort Aphis fabae vertoont volgens Douglas (1993) op
verschillende waardplanten verschillende aminozuurpatronen. Asparagine en glutamine zijn
de twee meest voorkomende aminozuren in honingdauw geproduceerd door de meeste
bladluissoorten (Leroy et al., 2011; Woodring et al., 2004).

0000  Oligosaccharides
o Sucrase, SUT1
a Sugar transporter, ST4
o Agquaporin, AQP1
(a3 ] Sucrose
o]
L

Glucose

Fructose

(8,0,0.9)
Honey dew ﬂl_ |

Figuur 3. Schematisch overzicht van de verschillende fysiologische
mechanismen voor de osmoregulatie bij bladluizen (MG: middendarm, HG:
einddarm) (Nalam et al., 2020).

Woodring et al. (2004) constateerden een onverwacht sterke correlatie tussen de totale
aminozuurconcentratie en de totale concentratie aan suiker in honingdauw. Dit suggereert dat
bladluizen meer floéemsap opnemen dan nodig om aan hun aminozuurbehoefte te voldoen.
Op deze manier zijn ze in staat grote hoeveelheden suikerrijke honingdauw te produceren om
zo mieren aan te trekken ter bescherming tegen natuurlijke vijanden.

Bladluizen die geen symbiose aangaan met mieren nemen een minimale hoeveelheid
plantensap op om aan hun aminozuurbehoefte te voldoen. Zij hebben geen nood aan grote
hoeveelheden honingdauw. De erwtenbladluis (Acyrthosiphon pisum) is een bladluissoort die
niet verzorgd wordt door mieren (Blanchard et al., 2019; Oliver et al., 2007; Volkl et al., 1999).
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1.5. Schadebeeld

Wanneer bladluizen zich voeden met floéem veroorzaken ze zelf schade aan de plant, terwijl
de productie van honingdauw overlast bezorgt aan de teler, buurtbewoner en omgeving.
Nadelen veroorzaakt door bladluizen kunnen zo opgedeeld worden in primaire en secundaire
schade. Zeker in systemen met een geringe diversiteit zoals serres, akkers en boomgaarden
kan de aanwezigheid van Homoptera leiden tot grote gewasschade (Beattie, 1985).

Sommige bladluizen zijn in staat de planten te verwonden waardoor ze directe schade zoals
bladgallen, bladvervormingen en bladnecrose veroorzaken. Op die manier wordt de
waardplant gemanipuleerd zodat het insect beschermd wordt en toegang krijgt tot een
verhoogde hoeveelheid nutriénten (Sorensen, 2009). Fytohormonen zijn vaak het doelwit van
organismen die planten manipuleren. Deze hormonen zijn belangrijke regulatoren van
plantengroei, -differentiatie en -verdediging, waardoor ze als sleutelfactoren beschouwd
worden voor de galdifferentiatie (Giron et al., 2016; Tooker & Helms, 2014). Door effectoren
aanwezig in het speeksel van Hemiptera worden de verdedigingsreacties van de plant op een
actieve manier onderdrukt. Naast deze onderdrukking worden wijzigingen in de
plantenontwikkeling en manipulatie van plantendelen veroorzaakt door deze effectoren (Giron
et al., 2016; Hogenhout & Bos, 2011). Daarnaast wordt door het onttrekken van
voedingsstoffen door larven en volwassen bladluizen de groeihormonenbalans van de plant
verstoord. In het vroege voorjaar kan dit groeiremming als gevolg hebben (Van der Horst,
1998).

Bladluizen zijn belangrijke vectoren van plantenvirussen. Deze virussen worden via het
speeksel van het insect in de plant geinjecteerd wanneer het zich voedt met floéem (Delabie,
2001). Eén van de belangrijkste overbrenger van virusziekten is de groene perzikluis (Myzus
persicae). Deze bladluis kan meer dan 100 verschillende virussen overbrengen. Daarnaast
zZijn de katoenluis (Aphis gossypii), de zwarte bonenluis (Aphis fabae) en de zwarte kersenluis
(Myzus cerasi) vectoren van virussen in de boomkwekerij (Van der Horst, 1998).

De secundaire gevolgen van de aanwezigheid van bladluizen worden veroorzaakt door de
productie van honingdauw. Het leidt op verschillende vlakken tot schade en/of overlast. Zo is
honingdauw een groeimedium voor roetdauwschimmels. Deze schimmels doen het
fotosynthetisch opperviak en de gasuitwisseling van de bladeren afnemen. Het kleurt het
oppervlakte zwart zonder een infectie te veroorzaken. Roetdauwschimmels zijn namelijk niet-
pathogeen en niet-parasitair. Ze overleven saprofytisch als mycelium of als sporen op onder
meer plantenresten (Nelson, 2006). Vervolgens kunnen ze andere schimmelziekten
bevorderen (Sorensen, 2009). Deze factoren leiden naast een opbrengstderving van
landbouwgewassen ook tot een daling in cosmetische waarde bij sierplanten en geoogste
groenten en fruit. Wat resulteert in een verlaagde marktwaarde (Moir et al., 2018; Nelson,
2006).

Daarnaast kan de productie van honingdauw tot grote overlast voor de omgeving en
buurtbewoners leiden. Het uitscheidingsproduct komt op alles wat eronder staat terecht:
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auto’s, zitmeubilair, terrassen, beplanting enzovoort met als gevolg dat dit kleverig en smerig
wordt (De Witt, 2014).

De omvang van deze negatieve gevolgen hangt onder andere af van de heersende
omstandigheden in het voorjaar; een warm voorjaar zal er tot leiden dat de wintereitjes van de
bladluizen reeds vroeg ontwikkelen. De hieropvolgende generatie zal zich ook weer sneller
ontwikkelen wanneer het voorjaar voldoende warm blijft. Verder speelt het aantal wintereitjes
op de bomen een rol (Joosten & Lansink, 2010).

1.6. Acyrthosiphon pisum

Acyrthosiphon pisum of de erwtenbladluis behoort tot de veertien belangrijkste bladluisplagen
op landbouwgewassen. Deze groene bladluis leeft op peulvruchten. Meestal behoren zijn
waardplanten tot de familie Fabaceae. In koudgematigde streken is A. pisum holocyclisch, er
is dus geen echte waardwissel, en produceert deze bladluis oviparae en mannetjes. In de
herfst produceren ze in Europa alate sexuparae en mannetjes. De geslachtelijke fase vindt
plaats op Vicia (Blackman & Eastop, 2007). Deze bladluissoort wordt in laboratoria gebruikt
voor genetische en fysiologische onderzoeken. Voordelen van deze soort zijn dat ze
holocyclisch zijn en dat parthenogenetische lijnen in groeikamers permanent in stand kunnen
gehouden worden (Brisson & Stern, 2006). A. pisum doorloopt vier nimfale stadia waarna ze
vervelt tot adult (Blackman, 1987).

Deze bladluizensoort werd gebruikt om de laboproef mee uit te voeren.
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2. Mieren (Formicidae)

Biogeografisch gezien zijn Formicidae verspreid over heel de wereld. Slechts op Antarctica,
IJsland, Groenland, verschillende delen van Polynesié en enkele verafgelegen eilanden in de
Atlantische en Indische oceaan komen geen inheemse Formicidae voor. Ze
vertegenwoordigen bijna 15% van de dierlijke biomassa op land (Holldobler & Wilson, 1990).

Op basis van verzamelingen, veldonderzoek en literatuur werd in 2002 de database
FORMIDABEL samengesteld die de populatie mieren in Belgié in kaart bracht. Sindsdien
wordt FORMIDABEL tweemaal per jaar aangevuld. Volgens de database kunnen er in Belgié
76 inheemse en 9 geintroduceerde mierensoorten aangetroffen worden. De meest
voorkomende subfamilies zijn Formicinae (49,4%) en Myrmicinae (48,7%). De subfamilies
Dolichoderinae (0,9%) en Ponerinae (0,8%) komen slechts zelden voor. Vervolgens zijn de vijf
meest voorkomende soorten in Belgi€é de wegmier (Lasius niger), de gewone steekmier
(Myrmica rubra), de moerassteekmier (Myrmica scabrinodis), de grauwzwarte renmier
(Formica fusca) en de zandsteekmier (Myrmica sabuleti) (Dekoninck et al., 2003).

2.1. Taxonomie

Mieren worden als volgt geclassificeerd door ITIS:

Fylum Arthropoda

Subfylum Hexapoda

Klasse Insecta

Orde Hymenoptera

Onderorde Apocrita

Superfamilie Vespoidea

Familie Formicidae

Subfamilie* Dolichoderinae, Formicinae, Myrmicinae, Ponerinae

Genus* Anergates, Aphaenogaster, Camponotus, Dolichoderus, Formica,

Formicoxenus, Harpagoxenus, Hypoponera, Lasius, Leptothorax,
Linepithema, Manica, Monomorium, Myrmecina, Myrmica, Plagiolepis,
Polyergus, Ponera, Solenopsis, Stenamma, Strongylognathus,
Tapinoma, Technomyrmex, Temnothorax en Tetramorium.

*Opsomming van de meest voorkomende subfamilies en geslachten in Belgié (Dekoninck et
al., 2003).
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De wegmier (Lasius niger), ook wel bruine wegmier, zwarte wegmier, zwartbruine wegmier of
tuinmier (Boer, 2015), is een wijd verspreide inheemse soort binnen West-Europa, zowel in
stedelijke als landelijke gebieden. L. niger wordt daarom in deze literatuurstudie als
typevoorbeeld beschreven. Het is een eurytope soort. De koningin is monogyn en leeft in een
monodoom. Een gevolg hiervan is dat wanneer de koningin sterf de hele kolonie kans loopt
ook te sterven. Ze wordt bevrucht door één of twee, zeer zelden meer, mannetjes. De
natuurlijke habitat van deze soort is een dynamische zandbodem. Het nest bevindt zich onder
de grond. Volgens Boer (2015) valt de periode met waarneembare bruidsviuchten in
Nederland tussen eind juni en eind september. Wanneer de weersomstandigheden gunstig
zijn, vliegen zowel de mannetjes als de gynen of nieuwe koninginnen uit, beiden zijn immers
gevleugeld. Bij L. niger gebeurt dit op een zonnige, zwoele, windstille dag (Schoeters &
Vankerkhoven, 2001).

2.2. Morfologie

De wegmier behoort tot de subfamilie Formicinae, oftewel de schubmieren (Figuur 4). Deze
subfamilie dankt zijn naam aan de knoop, schub of petiolus die zich tussen het mesosoma en
het gaster bevindt. Achteraan het gaster bevindt zich een acidoporus met daarrond een krans
van setae. De koningin is gevleugeld of vertoont na het afwerpen van de vleugels
vleugellittekens op de thorax. Ze beschikt over ocellen en van bovenaf zijn vijf rugplaten van
het mesosoma zichtbaar. De werksters van schubmieren zijn ongevleugeld en beschikken
over geen of slechts kleine ocellen. Van bovenaf zijn eveneens vijf tergieten van het gaster
zichtbaar. Bij de steeds gevleugelde mannetjes zijn de copulatieorganen opvallend, ze
beschikken over ocellen en tellen van bovenaf zes tergieten (Boer, 2015).

De soortnaam van L. niger slaat op het kleur zwart. De eerste nakomelingen van een nieuwe
L. niger koningin zijn inderdaad zwart. De daaropvolgende werksters zijn mat zwart tot
grauwdonkerbruin en hebben een overvloedige, fijne beharing.

In het geval van deze mierensoort zijn koninginnen groter (7-9 mm) dan hun werksters (2,5-5
mm). Een koningin heeft een gemiddelde levensduur van 20 jaar, terwijl haar werksters
gemiddeld 3 jaar leven. In tegenstelling tot andere soorten is L. niger monomorf. De
foeragerende werksters en de werksters die verzorgende taken op zich nemen kennen een
uniforme morfologie (Quque et al., 2019).
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Figuur 4. Algemene morfologie van een Formicinae werkster (Boer,
2015).
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2.3. Ontwikkeling tot kolonie

Mieren zijn sociale insecten en leven in kolonies. De term kolonie kan als volgt worden
gedefinieerd: ‘verschillende individuele organismen (vooral van dezelfde soort) die in nauw
verband met elkaar samenleven’. In het geval van mieren is dit vergaand. Een kolonie mieren
wordt gezien als een superorganisme, waar de taakverdeling uiterst gespecialiseerd is en waar
individuen op zichzelf niet in staat zijn lang te overleven. Mieren zijn eusociaal. Eusocialiteit is
een evolutionair vergevorderde sociale samenlevingsvorm. Het wordt gekarakteriseerd door
overlappende generaties, een codperatieve broedzorg en gespecialiseerde reproductieve en
non-reproductieve kasten (Wilson & Hélldobler, 2005).

Een kolonie bestaat uit een koningin, werksters en broed. Afhankelijk van het seizoen zijn er
mannetjes en jong gevleugelde gynen aanwezig. De specialisatie van taken binnen de kolonie
leidt tot intraspecifieke verschillen in gedrag, morfologie, fysiologie en levensduur van een
individu binnen een kaste. De grootste kaste is deze van de steriele wijfies of de werksters.
Werksters kunnen een verkennende, foeragerende of verzorgende taak binnen het nest
opnemen (Quque et al., 2019).

De ontwikkelingscyclus van broed tot adult verloopt voor werksters anders dan voor mannetjes
en gynen (Figuur 5). Werkstereieren worden gedurende het ganse jaar door gelegd,
uitgezonderd tijdens de winterperiode. Larven die gegroeid zijn uit eieren afgelegd in het
najaar, overwinteren in het nest. Er zijn dus steeds werksters aanwezig in de kolonie.
Mannetjes en jonge gynen worden slechts tijjdens een bepaalde periode van het jaar
geproduceerd. In het noordelijk halfrond gebeurt dit tijdens de zomerperiode beginnend vanaf
de maand april. Externe omstandigheden bepalen het exacte moment waarop de mannetjes
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Figuur 5. Typische levenscyclus van een kolonie mieren. Factor A en B
zijn bepaalde biotische en abiotische omgevingsfactoren (Peeters & Molet,
2010).
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en de wijfies elkaar zoeken. Tijdens deze vlucht wordt gepaard. Dit wordt een bruidsvlucht of
zwermvlucht genoemd. De levensduur van de mannetjes is hooguit tot één dag na deze vlucht
(Boer, 2015). Er zijn soorten die andere methodes hanteren om te paren.

Een kolonie doorloopt drie stadia en neemt sterk toe in omvang over de jaren heen (Figuur
6). De eerste fase, de stichtingsfase, begint na het paren. De jonge koningin copuleert gebeurt
afhankelijk van de soort door één of meerdere mannetjes. Voor het stichten van een nieuwe
kolonie worden twee strategieén beschreven. De levenscyclus van een kolonie is afhankelijk
van deze strategie. De onafhankelijke koloniestichting, waar de koningin alleen een nieuwe
kolonie sticht, is de meest verspreide strategie over alle taxonomische groepen. Sommige
mierensoorten hanteren daarentegen de afhankelijke koloniestichting, waar de koningin geen
kolonie kan stichten zonder de hulp van werksters uit haar geboortekolonie.
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Figuur 6. Veranderingen in de demografie van een kolonie in functie van de tjjd

(Peeters & Molet, 2010).
De stichting van een L. niger kolonie verloopt volgens de onafhankelijke koloniestichting. De
jonge koningin komt na de paring terug op de grond terecht, breekt haar vleugels met haar
poten af en graaft een eerste, afgesloten kamer om een kolonie te stichten. Dit wordt een
claustrale of gesloten koloniestichting genoemd. Al snel worden de eerste eitjes afgelegd. De
mier wordt, als vertegenwoordiger van de Hymenoptera, geclassificeerd onder Holometabola.
Dit zijn gevleugelde insecten die een holometabole of volledige gedaanteverwisseling
ondergaan. In de ontwikkeling van ei tot adult zijn drie fasen te onderscheiden. De eerste fase
is het ei waaruit de tweede fase, de larve, zich ontwikkelt. De larve wordt gedurende enkele
weken gevoed. Het gewicht van de larve neemt tijdens deze periode continu toe, terwijl de
grootte van de larve discreet toeneemt. De larve groeit namelijk door te vervellen. Afhankelijk
van de soort worden drie tot vijf larvale stadia onderscheiden. Eens de kritische grootte is
bereikt, ondergaat de larve een metamorfose. Ondertussen bepalen omgevingsfactoren, zoals
koude en beschikbaar voedsel of een vrouwelijke larve al dan niet naar een werkster of een
gyne evolueert. Uit het laatste larvale stadium ontwikkelt zich het imago dat geen verdere groei
ondergaat (Peeters & Molet, 2010). Bij L. niger neemt dit proces ongeveer acht weken in
beslag.
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De eerste werksters of nanitici, meestal slechts een tiental exemplaren, zijn opmerkelijk kleiner
dan de daaropvolgende werksters. Het beperkt aantal en de kleine grootte van de nanitici zijn
twee gevolgen van de beperkte voedingswaarde die op dat moment binnen het nest
beschikbaar is. Deze eerste larven worden gevoed door gemobiliseerde voedingsstoffen van
de koningin. Een grote hoeveelheid lipiden is afkomstig uit het vetlichaam in het gaster van de
koningin (Peeters & Molet, 2010). Proteinen zijn afkomstig van de histolyse van de
vleugelspieren. Van zodra de eerste werksters zijn uitgekomen, nemen zij de verzorgingstaak
op zich. Ze verzorgen het broed en gaan op zoek naar voedsel en water om zowel de koningin
als de volgende larven te voeden (Schoeters & Vankerkhoven, 2001).

De volgende fase is de groeifase van de kolonie. Tijdens deze fase neemt de productie van
werksters toe. Een mierenkolonie werkt volgens een uiterst gebalanceerde systeem.
Holldobler en Wilson (1990) beschrijven de levenscyclus van een mierenkolonie als volgt: “an
orchestration of energy investments, in which workers are multiplied until [...] it is profitable to
convert part of the net yield into new queens and males”. Dit is reeds vroeg in de ontwikkeling
van de kolonie duidelijk. De eerste werksters zijn stukken kleiner en zwakker in vergelijking
met de daaropvolgende werksters. Dit is het resultaat van een vooraf geplande verdeling van
de voedselbronnen. Hoe meer werksters, hoe effectiever de kolonie. Het aantal nakomelingen
en hun kwaliteit (zoals grootte, gewicht en metabolische reserves) hebben grote gevolgen op
de capaciteit van de kolonie om zich te verspreiden in hun habitat en nieuwe territoria te
verkennen (Peeters & Molet, 2010). Daarom bestaat een beginnende kolonie uit een groter
aantal werksters van lagere kwaliteit dan een klein aantal van hoge kwaliteit. Wanneer het
aantal werksters en voedselbronnen toenemen, zullen er zich meer en grotere werksters
ontwikkelen. Daarnaast passen de werksters hun gedrag aan naarmate de kolonie groeit. De
eerste werksters zijn meer terughoudend aangezien ieder individu een grote rol speelt tijdens
deze fase, terwijl latere kolonies makkelijk een individu opofferen om van een natuurlijke vijand
af te geraken. De koningin heeft vanaf deze fase slechts één taak, namelijk het leggen van
eieren. Vanaf dit moment is ze afthankelijk van haar werksters.

Wanneer de grootte van de kolonie een bepaald niveau, dat afhankelijk is van biotische en
abiotische omgevingsfactoren, overstijgt, gaat het over naar de volgende fase, de
reproductiefase. De kolonie start met gevleugelde mieren (gynen en mannetjes) voort te
brengen (Hoélldobler & Wilson, 1990). Mannetjes komen voort uit parthenogenese of
ongeslachtelijke voortplanting (Peeters & Molet, 2010). Wanneer de mannetjes en de gynen
het nest verlaten, herhaalt de cyclus zich.

24, Levenswijze

Mieren communiceren, net zoals bladluizen, met elkaar via feromonen. Feromonen worden
onderverdeeld in twee groepen naargelang het effect dat ze veroorzaken: primerferomonen
en releaseferomonen. De eerste groep leidt tot een metabole of morfogenetische verandering.
De tweede groep wekt rechtstreeks een bepaald gedragspatroon op. Feromonen van de
eerste groep zijn onomkeerbaar, terwijl feromonen van de tweede groep dat wel zijn. Tal van
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releaseferomonen zijn gedefinieerd. Hiertoe behoren seksferomonen, alarmferomonen,
broedferomonen, verzamelferomonen (Vander Meer & Alonso, 1998) en spoorferomonen. De
hoeveelheid feromoon en de componenten waaruit het feromoon is opgebouwd, bepalen het
gedrag dat de stof kan uitlokken (Morgan, 2009).

Figuur 7 schetst de situatie wanneer een verkennende werkster een voedselbron ontdekt (A).
De mier in kwestie laat een feromonenspoor achter terwijl het terugkeert naar het nest (B).
Werkster in het nest en de omgeving vangen het spoor op en volgen het tot aan de voedselbron
(C). Ook deze werksters laten onderweg een feromonenspoor achter, waardoor het initiéle
spoor versterkt wordt (D). Als gevolg worden meer mieren aangetrokken tot de voedselbron
totdat deze uitgeput is (E en F) (Billen, 2006).

& ¥
20
f#‘o 7) # %ﬁ@ i% s

ty

¥
¥

|

!

5 ¥ ¥
! .L
@Anes*ac@DEF

Figuur 7. Schematische voorstelling van opeenvolgende gebeurtenissen tijdens het volgen
van een feromonenspoor na het ontdekken van een voedselbron (Billen, 2006).
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De twee macronutriénten waar mieren naar op zoek gaan zijn koolhydraten en proteinen.
Werksters hebben voornamelijk nood aan koolhydraten voor energieproductie, terwijl
koninginnen en larven vooral nood hebben aan proteinen om resp. eieren te leggen en te
groeien (Holldobler & Wilson, 1990). Om aan proteinen tegemoet te komen, doen mieren aan
predatie of zijn het aaseters van invertebraten die behoren tot de Arthropoda en de Annelida.
De meeste mierensoorten zijn generalisten op vlak van voedsel. Slechts enkele soorten die
nestelen en foerageren op de grond zijn strikte predatoren. Prooi of aas wordt naar het nest
gedragen. Mieren nuttigen (extraflorale) nectar of plantenexudaten en honingdauw,
geproduceerd door insecten van de orde Hemiptera, om aan de vraag van koolhydraten te
voldoen (Cerda & Dejean, 2011).

Werksters hebben een sociale maag (krop) waarin vloeibaar voedsel zoals nectar en
honingdauw wordt opgeslagen. Vervolgens wordt dit via trophallaxis van mond-op-mond
gedeeld via de werksters naar elkaar, de larven, de koningin(nen), de mannetjes en de jonge
gynen als deze daar om ‘vragen’ (Boer, 2015; Hamilton et al., 2011). Samen met deze
nutriénten worden ook koolwaterstoffen doorgegeven die van belang zijn voor het herkennen
van medenest-individuen (Hamilton et al., 2011). Dussutour en Simpson (2009) stelden vast
dat het voedingspatroon van een kolonie afhangt van het type voedsel en de eventuele
aanwezigheid van broed binnen het nest. Zij vergeleken kolonies met broed met kolonies

20



zonder broed. De kolonies met broed verzamelden meer voedsel dan de kolonies zonder. De
hoeveelheid koolhydraten verschilde niet voor beide kolonies. De hoeveelheid proteinen
daarentegen wel. De kolonies met broed deden grotere inspanningen om de inname van
proteinen van de kolonie op peil te houden.

Sociale insecten maken op basis van individuele waarnemingen van de foeragerende
individuen collectieve beslissingen omtrent voedselbronnen (Arganda et al., 2014; Billen,
2006). Het voedingsgedrag van mieren is aangepast aan de energetische en ecologische
waarde, de concentratie en de samenstelling van de natuurlijke suikerbron. Foeragerende
mieren beschikken over fysiologische vaardigheden, zoals sensorische receptoren, om de
meest interessante bron te selecteren. Hoewel voorkeuren verschillen van soort tot soort
worden melezitose, sucrose, fructose en glucose regelmatig geconsumeerd door het
merendeel van de mieren (Detrain & Prieur, 2014). Een hoge concentratie melezitose trekt
mieren aan omwille van de associatie met suikerrijke honingdauw (Woodring et al., 2004).
Wanneer ze geconfronteerd worden met bronnen die variéren in kwaliteit, kunnen ze de beste
voedselbron selecteren met behulp van feromoonsporen. In een onderzoek van Arganda et al.
(2014) werd vastgesteld dat mieren een voedselbron met vrije aminozuren verkiezen boven
een voedselbron met proteinen in hun geheel. Dit is een gevolg van het feit dat mieren maar
een beperkte mogelijkheid hebben om volledige proteinen te verteren. De redenen hiervoor
zijn de smalle petiolus tussen het mesosoma en het gaster en de kleine hoeveelheid proteasen
aanwezig in de middendarm.

2.5. Ecologische rol

Formicidae vormen een diverse groep binnen de Insecta en spelen een cruciale rol in tal van
natuurlijke processen zoals het verspreiden van zaden (myrmecochorie) (Handel & Beattie,
1990), de predatie op invertebraten (Cerda & Dejean, 2011) en het afbreken van organisch
materiaal. Ze vormen een groot deel van de dierlijke biomassa. Daarnaast treden mieren op
als zogenaamde ‘ecosysteemingenieurs’ (Folgarait, 1998). Zo zijn mieren betrokken bij
bioturbatie van de bodem en helpen ze met koolstoffixatie in de bodem (Parr et al., 2016).
Mieren dragen plantaardige en dierlijke resten naar hun nest. Deze materialen worden
vermengd met aarde in en rond het nest, wat er voor zorgt dat deze zones veel koolstof, stikstof
en fosfor bevatten. Dit leidt op zijn beurt tot een mozaiekverdeling van plantengroei (Holldobler
& Wilson, 1990). Door het graven van gangen en nesten treden er fysische en chemische
veranderingen van de ondergrond op. Dit leidt tot toename in drainage, porositeit en
beluchting, wat decompositie van organisch materiaal bevordert (Folgarait, 1998).

Mieren treden in symbiose met tal van organismen. Er zijn symbiotische relaties vastgesteld
met meer dan 465 plantensoorten uit meer dan 52 verschillende families, met duizenden
Arthropoda en met een onbekend aantal Fungi en micro-organismen (Jolivet, 1986). Heel wat
organismen halen dus voordeel uit de aanwezigheid van mierenkolonies.

Omdat mieren belangrijke predatoren zijn van Arthropoda in terrestrische ecosystemen, zeker
in de tropen (Tiede et al., 2017), kan dit leiden tot een top-down trophic cascade. Hierdoor
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kunnen bepaalde functionele groepen toenemen in omvang omdat een zeker aantal van hun
natuurlijke vijanden wegvallen door de predatie ervan door mieren (Sanders & van Veen,
2011).

Tot slot vormen mieren zelf een bron van proteinen voor een groot aantal diersoorten. Enkele
voorbeelden zijn de zwarte galspin (Lasaeola tristis), padden (Bufonidae), de fazant
(Phasianus colchicus), de draaihals (Jynx torquilla) en spechten (Picidae) (Boer, 2015).

2.0. Crematogaster scutellaris

Crematogaster scutellaris of de rode schorpioenmier behoort tot de subfamilie Myrmicinae. Ze
komt voor in Europa, in het Nabije Oosten en in Noord-Afrika. Deze mieren hebben een
roodkleurige kop, het mesosoma en het gaster zijn zwart. Het gaster heeft een typische vorm
dat naar het einde toe spits uitloopt.

Een kolonie wordt op een onafhankelijke wijze gesticht, heeft een monogyne koningin en
maakt kartonnesten in bomen en dood hout (Boer, 2015). Kartonnesten worden opgebouwd
door (vermolmd) hout tot pulp te knagen en te vermengen met speeksel en/of honingdauw.
Hierop groeit een schimmel die zorgt voor de stevigheid van het nest (Peeters et al., 2004).
C. scutellaris gedraagt zich zeer agressief tegenover concurrenten. De postpetiolus is op de
bovenzijde van het gaster aangehecht zodat deze laatste omhoog en naar voren omklapbaar
is in de aanwezigheid van een aanvaller. De stompe angel wordt hierbij uitgestoken waarop
zich een druppel afweerstof vormt die bij contact op het lichaam van de aanvaller achterblijft
(Boer, 2015; Peeters et al., 2004).

Deze mierensoort werd gebruikt om de laboproef mee uit te voeren.
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3. Mutualisme tussen mier en bladluis

3.1. Beschrijving

Een symbiose is een geévolueerde interactie of nauw samenleven tussen ten minste twee
organismen van verschillende soorten. Meestal haalt minstens één van hen een individueel
voordeel uit de relatie. Een symbiose kan obligaat of facultatief zijn. In het eerste geval zijn de
organismen levensnoodzakelijk afhankelijk van elkaar. Elk van de organismen kan niet leven
zonder de ander. Bij het tweede type is dat wel nog het geval. Er zijn vier soorten van een
symbiotische relatie beschreven (Keeton & Gould, 1986).

Bij een mutualisme halen beide symbiotische partners voordeel uit de interactie. Het kan gaan
om middelen, diensten of een combinatie van de twee (Holland & Bronstein, 2008).
Commensalisme is een symbiose waarbij slechts één van de partners profiteert van de
gevolgen van de relatie. Meestal is dit organisme compleet afhankelijk van de ander op vlak
van voedsel, beschutting of voortbeweging. De andere partij wordt hierdoor niet beinvloed
(Keeton & Gould, 1986). Het tegenovergestelde is amensalisme. In dit geval wordt één partner
belemmerd of geschaad door de ander die er geen voordeel uithaalt. Competitie valt onder
deze term (Kitching & Harmsen, 2008).

Bij parasitisme leeft één partner ten koste van de andere partner. Dit leidt niet noodzakelijk tot
de onmiddellijke dood van de ander, in tegenstelling tot predatie. Vaak is het voor de
levenscyclus van de parasiet nodig dat de gastheer juist in leven blijft. Soms sterft de gastheer
af door de parasitaire invasie (Keeton & Gould, 1986).

3.2. Co-evolutie

De ontwikkeling en stabilisatie van het mutualisme tussen mieren en bladluizen heeft naar
schatting 40 miljoen jaar geduurd. Dit begon aan het eind van het Krijt (ca. 75 miljoen jaar
geleden) en heeft zijn huidige vorm bereikt aan het eind van het Eoceen (ca. 35 miljoen jaar
geleden) (Depa et al., 2020). Figuur 8 geeft een schematisch overzicht van de complexe relatie
die doorheen de tijd tot stand is gekomen tussen mier, Homoptera, plant en andere insecten
(zoals natuurlijke vijanden van de bladluis).

Volgens Yao (2014) wijst het evolutionaire verloop van de interactie tussen de twee insecten
er op dat dit mutualisme onstabiel is. Deze onderzoeker concludeert dat het feit dat bladluizen
verzorgd door mieren geen monofyletische groep vormen er op wijst dat het mutualisme tussen
de twee insecten slechts een fragiele, onstabiele connectie is. Rico-Gray en Oliveira (2007)
hebben het over één van de meest facultatieve, opportunistische en variabele associaties met
een grote onzekerheid over het effect van de aanwezigheid van mieren op de plant.
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Figuur 8. Schematisch overzicht van de interactie tussen mier, Homoptera, plant en andere
insecten (Delabie, 2001).

3.3. Mier en bladluis

De mutualistische interactie tussen mier en bladluis werd al een lange tijd terug vastgesteld
en werd bijna 60 jaar geleden door Way (1963) uitgebreid gedocumenteerd. De symbiose
tussen mieren en bladluizen omvat het hele spectrum van mutualisme tot predatie. Mieren
verlenen diensten aan de bladluizen in ruil voor honingdauw. Wanneer er voedsel wordt
verkregen en/of verstrekt tussen organismen, wordt gesproken over een trofobiose. De
diensten bestaan voornamelijk uit het verminderen van de predatie en parasitisme op
bladluizen en een verminderd aantal schimmelinfecties (VOlkl et al., 1999; Woodring et al.,
2004). In het geval van predatie kan de mier gezien worden als een natuurlijke vijand van de
bladluis. Er wordt vanuit gegaan dat de predatie bepaald wordt door het evenwicht tussen de
behoefte van de mier aan koolhydraten (honingdauw) en proteinen (bladluis zelf) (Sakata,
1994). De behoefte aan proteinen hangt af van de koloniegrootte, de aanwezigheid van een
koningin en de hoeveelheid larven aanwezig in het nest (Porter, 1989; Portha et al., 2002).
Daarnaast neemt de predatie van bladluizen toe naarmate de bladluizenpopulatie toeneemt
(Sakata, 1994; 1995).

Nagy, Cross en Marké (2015) beschrijven zes verschillende factoren waarvan de intensiteit
van de fragiele, onstabiele connectie tussen mier en bladluis (Yao, 2014) afhangt. (1) De
densiteit van de bladluizenpopulatie speelt een rol. Ook (2) de kwantiteit en kwaliteit van de
honingdauw die deze organismen produceren is van belang. Zo reageren mieren sterker op
honingdauw producerende kolonies naarmate het volume honingdauw groter is en de
aanwezigheid van gewenste aminozuren of suikers (Fischer & Shingleton, 2001; Woodring et
al., 2004). Wat de waarde van honingdauw voor Formicidae doet toenemen is de
aanwezigheid van het suiker melezitose en een hogere complexiteit van honingdauw. Dit
laatste slaat op de excretiesnelheid en de totale concentratie aan suikers uitgedrukt in ug totale
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suikers per bladluis per uur (Volkl et al., 1999; Woodring et al., 2004). Fischer en Shingleton
(2001) onderzochten welke factoren de samenstelling van honingdauw van drie Chaitophorus
bladluizen op twee populiersoorten (Populus) beinvloeden. Ze concluderen dat veranderingen
in de aanwezigheid van mieren mogelijks zowel een oorzaak als een gevolg van de
veranderingen in de biochemie van honingdauw kunnen zijn.

Vervolgens zijn (3) de gastheerplant, (4) de soortspecifieke verschillen tussen de betrokken
mier- en bladluissoorten, (5) de seizoensgebonden verschillen in de vraag naar honingdauw
door mieren en (6) de verschillen in afstand tussen de voedselbron en het nest van belang.

Bristow (1991) stelde zich als eerste de vraag waarom, ondanks de voordelen voor beide
partijen, niet een groter aantal bladluissoorten een mutualistische relatie hebben met mieren.
De onderzoeker toonde aan dat slechts 117 van 479 (24,4%) bladluissoorten in de omgeving
van de Rocky Mountains, Amerika bezocht werden door mieren. Er wordt vanuit gegaan dat
de predatie van mieren op bladluizen de mogelijke verklaring is voor het uitblijven van deze
mutualistische relaties (Yao, 2014). Daarom stellen verschillende studies waaronder die van
Bronstein (1994) voor dit mutualisme te benaderen als een balans tussen kosten en baten, die
afhankelijk is van tijd en ruimte. Alleen op die manier zouden de dynamica tussen mier en
Hemiptera en de mogelijke uitkomsten te begrijpen zijn (Rico-Gray & Oliveira, 2007). Zo
ondervinden bepaalde bladluizen naast de bescherming van de mieren nog enkele baten,
namelijk verhoogde fertiliteit en reproductiesnelheid. Echter hangen er een aantal kosten aan
vast die niet meteen opvallen. Door de aanwezigheid van mieren verhoogt de excretiesnelheid
van de honingdauw waardoor de bladluizen het floéemsap minder goed assimileren.
Daarnaast is er een afname in lichaamsgrootte en het aantal embryo’s (Yao, 2014). Mieren
die in ruil voor honingdauw bescherming tegen natuurlijke vijanden bieden, betalen dan weer
een kost in de vorm van tijd, energie en een verhoogd risico op sterfte (Stadler & Dixon, 2005).
Wanneer een mier deze honingdauw wilt ‘oogsten’, streelt de mier de bladluis met zijn
antennes. De bladluis reageert hierop door zijn cauda op te tillen en een druppel honingdauw
uit te werpen. Deze druppel kan weer teruggetrokken worden wanneer de mier het
excretieproduct niet aanvaardt (Sorensen, 2009).

3.4. Mier en plant

Een myrmecofyt is een plant die een directe mutualistische relatie aangaat met mieren.
Interacties tussen mieren en planten zijn gebaseerd op een reeks voorzieningen die de plant
aanbiedt. Hiervoor bezit de plant structurele aanpassingen die mieren voorzien van voedsel of
een schuilplaats. Deze gespecialiseerde structuren worden door Rosumek et al. (2009) samen
gevat. (1) Holle verdikkingen in de stam, tak, stengel of wortel voorzien mieren van schuil- of
nestplaatsen voor de kolonie. Deze verdikkingen worden domatia genoemd. (2)
Voedsellichamen zijn kleine epidermale structuren geproduceerd door de plant. Ze bevatten
verschillende nutriénten. Mieren verwijderen deze structuren om ze vervolgens te consumeren
(Rico-Gray & Oliveira, 2007). (3) Extraflorale nectarién (EFN) zijn gespecialiseerde klieren die
buiten de bloem liggen en nectar afscheiden. Ze komen voor bij meer dan 66 plantenfamilies
(Holldobler & Wilson, 1990). Mieren consumeren deze nectar. Tuinboon (Vicia faba) is een
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éénjarige plant die aan de basis van de bovenste bladeren over EFN beschikt (Engel et al.,
2001). Eigenschappen gerelateerd aan EFN zoals de samenstelling van de nectar en nectar-
en suikerproductie zijn als gevolg van selectie geévolueerd uit populaties die veel schade
ervaarden door herbivoren (Rios et al., 2008). In ruil voor deze voorzieningen kunnen mieren
bijdragen aan de verspreiding van zaden (myrmecochorie) (Handel & Beattie, 1990),
bestuiving (Gomez & Zamora, 1992), bescherming tegen herbivoren (Buckley, 1987) en het
aanleveren van nutriénten (myrmecotrofie). In het geval van myrmecochorie lokt de plant
mieren door elaiosomen te produceren. Een elaiosoom is een vetlichaam aan of bij een zaadje
dat als voedingsbron kan dienen voor mieren. Een werkster draagt op die manier zowel het
vetlichaam als het zaadje mee naar het nest, waar de elaiosoom geconsumeerd wordt en het
zaadje ongedeerd achter blijft (Handel & Beattie, 1990). Bij myrmecotrofie absorbeert de plant
nutriénten afkomstig van het afvalmateriaal van de mierenkolonie die de plant bewoont
(Beattie, 1989). Rios et al. (2008) vat samen dat de voordelen voor de plant bij dit mutualisme
afhangen van de talrijkheid van de mieren en herbivoren, de betrokken soorten en de tolerantie
van de plant ten opzichte van schade veroorzaakt door herbivoren.

Het mutualisme tussen mier en bladluis heeft verschillende ecologische effecten op de
waardplant. Deze effecten zijn meer uitgesproken in tropische en subtropische regio’s
(Rosumek et al., 2009; Zhang et al., 2012). Rosumek et al. (2009) concluderen dat mieren een
voorname rol spelen in de biotische bescherming van de plant. Op planten zonder mieren
komen 50% meer herbivoren voor, met als gevolg dat deze planten bijna tweemaal zoveel
schade ondervinden dan planten met mieren. Bij planten zonder mieren werd als gevolg een
reductie in biomassa (-23,7%), bladoppervlakte (-51,8%) en reproductie (-24,3%) vastgesteld.
Dit leidde tot een verlaagde fitness van de plant. Rios et al. (2008) en Trager et al. (2010)
concluderen hetzelfde. Zhang et al. (2012) daarentegen spreken dit deels tegen. Volgens deze
onderzoekers worden groei en reproductie van planten niet significant beinvioed door het
mutualisme. Wel zou het tempo waarmee vruchten van bomen vallen gereduceerd worden.
Volgens Rico-Gray en Oliveira (2007) is de interactie tussen mier en Hemiptera op planten zo
facultatief en variabel, dat de effecten ervan op de fithess van de plant als relatief zwak
beschouwd kunnen worden. Hetzelfde zou gelden voor de interactie tussen mier en plant
(Trager et al., 2010).

Planten die mieren aantrekken ter bescherming zouden chemisch minder beschermend zijn
tegen herbivoren in vergelijken met nauwe verwanten die deze relatie niet ontwikkelden (Rehr
et al., 1973; Rios et al., 2008). Bij een directe relatie tussen mier en plant blijkt dat planten over
bepaalde mechanismen beschikken ter bescherming van de gevolgen van de aanwezigheid
van mieren. De mate van waarmee deze bescherming van de plant tot uiting komt, is
afhankelijk van de locatie. Daarnaast kan de plant aanpassingen hebben om mieren juist te
bevoordelen. Dit bepaalt namelijk het voorkomen van herbivoren en predatoren van zaden.
Rios et al. (2008) halen hier een voorbeeld bij. Planten die ter bescherming met mieren in
mutualisme treden, hebben een beperkte bladbeharing. Er wordt verondersteld dat dit het
bewegen van mieren vergemakkelijkt. In het geval van planten zonder mieren dient deze
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beharing als mechanische bescherming tegen herbivoren. Bij een indirecte relatie, gemedieerd
door Hemiptera, zijn dergelijke mechanismen niet gedetecteerd (Zhang et al., 2012).

3.5. Bladluis en plant

Bladluizen zijn gedurende hun hele levenscyclus afhankelijk van planten aangezien ze zich
voeden met het floéemsap van de waardplant. Niettemin beschrijven Sadek et al. (2013) de
interactie tussen plant en bladluis als een dynamisch systeem dat continu onderworpen is aan
variatie en veranderingen. Zo is de productie van honingdauw onder andere afhankelijk van
de waardplant en zijn nutritionele toestand (Leroy et al., 2011). Waardplanten zijn in staat
verschillende biochemische en fysische verdedigingsmechanismen te induceren als respons
op de bladluizen die zich voeden op de plant. Bladluizen verworven doorheen de tijd dan weer
enzymatische aanpassingen en de mogelijkheid om secundaire metabolieten afkomstig van
de plant op te slaan in hun lichaam als verdediging tegen hun natuurlijke vijanden (Sadek et
al., 2013).

Bij het kiezen van een koolhydratenbron kunnen mieren de keuze hebben tussen suiker
voorzien door de plant in de vorm van (extraflorale) nectar of door Hemiptera in de vorm van
suikerrijke excretie (Holldobler & Wilson, 1990). De aanwezigheid van EFN of Hemiptera zou
een relatief gelijkaardig effect hebben op de reductie van het aantal herbivoren door mieren.
Hieruit volgt dat deze twee factoren dezelfde ecologische gevolgen hebben op de waardplant
(Zhang et al., 2012). Bladluizen concurreren vaker met deze EFN wanneer deze aanwezig zijn
dan met andere bladluissoorten voor een mutualisme met mieren (Yao, 2014). Hoewel Engel
et al. (2001) vaststellen dat er voor een kleine kolonie Aphis fabae geen significant competitief
effect is tussen de twee suikerbronnen. Ondanks het feit dat EFN aanzienlijk meer suiker
bevatten, kiest Lasius niger zich te blijven voeden met honingdauw die hoger is in kwaliteit
(melezitose) en kwantiteit. Buckley (1983) stelt vast dat de bochelcicade Sextius virescens
succesvoller is dan de EFN van Acacia decurrens in het aantrekken van mieren, met als gevolg
dat de bescherming door mieren tegen overige herbivoren verstoord wordt. Dit leidt tot een
negatief effect op de plantengroei en zaadzetting van de waardplant.

Daarnaast concluderen Engel et al. (2001) dat EFN bij Vicia faba een bepaalde graad van
bescherming bieden tegen zuigende herbivoren die niet in staat zijn mutualisme aan te gaan
met mieren. Door de aanwezigheid van EFN gaat de plant zelf in mutualisme met mieren.

3.6. Natuurlijke vijanden

Zoals reeds aangehaald bieden mieren bij mutualisme bescherming aan bladluizen. Het aantal
natuurlijke vijanden, andere Arthropoda en herbivoren wordt gereduceerd (Rosumek et al.,
2009). Een toenemende rijkdom aan soorten natuurlijke vijanden heeft een reducerend effect
op de populatie bladluizen. Hoewel negatieve interacties tussen predatorsoorten kunnen
leiden tot negatieve gevolgen voor de biodiversiteit en biologische bestrijding van bladluizen
(Alhadidi et al., 2018; Noppe et al., 2012). De juiste combinatie natuurlijke vijanden is dus van
belang. Vooral op heesters en bomen worden predatoren significant onderdrukt door mieren
die in mutualisme treden met Hemiptera (Zhang et al., 2012).
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Daarnaast reageren natuurlijke vijanden zelf op de aanwezigheid van mieren. Oliver et al.
(2008) gaan er vanuit dat tweestippelige lieveheersbeestjes (Adalia bipunctata) die het
vermogen niet hebben om in competitie te treden met mieren, in staat zijn plaatsen waar
mieren aanwezig zijn te vermijden. Op deze plekken gaan de lieveheersbeestjes niet alleen
niet opzoek naar voedsel, ze zullen er ook hun eitjes niet afleggen. Dit gebeurt op basis van
de informatie die lieveheersbeestjes halen uit de verspreide feromonen van mieren.

Hoewel mieren bescherming bieden aan bladluizen is het gedrag van mieren tegenover
natuurlijke vijanden van de bladluis ter bescherming zelden vastgelegd. Bovendien geldt het
vaak enkel voor een bepaalde mierensoort. De reactie van mieren op een natuurlijke vijand
van de bladluis zou afhankelijk zijn van de bewegingssnelheid van de vijand. Wanneer het
gaat over een snel bewegende parasiet of predator (vaak zijn dit adulten), zoals een parasitaire
wesp, zal een mier snel reageren door het ongewenst insect te verjagen of te doden. Terwijl
aan langzaam bewegende larven zoals die van zweefvliegen of gaasvliegen, vaak weinig
aandacht wordt geschonken (Novgorodova & Gavrilyuk, 2012).
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4. Biologische bestrijding van bladluizen

Mieren worden ingezet om insectenplagen op biologische wijze in de hand te werken. Deze
methode werd reeds zo’'n 1.700 jaar geleden in het zuiden van China gehanteerd. Kolonies
van de wevermier Oecophylla smaragdina werden verzameld en verkocht om ze vervolgens
te plaatsen in citrusbomen die leden onder plaaginsecten. Deze toepassing is de oudst
gekende methode om plaaginsecten biologisch te bestrijden (Huang & Yang, 1987).

Biologische bestrijding is het gebruik van een organisme om de populatiedichtheid van een
ander organisme te beheersen. Het wordt toegepast in de bestrijding van schadelijke dieren,
onkruiden en ziekten (Bale et al., 2008). Hiervoor worden parasitoiden, predatoren,
pathogenen, herbivoren en antagonisten ingeschakeld (Cock et al., 2010). Binnen biologische
bestrijding zijn verschillende strategieén voor handen. De Clercq (1999) spreekt over drie
strategieén, namelijk klassieke biologische bestrijding, conservatie en vermeerdering.

Bij klassieke biologische bestrijding wordt een natuurlijke vijand van de plaag geintroduceerd
in een gebied waar deze van nature niet aanwezig is. Het doel is dat het geintroduceerde
organisme zich in dit gebied vestigt. De populatie van de natuurlijke vijand kan het schadelijk
organisme blijvend onderdrukken. Een éénmalige uitzetting zou in principe moeten volstaan
(De Clercq, 1999).

In het geval van conservatie worden populaties van reeds aanwezige nuttige organismen
gestimuleerd en beschermd. Dit wordt verwezenlijkt door te voorzien in schuilplaatsen zoals
grasbermen of bodembedekkers, door het gebruik van pesticiden te beperken of door extra
voedselbronnen aan te bieden (De Clercq, 1999).

Bij vermeerdering wordt een grote hoeveelheid gekweekte natuurlijke vijanden uitgezet in het
gewas. Door het gewas op deze manier te overspoelen wordt een verkleining van de populatie
plaagorganismen bekomen. Hierbij wordt niet verwacht dat de natuurlijke vijand zich vestigt in
het nieuwe gebied met als gevolg dat het gewas meermaals per groeiseizoen overspoeld moet
worden door de natuurlijke vijanden (De Clercq, 1999; Cock et al., 2010).

Sluipwespen (Parasitica), galmuggen (Cecidomyiidae), lieveheersbeestjes (Coccinellidae),
gaasvliegen (Chrysopidae), zweefvliegen (Syrphidae) en oorwormen (Dermaptera) zijn
mogelijk inzetbare natuurlijke vijanden van de bladluis (Biobest, z.j.; Biogroei, z.j.). Door deze
insecten te introduceren wordt de strategie vermeerdering toegepast.

Sluipwespen prikken de bladluizen met hun legboor of ovipositor aan, om er vervolgens hun
eities in af te leggen. Een nieuwe sluipwesp ontwikkelt zich in de gastheer, waardoor de
geparasiteerde bladluis opzwelt en een leerachtig, bruin omhulsel rondom de wesp wordt. Dit
laatste wordt een mummie genoemd. Wanneer de sluipwesp volwassen is, verlaat ze haar
gastheer via een rond gaatje in de mummie. Sluipwespen zijn vrij gastheer-specifiek
(Marcipont et al., 2016).

Aphidoletes aphidimyza is een galmug in de strijd tegen bladluizen. Een volwassen galmug
van deze soort legt haar eitjes af tussen de plaagpopulatie. Wanneer de larven uitkomen,
verlammen ze hun prooi met hun giftige speeksel. Hierin werden verschillende enzymen
gedetecteerd, maar protease ontbreekt waardoor A. aphidimyza wellicht geen extra-intestinale
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vertering uitvoert. Vervolgens zuigt larve de lichaamsvloeistoffen van de bladluis op om zich
te voeden (Boulanger et al., 2019).

Roofkevers zoals lieveheersbeestjes gaan actief opzoek naar hun prooi. Zowel de larven als
de volwassen insecten eten bladluizen (Biogroei, z.j.).

De larven van gaas- en zweefvliegen eet bladluizen op. Bekende vertegenwoordigers zijn de
gaasvlieg Chrysoperla carnea en de zweefvlieg Episyrphus balteatus (Marcipont et al., 2016).
Oorwormen nuttigen verschillende insecten, maar de bladluis staat bovenaan de lijst (Biogroei,

zj.).

Functionele biodiversiteit omvat alle organismen met een nutsfunctie in agro-ecosystemen
zoals het bodemleven, bestuivers en natuurlijke vijanden (parasieten en predatoren) van
ziekten en plagen. Een mogelijke methode is habitat management waarbij bestaande
omgeving of teeltpraktijken worden aangepast om betere kansen te voorzien voor natuurlijke
vijanden. Het is een vorm van conservatie met de nadruk op de preventie van het
plaagorganisme door de immuniteit van het agro-ecosysteem aan te sterken. Door de
diversiteit binnen zo’n systeem te versterken, ontstaan er meer trofische interacties wat leidt
tot een grotere insectenstabiliteit (Haesaert, 2020; Marcipont et al., 2016).

Een eerste mogelijkheid om dit te verwezenlijken is het aanleggen van bloemenranden en/of
gemengde hagen in de omgeving van het perceel. Dit biedt de gelegenheid om pollen en
nectar aan te leveren aan nuttige insecten (zowel natuurlijke vijanden, als bestuivers). Een
volgende mogelijkheid is het aanplanten van bankerplanten. Dit kan gezien worden als
eilandjes van bijvoorbeeld gerstplanten verspreid over het productieperceel. Hierop ontwikkelt
zich een voor het gewas niet-schadelijke bladluis. Via het afscheiden van honingdauw worden
natuurlijke vijanden aangetrokken en onderhouden. Deze mogelijkheden zorgen voor
alternatieve voedselbronnen voor de nuttige roofinsecten bij schaarste van het plaaginsect. Dit
heeft een effici€éntere natuurlijke plaagonderdrukking als gevolg (Marcipont et al., 2016).

Omdat mieren als superorganismen georganiseerd zijn, bezitten veel mierensoorten bepaalde
gewenste eigenschappen waar andere nuttige organismen niet over beschikken. Eerst en
vooral zijn deze organismen alom aanwezig in de meeste ecosystemen. Daarnaast
beschikken ze over eigenschappen zoals het gebruik van feromonen en hebben de meeste
soorten een polyfaag karakter. Dit maakt hen geschikt als biologisch bestrijdingsmiddel binnen
geintegreerde plaagbestrijding (Integrated Pest Management, IPM) (Offenberg, 2015). Door
mieren volledig te elimineren wordt hun bijdrage aan IPM uitgeschakeld waardoor
verschillende plagen in omvang kunnen toenemen. Daarom is het interessanter het evenwicht
tussen mier en een plaagorganisme als bladluizen te verschuiven van het verzorgen naar de
predatie ervan. Om een insectenplaag in de tropen voldoende onder controle te krijgen met
behulp van wevermieren (Oecophyilla) dient volgens Offenberg (2015) hun dichtheid groter te
zijn dan het natuurlijke niveau. Maatregelen die hiervoor toegepast kunnen worden zijn:

- Het gebruik van insecticiden beperken;
- Mierenkolonies verplaatsen in de plantages of boompercelen;
- Zorgen voor een verbinding tussen de kolonie en gastheerboom (met een touw of paal);
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- Concurrentie tussen naburige kolonies te vermijden;
- De mieren voorzien van een extra voedingsbron;
- Artificiéle nesten aanbieden.

Deze maatregelen zijn relatief eenvoudig en goedkoop, wat vooral interessant is voor
ontwikkelingslanden, maar ook in andere gevallen kunnen deze ingrepen hun nut bewijzen.

In de literatuur zijn verschillende pogingen ondernomen om het mutualisme tussen mier en
bladluis te verbreken, om zo de biologische bestrijding van bladluizen door natuurlijke vijanden
te stimuleren. Zo werden methoden onderzocht d.m.v. het aanbrengen van een kleverige
barriére of werd nagegaan wat het effect zou zijn wanneer mieren een substituant voor
honingdauw werden aangeboden.

4.1. Kleverige barriére

In het verleden werd in verschillende onderzoeken een kleverige barriere toegepast rond de
stam van de gastheerboom. Dit is een methode om mieren de toegang naar de boomkruin te
ontzeggen. Zo bekwamen Nagy et al. (2013) dat de afwezigheid van Lasius niger bij Dysaphis
plantaginea resulteerde in een verhoogde predatordruk door o.a. een verhoogde abundantie
aan natuurlijke vijanden van de bladluis en/of een verhoogde predatorefficiéntie.
Verschillende onderzoekers hebben bedenkingen bij deze methode. Stewart-Jones et al.
(2008) besloten dat deze methode slechts kostenefficiént is als elke boom op een perceel er
mee uitgerust werd. Zo’n hoge besmettingsgraad komt slechts zelden voor. Daarnaast stelden
deze onderzoekers een biologisch nadeel vast. Lieveheersbeestjes (Coccinellidae) die net uit
de hibernatie ontwaken zijn waarschijnlijk nog niet in staat om te vliegen. Velen kwamen vast
te zitten op deze barriéres op hun weg naar boven. Dit probleem kan veralgemeend worden
naar andere kruipende natuurlijke vijanden wat het doel van de bestrijding opheft of zelfs
tegenwerkt. Ook Pinol et al. (2009) stelden bij dezelfde methode vast dat er amper nog
oorwormen (Dermaptera) aanwezig waren op de stam. Nagy et al. (2013) concluderen daarom
dat deze methode ongeschikt is voor het weren van mieren op appelbomen om zo
bladluizenpopulaties en schade van de vruchten te verminderen.

4.2. Substituant voor honingdauw

Door mieren een alternatieve optie aan te bieden die nutritioneel interessanter is dan
honingdauw, kan dit als een biologisch controlemiddel dienen om bladluizenpopulaties in de
hand te werken (Madsen & Offenberg, 2020). Dankzij de competitie tussen de honingdauw en
een alternatieve suikerbron wordt de interesse van de mieren in de honingdauw gereduceerd.
Als gevolg hiervan verlaagt de snelheid waarmee de honingdauw door de bladluizenkolonie
geproduceerd wordt. Daarnaast beinvloedt de aanwezigheid van mieren de kwaliteit van de
honingdauw. De productie van melezitose vergt namelijk een hoge metabolische kost van de
bladluizen. Wanneer geen mieren aanwezig zijn, produceren bladluizen minder suikerrijke
honingdauw om zo de kost te drukken (Fischer & Shingleton, 2001). Dit reduceert kleverige
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oppervlakten en schimmelgroei waardoor de opbrengstderving en de cosmetische waarde
minder (snel) afnemen.

4.2.1. Veldproeven

Naast het uitsluiten van L. niger onderzochten Nagy et al. (2013) het effect van een
honingoplossing als substituant voor honingdauw. De onderzoekers besluiten dat het voorzien
van een alternatieve suikerbron voor mieren een succesvolle methode is om het mutualisme
tussen mier en bladluis te verstoren. Het onderzoek biedt geen argumentatie dat mieren een
verhoogde predatie van bladluizen vertonen in de aanwezigheid van een alternatieve
suikerbron. Wel wijzen ze erop dat het gebruik van een honingoplossing minder effectief is dan
het aanbrengen van een kleverige barriére. In een daaropvolgend onderzoek stellen Nagy et
al. (2015) vast dat een sucrose-oplossing even effectief blijkt als het verhinderen van de mieren
d.m.v een fysieke barriére. In diezelfde studie concluderen ze dat de aanwezigheid van
natuurlijke vijanden een belangrijke rol speelt in het reduceren van de bladluizenpopulatie
zodat deze niet boven de economische schadedrempel uitkomt. Deze methode kan volgens
Nagy et al. (2013; 2015) ingezet worden als een indirect, biologisch controlemiddel om
bladluizenpopulaties en de schade die ze aanbrengen in appelboomgaarden te reduceren. Ze
veronderstellen dat dit het gebruik van insecticiden om bladluizen te bestrijden kan
verminderen.

Wackers et al. (2017) voerden een gelijkaardig onderzoek naar het effect van een externe
suikerbron in de kruin en aan de stambasis van citrusbomen (Citrus reticulata Blanco) op het
gedrag van Lasius grandis ten opzichte van Aphis spiraecola. Ze gingen na of het mogelijk is
het evenwicht tussen mier en bladluis te verschuiven van mutualisme naar predatie. Wackers
et al. (2017) concluderen dat de verstoring van de verzorging van de bladluizen door L. grandis
succesvol was. Het vertaalde zich in een snelle afname van de A. spiraecola kolonie. De
behandeling waar de suikerbron in de kruin werd geplaats resulteerde in een meer
uitgesproken positief resultaat, waardoor deze behandeling naar de toekomst toe geprefereerd
wordt. Net zoals Nagy et al. (2013; 2015) concluderen Wackers et al. (2017) dat het gebruik
van een alternatieve suikerbron veel potentieel heeft om mieren te beheren om zo Hemiptera
op een biologische wijze te beheersen.

Niet alleen met bladluizen werden dit soort experimenten uitgevoerd, ook voor andere
Hemiptera werd nagegaan of de biologische bestrijding met een alternatieve suikerbron
mogelijk is. Zo zijn Planococcus ficus en Pseudococcus comstocki twee wolluissoorten die
ernstige economische verliezen in wijngaarden veroorzaken. De wolluis Planoccocus citri
veroorzaakt dezelfde gevolgen op citrusbomen. Predatoren van deze wolluizen worden
dikwijls aangevallen door mieren. Deze mieren zijn, net zoals in het geval van bladluizen, uit
op de honingdauw van de Hemiptera. Pérez-Rodriguez et al. (2021) ondervonden dat het
uitzetten van de alternatieve suikerbron Biogluc® een verminderde mieractiviteit boven de
dispensers en een verminderd mierbezoek aan de wolluizen met zich mee bracht. Dit
resulteerde in een toename van parasitisme bij de wolluizen. Parrilli et al. (2021) combineerden
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het uithangen van suikerdispensers met het uitzetten van natuurlijke vijanden van de
wolluizen. De resultaten wezen op een verminderde mieractiviteit rond de wolluizen en een
verminderde aantasting van de druiventrossen. Pérez-Rodriguez et al. (2021) en Parrilli et al.
(2021) spreken over het grote potentieel dat deze techniek heeft in het biologisch bestrijden
van wolluizen. Nelson en Daane (2007) toonden aan dat er geen optimale dichtheid van
alternatieve suikerbronnen is die de populatie mieren maximaal onder controle houdt. Wel
suggereren ze dat het inzetten van meer suikerbronnen tot een hogere onderdrukking van
wolluizen leidt. Daarnaast hangt de optimale aangeboden hoeveelheid hiervan af van de
grootte van de mierenkolonies.

4.2.2. Laboproeven

Offenberg (2001) demonstreerde aan de hand van laboratoriumexperimenten dat het gedrag
van L. niger werksters ten opzichte van de symbiotische Aphis fabae van mutualisme naar
predatie verschuift naargelang de beschikbare alternatieve voedselbronnen. Offenberg (2001)
experimenteerde met een honingoplossing als alternatief voor honingdauw. Dit resulteerde in
een significante afname van de populatie bladluizen. Een suikeraanbod zou tot een meer dan
achtvoudige toename in predatie van bladluizen door mieren leiden. De behandeling met
honingoplossing vertoonde een achtvoudige afname in het aantal verzorgende mieren.

Ook Schumacher en Platner (2009) voerden laboratoriumexperimenten uit met L. niger, Aphis
fabae en een oplossing van rietsuiker als alternatieve suikerbron. Deze onderzoekers stelden
vast dat mieren bladluizen verwaarlozen in de aanwezigheid van deze suikerbron. Er werd
echter geen effect op de totale biomassa van de bladluizen vastgesteld. De oorzaak hiervan
was de afwezigheid van natuurlijke vijanden tijdens het experiment waardoor de populatie
bladluizen in omvang niet kon afnemen. Het voordeel voor de bladluizen bleef in het
experiment beperkt tot de vermindering van schimmelaantasting door het verwijderen van de
honingdauw door mieren. De biomassa van de mieren daarentegen nam wel significant toe
dankzij de alternatieve suikerbron. Wellicht komt dit door de hogere suikerconcentratie en kost
het minder tijd en energie voor de mieren om dit te verzamelen. Wel stelden Schumacher en
Platner (2009) vast dat het verzamelen van honingdauw door mieren nooit volledig ophield.

De wolluis Dysmicoccus brevipes is een belangrijke plaag in verschillende landbouwgewassen
in de (sub)tropen. Deze wolluis kan een mutualistische relatie aangaan met verschillende
mierensoorten zoals de glimmende dikkop (Pheidole megacephala) en de vuurmier
(Solenopsis geminata). Als gevolg van de aanwezigheid van een alternatieve suikerbron
neemt het mierbezoek aan de wolluis af. Een verhoogde predatie of agressief gedrag wordt
echter niet waargenomen (Carabali-banguero et al., 2013; Win et al., 2018). Daarnaast blijven
mieren steeds in bepaalde mate gebruik maken van de honingdauw van de wolluis (Carabali-
banguero et al., 2013). Mogelijke verklaringen hiervoor zijn dat deze wolluis geen geschikte
bron aan proteinen is voor de betrokken mierensoorten of dat de honingdauw belangrijk blijft
voor de groei en de overleving van de mierenkolonie (Win et al., 2018). Het feit dat mieren
trouw zijn aan hun route, met als gevolg dat het een bepaalde tijd duurt vooraleer een kolonie
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volledig is overgeschakeld op de alternatieve suikerbron, kan een antwoord bieden op de
laatste waarneming (Stockan & Robinson, 2016). Desondanks, omdat D. brevipes minder
gefrequenteerd wordt door de mieren wanneer een alternatieve suikerbron aanwezig is, leidt
dit tot een verminderde bescherming en een verhoogde blootstelling aan hun natuurlijke
vijanden. Hierdoor kan predatie toenemen.

4.2.3. Invloedfactoren

Win et al. (2018) voerden gelijkaardig onderzoek aan dat van Offenberg (2001). De
verandering in het gedrag van de glimmende dikkop (Pheidole megacephala) ten opzichte van
de mutualistische wolluis D. brevipes werd geobserveerd wanneer een alternatieve suikerbron
werd aangeboden. Win et al. (2018) stelden verschillen in resultaten tussen de twee
onderzoeken vast. Deze verschillen zijn volgens hen te wijten aan soortspecifieke factoren en
milieufactoren. Na onderzoek met Formica rufa suggereren Madsen en Offenberg (2020) dat
de substituant voor honingdauw afgestemd moet zijn op de betrokken soorten en het seizoen.
De voorkeur van mieren voor een bepaalde suikeroplossing lijkt immers soortspecifiek te zijn
en vertoont een seizoensgebonden patroon. Het nuttigen van de alternatieve suikerbron was
het hoogst tijdens de maand juli, wanneer de eisen van een kolonie mieren het hoogst was,
en tijdens oktober, wanneer andere voedingsbronnen schaars werden. Wanneer F. rufa een
ideale suikerbron vindt, duurt het even vooraleer ze volledig overschakelen van de
honingdauw naar deze betere optie. De mieren zijn trouw aan hun route en dus sterk
plaatsgebonden (Stockan & Robinson, 2016). Volgens Madsen en Offenberg (2020) is het
daarom van belang om de alternatieve suikerbron vroeg op het seizoen ter beschikking te
stellen aan de mieren. Op dat moment zijn de bladluizenpopulaties nog niet aanwezig of nog
niet groot in aantal individuen.

Factoren die het foerageren door werksters van vele mierensoorten beinvioeden, kunnen
opgedeeld worden in intrinsieke en extrinsieke factoren. Enkele voorbeelden van intrinsieke
factoren zijn de maturiteit van een kolonie, de leeftijld van de werksters en de genetische
achtergrond van de mierensoort (Van Oudenhove et al., 2011). De maturiteit van een kolonie
slaat op de aanwezigheid van broed in het nest. Kolonies met broed verzamelen meer voedsel
en doen grotere inspanningen om de inname van proteinen van de kolonie op peil te houden
dan kolonies zonder broed (Dussutour & Simpson, 2009). Van Oudenhove et al. (2011) vatten
de extrinsieke factoren samen als biotische interacties zoals predatie, competitie en
voedselbeschikbaarheid, en abiotische condities zoals het effect van een microklimaat
(bodemtemperatuur, opperviakte temperatuur en relatieve vochtigheidsgraad aan de
oppervlakte) (Azcarate et al., 2007).

ledere mierensoort is actief binnen een bepaald temperatuur- en relatieve vochtigheidsbereik
dat voorgesteld kan worden als een tweedimensionale ruimte. Over het algemeen geldt: hoe
hoger de relatieve vochtigheid, hoe groter de temperatuurtolerantie. Woestijnmieren die
overdag actief zijn, verlaten enkel 's morgens en in de late namiddag het nest wanneer de
temperatuur gewenst is. In gematigde habitatten zoals noordelijke naaldbossen daarentegen
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verlaten de mieren het nest volgens een tegenovergesteld patroon. Ze foerageren namelijk in
het midden van de dag (Hélldobler & Wilson, 1990). Zo is het temperatuurbereik waarbinnen
een Crematogaster scutellaris werkster foerageert 11 tot 40°C (Holldobler & Wilson, 1990). L.
niger wordt in laboratoria verzorgd bij een kamertemperatuur van 19 tot 25°C (Devigne &
Detrain, 2002; Mailleux et al., 2009). Maar de beste resultaten worden verkregen bij een
temperatuur van 22°C en een relatieve vochtigheidsgraad van 60% (Parker & Parker, 2006).
In een mediterraan ecosysteem blijkt temperatuur de belangrijkste klimaatvariabele die het
foerageren van de werksters beinvloedt te zijn (Azcarate et al., 2007). Extreme temperaturen
zouden namelijk een invloed hebben op de musculaire controle en de overleving van
individuele mieren. Verder neemt de snelheid waarmee een feromonenspoor vervaagt af
naarmate de temperatuur toeneemt (Van Oudenhove et al., 2011).

Uit een onderzoek van Blanchard et al. (2021) blijkt dat de temperatuur de mutualistische
relatie tussen mier en bladluis beinvloedt. Aphis fabae is bij hogere temperaturen beweeglijker,
maar de hoeveelheid honingdauw die zij uitscheidt is daarentegen niet afhankelijk van de
temperatuur. Bij L. niger zorgt een temperatuurstijging van 3°C (van 20 naar 23°C) ervoor dat
de loopsnelheid van de foeragerende werksters, het aantal gemobiliseerde mieren en de totale
hoeveelheid honingdauw dat geoogst wordt toenemen. Binnen dit temperatuursbereik zorgt
een stijging in temperatuur voor een positief effect in de mutualistische relatie tussen mier en
bladluis. Wanneer de temperatuur echter 26°C bereikt, worden kleinere hoeveelheden
honingdauw verzameld en zorgt een stijging van temperatuur nu voor een negatief effect.

Naast temperatuur zijn er fysische verstoringen zoals neerslag en wind die het mutualisme
tussen mier en bladluis (tijdelijk) onderbreken. Door het inslaan van waterdruppels en het
vormen van kleine plasjes en stroompjes worden de mieren tegengehouden het nest te
verlaten om te foerageren (Holldobler & Wilson, 1990; Rainer & Leal, 2001). Daarnaast wordt
de lading dat een mier meedraagt richting het nest verzwaard, wat hen minder
manoeuvreerbaar maakt (Farji-Brener et al., 2018). Ook de mate, snelheid, intensiteit en timing
waarmee bladluizen zich bewegen wordt beinvioed door wind en regen (Finlay & Luck, 2011).

Verder kan onderlinge concurrentie tussen twee of meer mierensoorten een rol spelen bij het
nuttigen van de alternatieve suikerbron door de mieren. Wanneer in het algemeen een sterkere
concurrent opdaagt bij een voedselbron, trekt de andere mierensoort zich terug of wordt ze
gedwongen de voedselbron te verlaten (Czechowski, 1985; Hoélldobler & Wilson, 1990). L.
niger die nochtans wordt omschreven als een territoriale mierensoort met een doeltreffend
mechanisme om andere mierensoorten weg te concurreren, faalt hierin wanneer een
suikerlokmiddel aangeboden wordt. De aantrekking van deze overvioedige, toegankelijke
suikerbron is groot op andere mierensoort waardoor die in grote getallen aanwezig zijn rond
de suikerbron. Het mechanisme van L. niger kan in zo'n omstandigheden de concurrentiedruk
niet aan (Czechowski, 1985). Parrilli et al. (2021) stellen dat het uithangen van een alternatieve
suikerbron doeltreffender is wanneer de betrokken mierensoorten relatief weinig agressief
gedrag vertonen.
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Veldproef
1. Doelstelling

Deze veldproef had als doel het effect van een alternatieve suikerbron op het mutualisme
tussen mieren en bladluizen te monitoren. Bovendien werd nagegaan of de suikertoevoeging
een impact had op de biologische beheersing van bladluizen.

2. Materiaal en methoden

Om deze doelstelling te bereiken, werd de aanwezigheid van bladluizen, mieren (activiteit en
bezoek) en natuurlijke vijanden gemonitord op drie verschillende soorten laanbomen (Tabel
1). Deze bomen bevonden zich op drie verschillende percelen van het bedrijf Greentraders
bvba te Zele, Belgié (Figuur 9).

Op vooraf vastgelegde tijdstippen gedurende de maand augustus (2020) werden telkens
minstens 28 bomen per soort gemonitord. Bomen werden geselecteerd op basis van de
aanwezigheid van mieren en bladluizenkolonies. Dit geldt niet voor de eiken wegens een
beperkt aantal bomen ter beschikking. De volgende monitoringstijdstippen werden vastgelegd:

— net voor het toepassen van de alternatieve suikerbron.
— twee, vier en acht dagen na het uithangen van de alternatieve suikerbron.

De observaties vonden telkens plaats tussen 9 uur en 17 uur.

Tabel 1. Informatie over de bomen waarop gemonitord werd.

Lindes Eiken Esdoorns

Cultivar Tilia cordata Quercus palustris ‘Green  Acer pseudoplatanus
‘Greenspire’ Dwarf’ ‘Bruchem’

Leeftijd 5 jaar 9210 jaar 5 jaar

Monitoring 4,6,8en 12 augustus 11, 13, 15 en 19 augustus 16, 18, 20 en 24 augustus

Coordinaten 51.054592, 4.050027

51.054968, 4.046513

51.052851, 4.050891
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Figuur 9. Kaart met verschillende locaties van de boomsoorten te Zele (1: Tilia cordata, 2: Quercus palustris en 3:
Acer pseudoplatanus) (ArcGIS Online, z.j.).

Per boomsoort werden twee behandelingen toegepast van telkens minimum 14 bomen. Een
controlebehandeling zonder suikertoevoeging en een behandeling met suikertoevoeging. De
suikertoevoeging bestaat uit een dispenser met daarin Biogluc®, een suikeroplossing 1:1
verdund met water klaar voor gebruik (35,7% (m/m) suikeroplossing: 37,5% fructose, 34,5%
glucose, 25% sucrose, 2% maltose en 1% oligosachariden) beschikbaar gesteld door Biobest
bvba te Westerlo, Belgié. De suikertoevoeging werd steeds aan de laagste vertakking van de
boom aangebracht. Voor T. cordata was dit op een gemiddelde hoogte van 77,6 + 19.2
(gemiddelde £ standaardfout) cm. Voor Q. palustris en A. pseudoplatanus was dit gemiddeld
resp. 192,4 + 52,9 cm en 99,8 £ 38,0 cm.

Om het effect op de bladluisaanwezigheid na te gaan, werden per boom vier
bladluizenkolonies gemarkeerd en geobserveerd. Indien voldoende bladluizen aanwezig
waren, werden aanvullend op deze vier gemarkeerde kolonies zes tot tien overige kolonies ad
random gekozen. Zo werd per observatiemoment per boom op minstens tien kolonies
gemonitord. Een kolonie bladluizen wordt gedefinieerd als de aanwezige bladluizen op of langs
de onderkant van een blad.

Om de mieractiviteit op een boom te monitoren werd gedurende één minuut het aantal mieren
geteld dat een denkbeeldige horizontale lijn op de stam (+ 50 cm van de bodem) kruist bij het
naar boven of beneden lopen van de stam. Het mierbezoek is het percentage
bladluizenkolonies waar minstens één mier in aanwezig was gedurende 30 seconden. Om de
aanwezigheid van natuurlijke vijanden te onderzoeken werd gedurende 30 seconden geteld
hoeveel natuurlijke vijanden, op en rond het blad waar een bladluizenkolonie zich bevond,
voorkwamen. Gemonitorde eitjes van natuurlijke vijanden en geparasiteerde bladluizen vallen
ook onder de parameter aanwezigheid van natuurlijke vijanden. Figuur 10 geeft de
suikertoevoeging per boomsoort weer.

Tenslotte werden op het einde van elke veldproef 30 mieren en bladluizen per behandeling
verzameld in ethanol 70%. Deze werden later gedetermineerd in het labo. Voor de
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determinatie van de bladluizen werd beroep gedaan op Aphids on the World's Trees: An
Identification and Information Guide van R.L. Blackman en V.F. Eastop (1994). De mieren

werden gedetermineerd aan de hand de determinatiesleutel Mieren van de Benelux van P.
Boer (2015).

Figuur 10. De behandeling met een alternatieve suikerbron voor Tilia cordata (links boven), Acer pseudoplatanus (links
onder) en Quercus palustris (rechts) op een gemiddelde hoogte van resp. 77,6 £ 19,2 cm, 99,8 £ 38,0 cm en 192,4 +

52,9 cm. De proef op Acer pseudoplatanus vond als laatste plaats, waardoor niet genoeg Biogluc® beschikbaar was
om de zak volledig te vullen.
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3. Dataverwerking

Alle statistische analyses werden in SAS (Statistical Analysis System) versie 9.4 uitgevoerd.
Om het effect van behandeling op mieractiviteit, mierbezoek, grootte van de bladluizenkolonie
en aanwezigheid van natuurlijke vijanden te bepalen, werden veralgemeende lineaire
gemengde modellen getest met de GLIMMIX-procedure. De analyses werden uitgevoerd per
boomsoort. Telkens werd gekeken naar de verschillen tussen de behandelingen voor de
suikertoevoeging en naar de verschillen tussen de behandelingen na de suikertoevoeging.

De GLIMMIX-procedure in SAS past statistische modellen toe op gegevens met correlaties of
niet-constante variabiliteit waarbij de respons niet noodzakelijk normaal verdeeld is. De tabel
type Il tests of fixed effects geeft de resultaten weer van de hypothese-testen voor de
significantie van elk van de vaste effecten die in het model gespecifieerd zijn (SAS Institute
Inc, 2013).

Om het effect van suikertoevoeging op de mieractiviteit te achterhalen werd een model getest
waarbij het aantal mieren dat een horizontale lijn op de stam kruist gedurende één minuut als
respons variabele en behandeling als onafhankelijke variabele of vast effect werden
vastgelegd. Tijd en herhaling werden als afhankelijke variabelen of random effecten aan het
model toegevoegd.

De mieractiviteit volgt de poissonverdeling. Deze verdeling is een discrete kansverdeling die
het voorkomen van een bepaald voorval telt gedurende een gegeven oppervlakte, afstand,
tijdsinterval enzovoort.

Indien de data door een te hoog aantal 0-waarden niet getest kon worden met veralgemeende
lineaire gemengde modellen werd een log(N+1)-transformatie op de data uitgevoerd en met
een algemeen lineair model getest (GLIMMIX-procedure, SAS).

De impact van suikertoevoeging op mierbezoek werd getest met een veralgemeend lineair
gemengd model met de aanwezigheid van één of meerdere mieren in de bladluizenkolonie als
respons variabele, behandeling als onafhankelijke variabele en tijd en herhaling als
afhankelijke variabelen.

Het mierbezoek wordt uitgedrukt in het percentage bladluizenkolonies met mieren per boom.
Als gevolg is de data binomiaal verdeeld. De som van k onafhankelijke en identieke verdeelde
(0, 1) variabelen heeft een binominale verdeling (Altham, 1978). Indien één of meerdere
mieren aanwezig zijn in de kolonie wordt het cijfer één weerhouden als resultaat. Indien dit
niet het geval is, is het resultaat een nul.

Om de impact van suikertoevoeging op de grootte van de bladluizenkolonie te achterhalen
werd een model getest waarbij het aantal bladluizen per kolonie als responsvariabele,
behandeling als onafhankelijke variabele en tijd en kolonie genest binnen de herhaling als
afhankelijke variabelen aan het model werden toegevoegd. Deze data volgen de
poissonverdeling.
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Het effect van suikertoevoeging op de aanwezigheid van natuurlijke vijanden werd getest met
een veralgemeend lineair gemengd model waarbij het totaal aantal natuurlijke vijanden per
kolonie per boom als respons variabele en behandeling als onafhankelijke variabele aan het
model werden toegevoegd. Daarnaast werden tijd en kolonie genest binnen de herhaling als
afhankelijke variabelen eraan toegevoegd. Ook deze data volgen een poissonverdeling.

De trend van het aantal natuurlijke vijanden per boom is identiek aan de trend van het aantal
natuurlijke vijanden per kolonie per boom. Echter liggen de gemiddelden hoger, wat in deze
context tastbaarder is. Daarom worden deze grafieken uitgedrukt in het aantal natuurlijke
vijanden per boom in plaats van per kolonie, wat oorspronkelijk gemonitord werd.

Indien er reeds voor het toepassen van de alternatieve suikerbron (dus op dag 0) significante
verschillen optraden, werd dit beginaantal of -waarde als onafhankelijke variabele opgenomen
in het model.

Indien een significant effect (p < 0,05) van behandeling werd gevonden, werden post-hoc
Tukey testen uitgevoerd om onderlinge verschillen tussen behandeling en controle in kaart te
brengen.

Alle grafieken werden gegenereerd met Microsoft Excel versie 2104.
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4. Resultaten

41. Tilia cordata

Voordat de alternatieve suikerbron werd opgehangen, werd geen verschil in mieractiviteit
vastgesteld tussen de 30 te monitoren lindebomen (p = 0,8670). Het toepassen van de
suikerbron had een significant effect op de mieractiviteit (p < 0,0004) (Figuur 11). De
mieractiviteit op bomen met suikerbron was hoger (0,52 mieren + 0,08) dan op bomen zonder
suikertoevoeging (0,09 mieren + 0,08).
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Figuur 11. Invioed van de suikertoevoeging op de mieractiviteit (0,52 mieren + 0,08)
op Tilia cordata.

Voor het uithangen van de suikerbron werden significante verschillen in mierbezoek en het
aantal bladluizen per kolonie vastgesteld tussen de bomen van de controlegroep en deze waar
de suikerbron komt (p is resp. 0,0046 en < 0,0001). Toevoegen van suiker had geen significant
effect op het mierbezoek (p = 0,1564) (Figuur 12).
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Figuur 12. Geen invioed van de suikertoevoeging op het percentage kolonies met
mieren in aanwezig per boom (p = 0,1564) op Tilia cordata.
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De suikertoevoeging heeft een significant effect op de grootte van de bladluizenkolonies (p <
0,0001) (Figuur 13). De gemiddelde bladluizenkolonie was bij bomen met suiker (2,89
bladluizen * 0,94) kleiner dan bij controlebomen (3,12 bladluizen + 1,01).
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Figuur 13. Inviloed van de suikertoevoeging op de gemiddelde bladluizenkoloniegrootte
van (2,89 bladluizen + 0,94) op Tilia cordata.

Het aantal natuurlijke vijanden per boom voor de suikertoevoeging was identiek tussen de
behandelingen (p = 1,0000). Toevoegen van suiker had een significant effect op dit aantal (p
= 0,0044) (Figuur 14). Het aantal natuurlijke vijanden per boom met suikerbron was lager (3,32
natuurlijke vijanden + 0,63) dan bij controle bomen (4,46 natuurlijke vijanden + 0,82) .
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Figuur 14. Invioed van de suikertoevoeging op het gemiddelde aantal natuurlijke
vijanden per boom (3,32 natuurlijke vijanden * 0,63) op Tilia cordata.

4.2. Quercus palustris

Voordat de alternatieve suikerbron werd aangebracht, werden significante verschillen in
mieractiviteit vastgesteld tussen de 28 te monitoren eikenbomen (p = 0,0168). Zowel de
beginactiviteit en het toevoegen van suiker als de interactie tussen deze twee factoren hebben
een significant effect op de mieractiviteit (p < 0.0001) (Figuur 15). De mieractiviteit op bomen
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met suikertoevoeging was gemiddeld 4,22 mieren + 0,69. Op bomen zonder suikertoevoeging
werden gemiddeld 3,23 mieren + 0,57 geteld.
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Figuur 15. Invioed van de suikertoevoeging op de mieractiviteit (4,22 mieren + 0,69)

op Quercus palustris.
Voor het ophangen van de suikertoevoeging werden significante verschillen in mierbezoek
vastgesteld tussen de bomen van de controlegroep en deze waar de suikerbron in komt (p <
0,0001). De behandeling met suiker bracht een significant effect op het mierbezoek teweeg (p
< 0,0001) (Figuur 16). Het mierbezoek op bomen met suikertoevoeging was lager (35,4% *
5,21) dan op bomen zonder suikertoevoeging (46,3% * 5,57).
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Figuur 16. Invioed van de suikertoevoeging op het percentage kolonies met mieren in
aanwezig per boom (35,4% + 5,21) op Quercus palustris.

Er werden geen significante verschillen in de grootte van de bladluizenkolonies vastgesteld
tussen behandelingen voor het uithangen van de suikerbron (p = 0,3675). De behandeling met
suiker had effect op het aantal bladluizen (p < 0,0001) (Figuur 17). De grootte van een
bladluizenkolonie op bomen met suikerbron was gemiddeld 1,67 bladluizen + 0,21. Op bomen
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zonder suikertoevoeging werden gemiddeld 1,14 bladluizen + 0,15 bladluizen per kolonie
geteld.
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Figuur 17. Invloed van de suikertoevoeging op de gemiddelde bladluizenkoloniegrootte
van (1,67 bladluizen * 0,21) op Quercus palustris.

Er werden te weinig natuurlijke vijanden waargenomen om statistische analyses op uit te
voeren. Ook wanneer de data getransformeerd werd naar aantal natuurlijke vijanden per boom
konden de analyses niet uitgevoerd worden.

4.3. Acer pseudoplatanus

Voor het uithangen van de suikertoevoeging werden bij A. pseudoplatanus geen verschillen in
mieractiviteit waargenomen tussen de 30 te monitoren esdoorns (p = 0,4068). Het toevoegen
van een alternatieve suikerbron veroorzaakte een significante verhoging van de mieractiviteit
(p <0,0001; 2,45 mieren £ 0,58 t.0.v. 1,25 mieren + 0,31) (Figuur 18).
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Figuur 18. Invioed van de suikertoevoeging op de mieractiviteit (2,45 mieren + 0,58)
op Acer pseudoplatanus.

44



Voor het uithangen van de suikerbron werden geen significante verschillen in mierbezoek en
het aantal bladluizen per kolonie vastgesteld tussen de bomen van de controlegroep en deze
waar de suikertoevoeging in komt (p is resp. 0,1286 en 0,1893). Het toepassen van suiker had
een marginaal significant effect op het mierbezoek (p = 0,0517) (Figuur 19). Het mierbezoek
was lager bij bomen met suikerbron (13,5% % 4,39) dan bij controle bomen (18,2% * 5,53).
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Figuur 19. Invioed van de suikertoevoeging op het percentage kolonies met mieren in

aanwezig per boom (13,5% + 4,39) op Acer pseudoplatanus.
De behandeling met suiker had effect op het aantal bladluizen (p = 0,0141) (Figuur 20). Op
bomen met de alternatieve suikerbron werden gemiddeld 1,54 bladluizen + 0,12 per kolonie
geteld. Op bomen zonder suikertoevoeging was dat gemiddeld 1,35 bladluizen + 0,10 per
kolonie.
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Figuur 20. Invloed van de suikertoevoeging op de gemiddelde bladluizenkoloniegrootte
van (1,54 bladluizen + 0,12) op Acer pseudoplatanus.
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Voordat de alternatieve suikerbron werd aangebracht, werden geen significante verschillen in
het aantal natuurlijke vijanden waargenomen tussen de bomen van de controlegroep en deze
waar de suikertoevoeging in wordt uitgehangen (p = 0,1877). Het toepassen van suiker had
een significant effect op het aantal natuurlijke vijanden (p = 0,0064) (Figuur 21). Het aantal
natuurlijke vijanden per boom met suikerbron was hoger (3,56 natuurlijke vijanden + 0,55) dan
bij controle bomen (2,60 natuurlijke vijanden + 0,42).
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Figuur 21. Invioed van de suikertoevoeging op het gemiddelde aantal natuurlijke
vijanden per boom (3,56 natuurlijke vijanden + 0,55) op Acer pseudoplatanus.

4.4. Samenvatting
Tabel 2 geeft een overzicht van de resultaten van de veldproef per boomsoort.

Tabel 2. Overzicht van het effect van een alternatieve suikerbron op de mieractiviteit, het mierbezoek, de grootte
van de bladluizenkolonies en het aantal natuurlijke vijanden tijdens de veldproef (+: positieve invloed, - : negatieve
invioed, 0: neutrale invioed).

T. cordata Q. palustris A Verwachting
pseudoplatanus
Mieractiviteit + = + +
Mierbezoek 0 - - -
Bladluizenkolonie - + + -
Natuurlijke - / + +
vijanden
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4.5. Determinatie

Uit de determinatie van de mieren volgt dat Lasius niger zowel bij de behandeling als bij de
controlegroep over de drie boomsoorten heen voorkwam. Op een tweetal Q. palustris bomen
met suikerbron was naast L. niger ook de mierensoort Myrmica rubra aanwezig.

Per boomsoort werd een andere bladluissoort gedetermineerd. Bij T. cordata werd uitsluitend
de lindenbladluis (Eucallipterus tiliae) waargenomen. Bij A. pseudoplatanus was dat uitsluitend
de grote esdoornluis (Drepanosiphum platanoidis). Bij beide boomsoorten waren de bladluizen
zowel gevleugeld als ongevleugeld. In het geval van Q. palustris ging het niet om bladluizen,
maar wel om takluizen van het genus Lachnus. Deze laatste tot op soort determineren is
delicaat. De taxonomie van bepaalde soorten is namelijk onzeker (Blackman & Eastop, 1994).
Er werden enkel ongevleugelde takluizen gemonitord.

Opmerkelijk is dat op één van de vijftien met suiker behandelde A. pseudoplatanus op de
dagen waar de mieractiviteit het hoogst was (dag 2 en 4) naast L. niger ook een andere
mierensoort waargenomen werd. Deze mier was roodkleurig en slank. Op de laatste dag (dag
8) wanneer de mieren in ethanol verzameld werden, was deze mierensoort niet aanwezig
waardoor deze ook niet gedetermineerd werd.

Tabel 3 geeft een overzicht van de verschillende mier- en bladluissoorten per boomsoort.

Tabel 3. Overzicht mier- en bladluissoorten per boomsoort.

Mierensoort(en) Bladluizensoort
T. cordata L. niger E. tiliae
Q. palustris L. niger, M. rubra Lachnus sp.
A. pseudoplatanus L. niger D. platanoidis

Op en rond T. cordata werden zowel voor de controlegroep als voor de behandeling met de
alternatieve suikerbron voornamelijk eitjies van gaasvliegen, geparasiteerde bladluizen en
lieveheersbeestjes gemonitord. Er werden zowel eitjes, als larven en adulten van het
lieveheersbeestje waargenomen.

Bij Q. palustris werden op enkele uitzonderingen na geen natuurlijke vijanden gemonitord.

In het geval van A. pseudoplatanus werden zowel voor de controlegroep als voor de
behandeling voornamelijk eitjes van de gaasvliegen en geparasiteerde bladluizen gemonitord.
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5. Discussie

Het toepassen van een suikervoorzienig bij Tilia cordata leidde tot een significant effect op de
mieractiviteit. De mieractiviteit op bomen met een alternatieve suikerbron lag hoger dan bij
controle bomen. Dit strookt zowel volgens de verwachting dat mieren actiever gebruik maken
van de stam om de suikertoevoeging te bereiken, als volgens de bevindingen van Wackers et
al. (2017) waar de mieractiviteit op bomen met de alternatieve suikerbron in de kruin toenam.
In het geval van T. cordata had de alternatieve suikerbron geen significant effect op het
mierbezoek. Dit is te verwachten aangezien mieren geen mutualistische relatie aangaan met
E. tiliae. Volgens Volkl et al. (1999) zijn de oorzaken voor het uitblijven van deze relatie de
lage honingdauwproductie en het feit dat deze bladluissoort zich voedt in relatief kleine,
afzonderlijke kolonies met als gevolg dat een werkstermier een relatief lage kwantitatieve
opbrengst ontvangt.

Over het algemeen heeft de suikertoevoeging aan de lindebomen een significant effect op de
grootte van de bladluizenkolonies. De gemiddelde bladluizenkolonie was bij bomen met suiker
kleiner dan bij controlebomen, al liggen de waarden zeer dicht bij elkaar. Wanneer de grafiek
(Figuur 13) geanalyseerd wordt, geldt deze uitspraak uitsluitend voor dag 0 en dag 2. Na dag
2 werden grotere bladluizenkolonies gemonitord op bomen met suiker, wat niet strookt met de
resultaten van Wackers et al. (2017). Alhoewel ook hier de waarden zeer dicht bijeen liggen.
Voor het uithangen van de alternatieve suikerbronnen (op dag 0) werden significante
verschillen in mierbezoek en aantal bladluizen per kolonie tussen de controlegroep en de
groep waar de suikertoevoeging in wordt uitgehangen vastgesteld. Het mierbezoek lag hoger
bij de groep waar de suikertoevoeging in wordt uitgehangen, terwijl het aantal bladluizen er
lager lag. Dit strookt niet met de verwachting dat meer mierbezoek leidt tot meer bladluizen.
Wellicht valt deze bevinding te wijten aan het uitblijven van een mutualisme tussen mier en E.
tiliae. Het verschil in mierbezoek kan niet te wijten zijn aan een verschil in mieractiviteit
aangezien voor deze laatste parameter geen significant verschil tussen de twee groep werd
vastgesteld. Het is niet eenvoudig hier een verklaring voor te geven. Mogelijks passeerden de
mieren op deze bomen vaker toevallig op de bladeren waar bladluizenkolonies op aanwezig
waren. Het verschil in aantal bladluizen per kolonie valt wellicht te wijten aan de standplaats
van de bomen. De bomen uit de controlegroep die significant meer bladluizen hadden, stonden
beschut tussen twee andere rijen bomen, waardoor de invloed van wind en regen op de
beweging van de bladluizen mogelijks werd verzwakt (Finlay & Luck, 2011). In tegenstelling
tot de groep waar de suikertoevoeging in wordt uitgehangen die zich aan de rand van het
perceel bevond.

Het toevoegen van suiker had een negatief significant effect op het aantal natuurlijke vijanden.
lets wat tegen de verwachtingen in is. Aangezien er geen mutualistische relatie tussen E. tiliae
en mieren is, wordt geen verandering in het aantal natuurlijke vijanden verwacht. Dit effect zou
te wijten zijn aan andere toevallige factoren. Het feit dat er meer natuurlijke vijanden aanwezig
zijn in de controlegroep kan gelinkt worden aan de grotere bladluizenkolonies op deze bomen
in vergelijking met de bomen waar suiker in opgehangen is. Er is namelijk een goede
synchronisatie tussen predatoren en plaagkolonies (Firempong & Kumar, 1975).
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In het geval van Quercus palustris ging het niet om bladluizen, maar wel om takluizen. Deze
werden gedetermineerd tot op genusniveau Lachnus. Tot op soort determineren is moeilijk
aangezien de taxonomie van bepaalde soorten onzeker is. Blackman en Eastop (1994)
suggereren dat het een complex geheel van soorten met verschillende karyotypen en
waardplanten is. Een karyotype is de verzameling chromosomen van een individu. Tijdens het
monitoren was duidelijk dat deze soort frequent door mieren werd bezocht, wat ook bevestigd
wordt in de literatuur (Paris & Espadaler, 2009; Skinner & Whittaker, 1981). Bovendien zal bij
hoge takluispopulatiedensiteiten L. niger, naast het oogsten van honingdauw, de takluizen ook
prederen (Sakata, 1995).

Er werden significante verschillen vastgesteld voor zowel de mieractiviteit als voor het
mierbezoek. Na dag 2 liggen beide parameters bij de bomen met suikertoevoeging lager dan
bij de bomen van de controlegroep. In het geval van de mieractiviteit is dit niet volgens de
verwachtingen. Een factor die mogelijk een rol gespeeld kan hebben, is de onderlinge
concurrentie tussen M. rubra en L. niger op twee van veertien bomen waar suiker op werd
toegepast (Czechowski, 1985). De daling in mierbezoek komt overeen met de resultaten van
Wackers et al. (2017).

Voor het uithangen van de alternatieve suikerbronnen (op dag 0) werden significante
verschillen in mieractiviteit en mierbezoek tussen de controlegroep en de groep waar de
suikertoevoeging in wordt uitgehangen vastgesteld. Zowel de mieractiviteit als het mierbezoek
lag bij deze tweede groep significant hoger. Een mogelijke verklaring voor het significant
verschil in mieractiviteit is de verspreiding van die mierenkolonies tussen de bomen (Rico-
Gray & Oliveira, 2007). Hetis logisch dat in het geval van Q. palustris een hogere mieractiviteit
leidt tot meer mierbezoek wegens het mutualisme tussen mier en takluis van het genus
Lachnus.

De grootte van een takluiskolonie op bomen met een alternatieve suikerbron was groter dan
een takluiskolonie op bomen zonder suikertoevoeging. Dit strookt niet met de resultaten van
Wackers et al. (2017) waar na dag 2 juist een omgekeerd verschil gemonitord werd. De
verklaring hiervoor kan mogelijks te vinden zijn in de lage bladluis aantallen. Voor de bomen
waar een suikertoevoeging in ophing was de gemiddelde grootte van een kolonie 1,67
bladluizen + 0,21. Deze waarde ligt 0,53 bladluizen hoger dan het gemiddelde van de
controlegroep. Wanneer één a twee bladluizen samen voorkomen, wordt in de praktijk niet
over een kolonie gesproken.

Als conclusie volgt dat het gebruik van een suikertoevoeging het gedrag van mieren niet alleen
ten opzichte van bladluizen, maar ook ten opzichte van takluizen kan wijzigen. Op basis van
de resultaten van deze veldproef kan niet geconcludeerd worden dat een alternatieve
suikerbron een optie is in de biologische bestrijding van takluizen als gevolg van de lage
aantallen. Door dit onderzoek te herhalen op het moment dat de takluizendensiteit maximaal
is, kan duidelijkheid geschept worden over de inzetbaarheid van een alternatieve suikerbron
als biologische bestrijdingsmethode van Lachnus sp. op Q. palustris.

Het feit dat er bijna geen natuurlijke vijanden op en rond deze boomsoort waargenomen
werden, is mogelijks te wijten aan het mutualisme tussen mier en takluis. De mieren
beschermen takluizen van het genus Lachnus actief, maar natuurlijke vijanden zullen plaatsen
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waar deze mieren aanwezig zijn vermijden (Oliver et al., 2008). Daarnaast kan Lachnus sp.
zichzelf verdedigen tegen predatoren door te trappen met de achterpoten (InfluentialPoints,

zj.).

De mieractiviteit op Acer pseudoplatanus waar suikertoevoeging in ophangt, neemt zoals in
het geval van T. cordata toe, terwijl dit op de controlebomen zo goed als constant blijft. Op dag
8 valt de mieractiviteit van de behandeling sterk terug zodat dit op hetzelfde niveau als de
mieractiviteit van de controle komt. Die dag waren de weersomstandigheden niet verschillend
ten opzichte van de andere dagen (Bijlage 1; Bijlage 2). Hitte, neerslag of wind zijn dus geen
verklaring voor deze terugval in activiteit. Een mogelijke verklaring is de hoge abundantie aan
wespen (Vespula). Wespen kwamen bij iedere boomsoort voor, maar bij A. pseudoplatanus
werden er opmerkelijk meer waargenomen met een absolute piek in densiteit op dag 8 (Figuur
22, links). De proef op deze boomsoort vond eind augustus plaats. In de gematigde streken
van Europa leeft een kolonie wespen vijf maanden, van half mei tot half oktober. Naar het eind
van het wespenseizoen toe is er een verschuiving in hun voedsel van proteinen naar
koolhydraten. Vanaf dat moment zijn er minder larven aanwezig in het nest. Het zijn uitsluitend
deze larven die net zoals bij mieren nood hebben aan proteinen. Bovendien neemt de behoeft
aan koolhydraten van zowel de vrouwelijke als de mannelijke wespen toe. Voor vrouwelijke
wespen is deze verhoogde behoefte een voorbereiding op de hibernatie. Voor mannelijke
wespen dient het ter voorbereiding om te paren (Edwards, 1980).

In een studie van Grangier en Lester (2011) in Nieuw-Zeeland werd vastgesteld dat wespen
werksters van de inheemse mierensoort Prolasius advenus bij een voedselbron kunnen
verwijderen. De wesp pakt de werksters met haar mandibels, vliegt naar achter en laat ze
ongedeerd op enige afstand van het voedsel weer vallen. Zowel de frequentie als de efficiéntie
van dit gedrag nam significant toe met de densiteit van de mieren bij de voedselbron.
Aangezien wespen zonminnende insecten zijn en dus uitsluitend overdag bij warm weer actief
zijn (Peeters et al., 2004), hebben de mieren vanaf valavond de kans om zich te voeden aan
de alternatieve suikerbron en dus niet op het moment van monitoren. Dit werd vastgesteld
tijdens de eigen waarnemingen (Figuur 22, rechts). Een tweede mogelijke verklaring voor de
terugval in mieractiviteit is ook een gevolg van de enorme abundantie aan wespen. De wieken
van de dispensers werden aangevreten door de wespen (Figuur 22, links). Door deze
aantasting droogde de buitenkant van de wieken uit, met als gevolg dat de mieren ook na
valavond geen toegang hadden tot de Biogluc®.
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Figuur 22. Aanwezigheid van wespen op de alternatieve suikerbron bij Acer pseudoplatanus op
dag 8 (links). Vanaf valavond krijgen mieren de kans om zich ongestoord te voeden met de
alternatieve suikerbron op Acer pseudoplatanus. Vanaf dit moment zijn er namelijk geen wespen
meer aanwezig (rechts).

Tijdens de veldproef waren een tiental beschermhoezen ter beschikking om de wiek af te
schermen voor wespen (Figuur 23). Op deze manier werd de concurrentie van wespen
eenvoudig uitgeschakeld. Om alternatieve suikerbronnen toe te passen in het openbaar groen
zijn deze hoezen een voorwaarde naar veiligheid van buurtbewoner en passanten toe.

Figuur 23. Dispensers met daarin Biogluc® met (rechts) en zonder
(links) beschermhoes die de wiek afschermt voor wespen.

Het toepassen van suiker had een marginaal significant effect op het mierbezoek bij A.
pseudoplatanus. Het feit dat het hier slechts over een marginaal significant effect gaat kan te
wijten zijn aan het uitblijven van een mutualistische relatie tussen bladluizen van het genus
Drepanosiphum en mieren (Skinner & Whittaker, 1981; Stukalyuk et al., 2020). Verder spelen
een te laag bladluisaantal en toevallige factoren mogelijks een rol hierin. De reden dat mieren
niet in mutualisme treden met deze bladluissoort zou juist hun gering aantal zijn (Stukalyuk et
al., 2020).
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Het toepassen van suiker had, net zoals bij Q. palustris, een positief significant effect op de
bladluizenkoloniegrootte op A. pseudoplatanus. Er werden grotere kolonies vastgesteld op
bomen met suikerbron dan op controlebomen, wat niet strookt met de resultaten van Wackers
et al. (2017). In principe wordt er geen significant effect verwacht, aangezien er net zoals bij
T. cordata, geen mutualisme plaats vindt tussen mieren en bladluizen op deze boom. Mogelijks
is ook hier het lage bladluis aantal een verklaring voor dit onverwacht positief effect.

In tegenstelling tot T. cordata had het toevoegen van suiker een positief significant effect op
het aantal natuurlijke vijanden. Ook hier werd geen verandering verwacht door het uitblijven
van een mutualistische relatie tussen mier en D. platanoidis. De toename in natuurlijke
vijanden op en rondom bomen met een alternatieve suikerbron kan gelinkt worden aan de
grotere bladluizenkolonies op deze bomen dankzij de synchronisatie tussen predatoren en
plaagkolonies (Firempong & Kumar, 1975).

Voor de parameters koloniegrootte en aantal natuurlijke vijanden werden voor zowel de bomen
van de controlegroep als voor deze waar de suikertoevoeging in hing en over de drie
boomsoorten heen te lage aantallen verzameld. Met als gevolg dat de resultaten en uitspraken
weinig representatief zijn.

Een reden voor de lage bladluisaantallen is het moment van de veldproef ten opzichte van de
populatiedensiteit van deze insecten. In een gematigd klimaat bereikt deze densiteit halfweg
de zomer een piek (midden juli in het Verenigd Koninkrijk) waarna het aantal bladluizen sterk
vermindert. Dit wordt de ‘mid-season crash’ genoemd (Karley et al., 2004). Tijdens de
zomermaanden is het floéem van bomen over het algemeen van lage kwaliteit (Douglas,
1993). Vermoedelijk vertonen bladluizen die leven op bomen een periode van
geprogrammeerde stopzetting van ontwikkeling en voortplanting zodat populaties gedurende
enkele weken in slechts één ontwikkelingsstadium verkeren (als volwassen insect of als nimfe,
afhankelijk van soort tot soort) als evolutionair antwoord op deze voorspelbare
seizoensgebonden verschuiving van voedingsstoffen in floéem (Dixon, 1975). Zes tot acht
weken later herstelt de bladluizenpopulatie zich opnieuw (Karley et al., 2004). De term die
hiervoor van toepassing is, is estivatie (Dixon, 1998). Aangezien de veldproef plaats vond
gedurende de maand augustus, kan aangenomen worden dat de bladluizenpopulatie zich
enkele weken na de piek bevond.

Het feit dat er weinig adulte natuurlijke vijanden gemonitord werden, zou te wijten kunnen zijn
aan de gehanteerde methode. Door tijdens het monitoren continu tussen de bomen te staan
en hierbij bladeren en takken te bewegen, kunnen de adulten opgeschrikt en gevlucht zijn.
Gezien natuurlijke vijanden laat in het seizoen waarschijnlijk geen invioed hebben op de
populatiedynamiek van bladluizen is mogelijks een verklaring voor zowel de weinige adulten
als de lage aantallen nimfen en eitjes. Natuurlijke vijanden zouden slechts vroeg in het seizoen
invioed hebben wanneer bladluizenkolonies nog klein zijn. Empirische bevestiging hiervan is
weliswaar nog zwak (Kindimann & Dixon, 2010). Hierdoor bestaat het gemonitord aantal
natuurlijke vijanden voornamelijk uit geparasiteerde bladluizen.

Het is niet vanzelfsprekend om bekomen resultaten af te toetsen aan waarnemingen en
conclusies uit de literatuur. De interactie tussen mier, bladluis en plant hangt van veel
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verscheidene factoren af, wat een geintegreerde plaagbeheersing complex maakt (Delabie,
2001). Vaak worden proeven uitgevoerd met andere mier- en bladluissoorten en onder
verschillende omstandigheden. Dit kan leiden tot verschillende of meer uitgesproken effecten.

Ondanks de lage bladluisaantallen werden effecten van de suikerbron op de mieractiviteit en
mierbezoek vastgesteld. De overige resultaten moeten met enige voorzorg geinterpreteerd
worden, wegens het beperkt aantal herhalingen. Door de proef te hernemen met meer
herhalingen en op een vroeger tijdstip zodat de bladluisdensiteit maximaal is, zullen de
resultaten mogelijk duidelijker zijn.

Indien deze proef in de toekomst herhaald wordt op andere laanbomen, dient de determinatie
van de bladluizen op voorhand te gebeuren. Zo kan nagegaan worden of ze een mutualistische
relatie met mieren kennen. Anders zal een behandeling van de geinfecteerde bomen met een
alternatieve suikerbron weinig significante gevolgen vertonen die zullen bijdragen aan de
biologische plaagbeheersing van bladluizen. Daarnaast dient de proef over een langere
periode opgezet te worden om het doeltreffendheid van deze geintegreerde plaagbestrijding
in kaart te brengen. Aangezien mieren trouw zijn aan hun route en dus sterk plaatsgebonden
zijn (Stockan & Robinson, 2016), is het interessant om de alternatieve suikerbronnen vanaf
het voorjaar (Madsen & Offenberg, 2020) en gedurende enkele jaren uit te hangen. Dit zou het
effect ervan op de mieren maximaliseren (Nelson & Daane, 2007).
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Laboproef
1. Doelstelling

De vragen waarop we aan de hand van deze laboproeven een antwoord trachtten te vinden,
luiden: ‘Is Crematogaster scutellaris in staat om de bladluizenpopulatie onder controle te
houden?’ En verder, ‘welke invioed heeft het aanbieden van de alternatieve suikerbron
Biogluc® hier op?’.

2. Materiaal en methoden

2.1. Proefopzet

Vijf vleugelloze adulten van de bladluissoort Acyrthosiphon pisum werden in een microkosmos
(met afmetingen 9 x 8 x 21,5 cm en met gaas langs één kant) op de waardplant Vicia faba
geplaatst. Het zaad van deze V. faba-plant werd minstens negen dagen op voorhand geplant
in een Drosophila-kweekfles van 170 ml met daarin een substraat van bevochtigde potgrond.
De potgrond werd voor het introduceren van de mieren afgeschermd aan het hand van een
mousse. Wanneer de parthenogenetische reproductie van de vijf adulte bladluizen leidde tot
een kolonie van minstens 20 bladluizen, werd het aantal herleid naar 20 individuen door
telkens de kleinste bladluizen te verwijderen. Op planten waar dit aantal nog niet bereikt was,
werden bladluizen van hetzelfde stadium bijgezet. Op het moment dat de bladluizen herleid
werden naar 20 individuen, werden de steunblaadijes die zich ondertussen ontwikkeld hadden
bij V. faba verwijderd met behulp van een scalpel. Deze steunblaadjes worden bezet door
grote, donker paarse extraflorale nectarklieren (EFN) (Mondor & Addicott, 2003), wat
ongewenst was tijdens deze proef. 24 uur voor de aanvang van de proef werden
gestandaardiseerde kolonies van 50 Crematogaster scutellaris-werksters en 20 larven
afgezonderd van de volledige kolonie in afzonderlijke PET-containers (10 x 8 x 9 cm) om hen
te laten wennen aan deze nieuwe omgeving. Deze PET-containers bevatten een
nestcompartiment in gips, afgedekt met twee draagglaasjes van 7,5 x 2,5 cm. Tijdens de 24
uur afzondering werden de kolonies enkel voorzien van water om ze uit te hongeren.
Vervolgens werd de PET-container verbonden met de microkosmos (Figuur 24, links). De
opstelling werd bewaard in een klimaatskast bij een temperatuur van 25°C, een relatieve
vochtigheid van 60% en een lichtregime van 16 u licht en 8 u duisternis.

Er werden twee behandelingen en één controle uitgevoerd met telkens dertien herhalingen
(Tabel 4). Aan één van de behandelingen werd Biogluc® als alternatieve suikerbron
toegevoegd. Deze suikeroplossing bevond zich in een glazen buisje afgesloten met een wiek
en werd in de microkosmos van de bladluizen geplaatst (Figuur 24, rechts). Bij de andere
behandeling kregen de mieren geen Biogluc® aangeboden. De controle bevatte geen mieren
en geen Biogluc®.
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Figuur 24. Het artificieel nest met Crematogaster scutellaris werd verbonden aan de
microkosmos van Acyrthosiphon pisum op zijn waardplant Vicia faba (links). Een close-up
van de suikeroplossing Biogluc® in de microkosmos van Acyrthosiphon pisum (rechts).

De aanwezigheid van mieren in de bladluizenkolonie, oftewel het mierbezoek van C. scutellaris
aan A. pisum, werd gedurende 30 seconden geteld. Daarnaast werd het aantal bladluizen
aanwezig in de microkosmos geteld. De volgende monitoringstijdstippen voor deze
parameters werden net zoals bij de veldproef vastgelegd:

— net voor het toepassen van de alternatieve suikerbron.
— twee, vier en acht dagen na het inbrengen van de alternatieve suikerbron.

Op de laatste dag (dag 8) werd het aantal dode mieren bij de behandeling en controle met
de mieren geteld.

Tabel 4. Overzicht van de behandelingen en de controle waar de laboproef uit opgebouwd is.

Overzicht
Behandeling met Biogluc® V. faba + A. pisum + C. scutellaris + Biogluc®
Behandeling zonder Biogluc® V. faba + A. pisum + C. scutellaris
Controle V. faba + A. pisum

Voor de hierboven beschreven finale proef werden verschillende combinaties tussen plant en
bladluis onderzocht in preliminaire proeven. ledere microkosmos tijdens deze voorstudies
werd geplaatst in een klimaatskast bij een temperatuur van 25°C, een relatieve vochtigheid
van 60% en een lichtregime van 16 u licht en 8 u duisternis.

Als eerste werd de combinatie van Phaseolus vulgaris met Aphis fabae geselecteerd. De
bladeren en de stengel van P. vulgaris krullen niet. Dit vergemakkelijkt het niet-destructief
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tellen van de bladluizen. Daarenboven treden mieren vaak in mutualisme met A. fabae (Engel
et al., 2001; Offenberg, 2001; Vantaux et al., 2012; Woodring et al., 2004). A. fabae is wellicht
de meest bestudeerde bladluis in Europa door zijn voorkeur voor de geslachten Phaseolus en
Vicia (Blackman & Eastop, 2007). Het overbrengen van twee verschillende veldkolonies van
A. fabae met als waardplanten Euonymus fortunei en Viburnum opulus naar P. vulgaris bleek
niet succesvol.

Hoewel V. faba een waardplant is van A. fabae, werd geen proef uitgevoerd met deze
combinatie. Deze bladluissoort is relatief klein en zou moeilijk zichtbaar zijn tussen de gekrulde
bladeren.

Ook de combinatie van A. pisum op P. vulgaris werd onderzocht en was niet succesvol. De
overgebrachte A. pisum overleefden niet op deze waardplant. Wellicht zijn allelochemicalién
uitgescheiden door de plant hier de oorzaak van (Golawska, 2010).

Tot slot werd overgegaan tot het gebruik van een kolonie A. pisum die in labo-omstandigheden
werd gekweekt op V. faba. Zowel deze plaagsoort als deze waardplant beschikken over
karakteristieken die ze minder gunstig maken voor gebruik in de beoogde proefopzet. A. pisum
gaat immers geen mutalisme aan met mieren (Tokunaga & Suzuki, 2008; Volkl et al., 1999).
Daarenboven beschikt V. faba over EFN op de stipulen en bemoeilijkt het krullen van de
bladeren het niet-destructief tellen van de aanwezige bladluizen.

Om enerzijds de ontwikkelingssnelheid van de bladluizenkolonie en anderzijds de draagkracht
van de plant na te gaan, werden tien jonge V. faba-planten afgesneden en in water geplaatst.
Op deze planten werden telkens vijf vleugelloze adulten overgeplaatst. Na drie en zes dagen
in de klimaatskast leidde de reproductie van de bladluizen tot resp. 21,6 + 12,1 (gemiddelde +
standaardfout) en 37,1 £ 20,2 individuen. A. pisum op V. faba vertoont bij 25°C de hoogste
intrinsieke groeisnelheid (0,30 d') (Ahn et al., 2020). Over het algemeen produceert een
vleugelloze A. pisum 8,5 nakomelingen per dag. De productie van nakomelingen start op een
leeftijd van 10 a 12 dagen (Capinera, 2008). Dit komt niet overeen met het aantal bladluizen
na drie en zes dagen in de klimaatskast. Wellicht waren de vijf overgeplaatste adulten te jong.
Vanaf dag zeven bleek de helft van de afgesneden planten niet over voldoende draagkracht
te beschikken om zich te herstellen van de aangebrachte stressfactoren. Hieruit werd besloten
dat de bladluiskolonies gestandaardiseerd zouden worden op 20 individuen.

Ook uit een herhaling met 15 oudere planten, bleek op dag 9 dat 50% van de planten het had
begeven door de stress waaraan de planten werden blootgesteld. Daarom werd gekozen om
verder te gaan met volwaardige V. faba-planten.

2.2. Kweek van de studie-organismen
2.2.1. Lasius niger

Oorspronkelijk was het de bedoeling de proeven uit te voeren met L. niger. In juli 2019 werden
tijdens de bruidsvlucht van L. niger jonge koninginnen verzameld op Campus Coupure van de
Universiteit Gent. Elk jonge koningin werd afzonderlijk in een glazen proefbuis geplaatst die
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voor de helft met water gevuld werd. Het watercompartiment werd afgesloten met watten. Na
het inbrengen van de koningin werd de proefbuis gedicht met een volgende prop watten. De
koninginnen werden onmiddellijk in de koelkast geplaatst en bewaard gedurende 12 maanden.
Tijdens deze periode werden de koninginnen niet gevoed.

In juli 2020 werden 16 koninginnen uit de koelkast gehaald en op kamertemperatuur gehouden
om de koloniestichting te initiéren. De koloniestichting faalde bij vijf van de zestien
koninginnen. Tweeénhalf maanden later werd iedere koningin met de nanitici naar een
artificieel nest overgebracht. De nestjes zijn opgebouwd uit een PET-container (met
afmetingen 10 x 8 x 9 cm). De PET-container bevat een nestcompartiment in gips, afgedekt
met twee draagglaasjes van 7,5 x 2,5 cm. Aan de bovenrand werd langs de binnenkant een
laagje Fluon aangebracht om uitbraak te bemoeilijken. Water en een suikeroplossing met
aminozuren (48% vol. water, 40% vol. suiker, 8% vol. esdoornsiroop en 4% vol. Aminobolan
Mega Forte) waren ad libitum beschikbaar. De aminozuren worden voorzien door Aminobolan
Mega Forte, een hoog gedoseerde vioeibare aminozuurformule. Twee keer per week werd
iedere kolonie voorzien van een dode larve van de grote wasmot (Galleria mellonella) en
enkele fruitvliegjes (Drosophila hydei) als bron aan proteinen. De kolonies werden in het labo
in omgevingstemperatuur gehouden. Een warmtemat werd op de artificiéle nesten geplaatst
als warmtebron.

Na acht maanden vertoonden elf kolonies verdere groei van het aantal werksters. Ondanks de
groei werd het aantal werksters in de jonge kolonies ontoereikend geacht op het moment dat
de laboproef werd opgestart. Door het uitzonderlijk koude voorjaar waren in de natuur
bovendien nog geen L. niger-kolonies te vinden met broed in het popstadium waarmee de
labokolonies zouden kunnen worden aangevuld.

2.2.2. Crematogaster scutellaris

Jonge koninginnen van C. scutellaris werden in oktober 2018 na de bruidsvlucht verzameld in
Sauvebonne, Frankrijk. Na de koloniestichting in een proefbuis, werd de jonge kolonie
overgeplaatst in een artificieel nest bestaande uit cellenbeton (YTONG). De kolonie werd
sindsdien verzorgd in het labo bij omgevingstemperatuur. Onder een deel van het artificieel
nest werd een warmtemat geplaatst als warmtebron. Het dieet van de kolonie bestond uit water
en een suikeroplossing met aminozuren (48% vol. water, 40% vol. suiker, 8% vol.
esdoornsiroop en 4% vol. Aminobolan Mega Forte) die ad libitum aangeboden werden. Het
artificieel dieet werd regelmatig aangevuld met larven van de grote wasmot (Galleria
mellonella). Op het moment van de proef was broed in alle stadia in de kolonie aanwezig.

2.2.3. Acyrthosiphon pisum

A. pisum gaat geen mutualisme aan met mieren (Tokunaga & Suzuki, 2008; Volkl et al., 1999).
Zij heeft een lage honingdauwproductie en voedt zich in relatief kleine, afzonderlijke kolonies.
Dit maakt dat een werkstermier een relatief lage kwantitatieve opbrengst ontvangt (VOlkl et al.,
1999) wanneer zij A. pisum zou bezoeken. Als gevolg van het uitblijven van een mutualisme
zou A. pisum enkele eigenschappen ontwikkeld hebben om beter te lopen, wat tot een
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verhoogd vermogen tot verspreiding leidt. Deze eigenschappen zijn langere poten, een relatief
grote wandelsnelheid en een verhoogde tolerantie tegen verhongering. Deze eigenschappen
zijn tot stand gekomen omdat A. pisum ontsnapt aan zijn natuurlijke vijanden door zich te laten
vallen waarna de bladluis opnieuw een waardplant moet bereiken (Tokunaga & Suzuki, 2008).
Mogelijks spelen de lange sifonen van A. pisum ook een rol in het uitblijven van de associatie
met mieren. Over het algemeen worden bladluizen met langgerekte sifonen namelijk minder
vaak verzorgd door mieren (Sorensen, 2009).

De kolonie A. pisum wordt gekweekt in laboratoriumomstandigheden in een klimaatskast bij
een temperatuur van 23°C, een relatieve vochtigheid van 60% en een lichtregime van 16 u
licht en 8 u duisternis. Tuinboon (Vicia faba) wordt hierbij aangeboden als waardplant.
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3. Dataverwerking

Voor de laboproef werden alle statistische analyses uitgevoerd in SPSS Statistics 27. Om te
testen of er significante verschillen in de populatie bladluizen zijn tussen de behandeling
zonder Biogluc®, de behandeling met Biogluc® en de controle zonder mieren werd de Mood’s
median test gebruikt. De One-way ANOVA werd toegepast om te testen of er een significant
verschil was in het aantal dode mieren op dag 8 tussen de behandeling zonder Biogluc® en
de behandeling met Biogluc®.

In eerste instantie werd de Kruskal-Wallis test als niet-parametrische test gekozen om te
controleren of er significante verschillen in het aantal bladluizen waren tussen de behandeling
zonder Biogluc®, de behandeling met Biogluc® en de controle. Hierbij worden populaties
getest op de afkomst uit dezelfde distributies (Kruskal & Wallis, 1952). Deze test is een
alternatief voor de One-way ANOVA omdat enkel de controle zonder mieren een normale
verdeling volgt. Dit werd vooraf gecontroleerd aan de hand van de Shapiro-Wilk test. De
Kruskal-Wallis test is gebaseerd op veronderstellingen waaraan voldaan moet zijn. In de
eerste plaats moeten de steekproeven onafhankelijk zijn van elkaar. Vervolgens moeten de
verdelingen van de populaties dezelfde vorm hebben. Uit de histogrammen bleek dat deze
laatste veronderstelling in dit geval niet voldaan werd. De populaties zijn niet afkomstig uit
dezelfde distributie. Daarom werd geopteerd voor de Mood’s median test. Deze alternatieve
test is minder krachtig dan de Kruskal-Wallis test. Wanneer uit de Mood’s median test bleek
dat er significante verschillen optreden (p < 0,05), werd een post-hoc analyse in de vorm van
de paarsgewijze Dunn test uitgevoerd (Verwaeren et al., 2018). Dit werd voor dag 2, 4 en 8 na
het toepassen van de alternatieve suikerbron uitgevoerd om per observatiedag na te gaan of
er significante verschillen optreden tussen de drie groepen.

Om na te gaan of er een significant verschil was tussen het aantal dode mieren op dag 8
tussen de behandeling met Biogluc® en de behandeling zonder Biogluc® werd een One-way
ANOVA (variantieanalyse) uitgevoerd. Deze test heeft als doel de gemiddelden van twee of
meer groepen te vergelijken voor één afhankelijke variabele, in dit geval het aantal dode
mieren op dag 8. One-way ANOVA is gebaseerd op veronderstellingen waaraan voldaan moet
worden. Ten eerste dienen de steekproeven onafhankelijk en van een continue variabele te
zijn. Ten tweede moet de data binnen elke groep afzonderlijk afkomstig zijn uit een normaal
verdeelde populatie. Dit werd nagegaan met de Shapiro-Wilk test. Ten derde dienen de
varianties van de populaties gelijk te zijn (homoscedasticiteitsvoorwaarde), wat gecontroleerd
werd met de Levene test (Verwaeren et al., 2018).

De grafieken met de mediaan van het aantal bladluizen per dag voor iedere behandeling en
controle werden gegenereerd met Microsoft Excel versie 2104.
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4. Resultaten

Zowel op dag 2 en 4 als op dag 8 werden significante verschillen in bladluisaantal tussen de
behandeling met Biogluc®, de behandeling zonder Biogluc® en de controle vastgesteld. De
p-waarde was voor de drie monitoringsdagen telkens kleiner dan 0,001. Uit de bijhorende
paarsgewijze post-hoc analyses in de vorm van de Dunn test bleek dat de drie groepen
onderling steeds significant verschilden (p < 0,05) voor deze parameter (Tabel 5).

Tabel 5. Significantie (p-waarden) tussen de twee behandelingen en de controle per monitoringsdag volgens de

Dunn test.
Significantie
Behandeling met Biogluc® - Behandeling zonder Biogluc® 0,018
Dag 2 Behandeling met Biogluc® - Controle 0,000
Behandeling zonder Biogluc® - Controle 0,000
Behandeling met Biogluc® - Behandeling zonder Biogluc® 0,005
Dag 4 Behandeling met Biogluc® - Controle 0,000
Behandeling zonder Biogluc® - Controle 0,001
Behandeling met Biogluc® - Behandeling zonder Biogluc® 0,001
Dag 8 Behandeling met Biogluc® - Controle 0,000
Behandeling zonder Biogluc® - Controle 0,000

maar zoomt in op de behandeling met Biogluc® en behandeling zonder Biogluc® om het
significante verschil tussen deze twee aan te duiden.

Tabel 6 en Figuur 25 geven de mediaan van het aantal bladluizen per dag voor de behandeling
met Biogluc®, de behandeling zonder Biogluc® en de controle. Figuur 26 is een onderdeel
van Figuur 25, maar zoomt in op de behandeling met Biogluc® en behandeling zonder
Biogluc® om het significante verschil tussen deze twee aan te duiden.

Tabel 6. De mediaan van het aantal Acyrthosiphon pisum per dag voor de behandeling met Biogluc®, de
behandeling zonder Biogluc® en de controle.

Dag Behar_\deling met Behanc_ieling zonder Controle
Biogluc® Biogluc®
0 20 20 20
2 0 5 28
4 0 3 55
8 0 10 217
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Figuur 25. Invioed van suikertoevoeging op de mediaan van het aantal
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20

Y
(4]

= Behandeling met Biogluc®

fl

/l — Behandeling zonder
Biogluc®

Mediaan aantal bladluizen
>

[$)]

Aantal dagen na suikertoevoeging

Figuur 26. Invioed van suikertoevoeging op de mediaan van het aantal
Acyrthosiphon pisum per dag voor de behandeling met Biogluc® en de behandeling
zonder Biogluc®.

Naast het aantal bladluizen per microkosmos werd in het geval van de behandeling met
Biogluc® en de behandeling zonder Biogluc® de aanwezigheid van mieren in de
bladluizenkolonie, oftewel het mierbezoek van C. scutellaris aan A. pisum, gemonitord. In geen
geval werd er mierbezoek vastgesteld.

Het aantal dode mieren was zowel voor de behandeling met Biogluc® als voor de behandeling
zonder Biogluc® normaal verdeeld (p is resp. 0,407 en 0,310). Aan de
homoscedasticiteitsvoorwaarde werd voldaan (p = 0,479). Het aantal dode mieren op dag 8
verschilde significant tussen de behandeling met Biogluc® en de behandeling zonder Biogluc®
(p < 0,001). Dit aantal bedroeg resp. 7,77 + 1,11 en 31,69 £ 1,63.
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5. Discussie

De verschillen in de parameter bladluisaantal tussen de behandeling met Biogluc®, de
behandeling zonder Biogluc® en de controle waren significant op dag 8 (maar zoomt in op de
behandeling met Biogluc® en behandeling zonder Biogluc® om het significante verschil tussen
deze twee aan te duiden.

Tabel 6). De mediaan van de controle lag 22 keer hoger dan die van de behandeling zonder
Biogluc®. Hieruit werd duidelijk dat C. scutellaris succesvol was in het controleren van de
bladluispopulatie in beide behandelingen.

Het onder controle houden van de bladluispopulatie resulteerde verder in een merkbaar
visueel verschil in de gezondheidstoestand van V. faba na het aflopen van de proef (Figuur
27). De planten in de controle werden het zwaarste aangetast. Over het algemeen waren de
visuele verschillen tussen de behandeling met Biogluc® en die zonder Biogluc® minder
uitgesproken, hoewel de planten behorende tot de behandeling met Biogluc® gezonder
oogden dan de planten waarbij C. scutellaris geen Biogluc® aangeboden kreeg. Een
kwantitatieve of kwalitatieve benadering van de gezondheidstoestand van de planten maakte
geen deel uit van de proefopzet.

Figuur 27. Vicia faba planten na het aflopen van de proef in de behandeling met Biogluc® en
Crematogaster scutellaris (links), in de behandeling met Crematogaster scutellaris zonder Biogluc®
(midden) en in de controle zonder Crematogaster scutellaris (rechts).

Op de wanden van de microkosmossen in de controle waren bovendien meer druppels
honingdauw te zien dan op die van de twee behandelingen, hoewel dit niet werd
gekwantificeerd. Op dag 8 werd verkleuring van de honingdauw vastgesteld, hetgeen wees op
de aanwezigheid van schimmels (Sorensen, 2009) of andere micro-organismen. In enkele
gevallen ging het om rooskleurige viekken. Mogelijks is de roze gist Sporobolomyces roseus
hiervan de oorzaak (Fokkema et al., 1983). De aanwezigheid van C. scutellaris zorgde
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eveneens dat indirecte schade als gevolg van de bladluizen die zich voedden met het
plantenfloéem werd voorkomen.

De significante verschillen in bladluisaantal tussen de behandeling met Biogluc® en de
behandeling zonder Biogluc® tonen aan dat de aanwezigheid van de alternatieve suikerbron
een positieve invioed had op de predatie van A. pisum door C. scutellaris . De bladluispopulatie
werd beter onder controle gehouden wanneer Biogluc® werd aangeboden. Dit is in lijn met de
bevindingen door Offenberg (2001). In het labo-onderzoek van Offenberg (2001) werd een
afname in bladluispopulatie vastgesteld wanneer mieren een alternatieve suikerbron
aangeboden kregen. Offenberg (2001) verklaarde dat de afname het gevolg is van predatie
door mieren. Net als tijdens het onderzoek van Offenberg (2001) leek tijdens dit onderzoek C.
scutellaris geen verdere baat te hebben bij de aanwezigheid van de A. pisum kolonie wanneer
de alternatieve suikerbron ter beschikking werd gesteld. In slechts drie van de dertien gevallen
werd er op dag 2 nog minstens één bladluis waargenomen. Ook in het geval van de
behandeling zonder Biogluc® werd predatie op A. pisum vastgesteld, maar hier bevatten
slechts drie van de dertien herhalingen op dag 2 geen bladluizen meer. Predatie werd in beide
behandelingen reeds enkele uren na introductie van C. scutellaris bij A. pisum waargenomen
(Figuur 28Figuur 28). De verhoogde predatie komt ook overeen met de resultaten van het
veldonderzoek van Pérez-Rodriguez et al. (2021). Hieruit blijkt dat mieren meer neigen naar
predatie in bomen voorzien van dispensers met Biogluc®. Pérez-Rodriguez et al. (2021)
stellen dat verder onderzoek noodzakelik is om de verhoogde predatie op
honingdauwproducerende insecten door mieren wanneer een alternatieve suikerbron
aangeboden wordt, te ondersteunen. De resultaten van de laboproef in het kader van deze
masterproef kunnen bijdragen aan deze ondersteuning.

4
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Figuur 28. Crematogaster scutellaris predateert op Acyrthosiphon pisum. Deze predatie is minder uitgesproken bij
wanneer de suikeroplossing Biogluc® niet wordt aangeboden.

Offenberg (2001) heeft het over een afname in bladluispopulatie, terwijl de behandeling met
Biogluc® leidde tot het bijna volledig verdwijnen van A. pisum op de plant. In de onderzoeken
van Schumacher en Platner (2009), Carabali-banguero et al. (2013) en Win et al. (2018) werd
echter geen predatie vastgesteld. Mogelijks werden de bestudeerde bladluizen niet aanzien
als een geschikte of toegankelijke bron van proteinen, of bleef de productie van honingdauw
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belangrijk voor de groei en de overleving van de mierenkolonie (Win et al., 2018). Hieruit zou
het tegenovergestelde geconcludeerd kunnen worden in het geval van A. pisum. Deze soort
is mogelijks wel een goede bron van proteinen, maar niet van kwalitatieve suikers. De relatief
lage kwantitatieve honingdauwopbrengst die de mieren ontvangen van A. pisum (Volkl et al.,
1999) was wellicht te verwaarlozen ten opzichte van de kwalitatieve sachariden in het
Biogluc®-preparaat die makkelijk toegankelijk en in overvloed aanwezig was.

In de behandeling zonder Biogluc® verliep de intensiteit van de predatie niet in die mate dat
de volledige populatie bladluizen verdween. Integendeel, na dag 4 werd opnieuw een toename
van het aantal bladluizen opgemeten (Figuur 26). In dit geval bleek de kwalitatief lage
honingdauw toch belangrijk voor de overleving van de werksters en larven en bleven sommige
bladluizen gespaard van predatie. In geen van de herhalingen werd mierbezoek vastgesteld
tijdens de observatiemomenten. Mogelijks nuttigden de C. scutellaris-werksters louter de
afgescheiden druppels honingdauw die in de microkosmos terecht kwamen. Dit gedrag werd
tweemaal waargenomen. Bovendien bestaat de mogelijkheid dat de werksters zich voedden
met honingdauw buiten de observatiemomenten. Hoewel het voor C. scutellaris wellicht niet
evident was om de honingdauw rechtstreeks van de A. pisum te oogsten wegens de
langgerekte sifonen van deze bladluis (Sorensen, 2009). Predatie werd uitsluitend
waargenomen wanneer een mier reeds een bladluis vast had. Het bezoeken van
bladluizenkolonies door mieren om ze te prederen, werd niet waargenomen.

Het aantal dode mieren in de behandeling zonder Biogluc® en in de behandeling met Biogluc®
was significant verschillend. Het aantal dode mieren was vier maal groter in de behandeling
zonder Biogluc® dan in die met. De hogere sterfte is wellicht te wijten aan een gebrek aan
koolhydraten in de behandeling zonder Biogluc®. In deze behandeling werden suikers enkel
aangeleverd door de niet-gepredeerde bladluizen. Bovendien werd op dag 4 een stijging van
het aantal bladluizen opgemeten in de behandeling zonder Biogluc®. Deze stijging zou in
verband kunnen gebracht worden met het verzwakken of het sterven van de werksters ten
gevolge van dit suikertekort.

Tot slot werd er schade aan de planten waargenomen die rechtstreeks werd aangebracht door
C. scutellaris. De bladeren en in mindere mate de stengel werden aangevreten (Figuur 29).
Dit gedrag deed zich voor in beide behandelingen. Novgorodova (2019) stelde vast dat
Myrmica scabrinodis bij een tekort aan koolhydraten, jonge kiemplanten van tarwe doorbeet
waarna ze het vrijgekomen plantensap verzamelden. Novgorodova (2019) verklaarde dit
gedrag als een overlevingsstrategie bij acuut tekort aan koolhydraten. Hoewel C. scutellaris
deze strategie zou kunnen hebben toegepast in de behandeling zonder Biogluc®, vormt dit
geen verklaring voor de schade die werd aangebracht in de behandeling met Biogluc®. Het
plantenweefsel van V. faba is week. De aanleiding van het graaf- en bijtgedrag in dit zachte
materiaal zou kunnen liggen bij het zoeken naar een uitweg uit de microkosmos of bij het
zoeken naar andere voedselbronnen. De werksters vertoonden bovendien hetzelfde gedrag
naar de mousse toe.
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Figuur 29. Plantendelen van Vicia faba werden aangevreten door Crematogaster scutellaris.

Mechanische beschadiging (door herbivoren) van V. faba bladeren leidt ertoe dat de plant
meer en opvallendere EFN produceert. Mondor en Addicott (2003) suggereren dat dit een
adaptieve en induceerbare respons is om predatoren aan te trekken wanneer het risico op
herbivoren toeneemt. Deze onderzoekers namen dit effect reeds na één week waar.
Daarnaast verschenen er, ondanks het wegsnijden van de EFN van V. faba op dag 0, vanaf
dag 4 nieuwe schutblaadjes met EFN die op het moment van verwijderen (nog) niet zichtbaar
waren. Naast de aanwezigheid van deze nectarién werd nog een factor waarom V. faba een
minder geschikte plant is voor het uitvoeren van deze proef bevestigd: de bladeren krulden om
of krulden zich rond de stengel. Dit bemoeilijkte het tellen van de bladluizen.

Ondanks het uitblijven van een mutualisme tussen C. scutellaris en A. pisum en de nadelen
van het gebruik van V. faba werden significante resultaten bekomen bij de proef rond het
aanbieden van een suikerbron. De resultaten toonden aan dat het aanbieden van Biogluc® de
mate waarin C. scutellaris de A. pisum-populatie onder controle hield deed toenemen. Er
werden niet alleen meer en sneller bladluizen gepredeerd, de beschikbaarheid van Biogluc®
zorgde er ook voor dat de mortaliteit van de werksters afnam. Het gebruik van Biogluc® kan
dus een praktische toepassing kennen in de biologische bestrijding van bladluizen en dient
verder onderzocht te worden.
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Algemeen besluit

De complexiteit waaruit het mutualisme tussen mier en bladluis is opgebouwd, mag niet
onderschat worden. Het is een samenspel tussen mier, Homoptera, plant en andere insecten
(zoals natuurlijke vijanden van de bladluis) dat doorheen de tijd tot stand is gekomen en
afhangt van verschillende invloedfactoren (Delabie, 2001). Dit mutualisme wordt
omgeschreven als fragiel en onstabiel (Yao, 2014) en is één van de meest facultatieve,
opportunistische en variabele associaties met een grote onzekerheid over het effect van de
aanwezigheid van mieren op de plant (Rico-Gray & Oliveira, 2007).

Bij de veldproef werden significante invloeden waargenomen op de vier gemonitorde
parameters. Er werd verwacht dat de mieractiviteit positief, het mierbezoek negatief, het aantal
bladluizen negatief en het aantal natuurlijke vijanden positief beinvloed zouden worden. Deze
combinatie werd echter op geen van de drie boomsoorten verwezenlijkt. De proef liep over
een beperkt aantal herhalingen op een moment waarop de bladluisaantallen over het
algemeen laag zijn met als gevolg dat er slechts lage aantallen gemonitord werden. Daarnaast
werden weinig natuurlijke vijanden waargenomen. Tenslotte werd op twee van de drie
boomsoorten een bladluissoort gedetermineerd waar mieren geen mutualistische relatie mee
aangaan. Deze factoren leiden ertoe dat effecten te wijten aan het toeval niet helemaal
uitgesloten kunnen worden. De resultaten van de veldproef dienen met enige voorzorg
geinterpreteerd te worden. Toch levert dit onderzoek het bewijs dat de gehanteerde methode
significante effecten veroorzaakt en potentieel heeft om effectief ingezet te worden in de
geintegreerde plaagbeheersing van bladluizen. Door langer, uitgebreider en vanaf het voorjaar
onderzoek te verrichten kan het effect van een alternatieve suikerbron op het mutualisme
tussen mier en bladluis per boomsoort in kaart gebracht worden (Madsen & Offenberg, 2020;
Nelson & Daane, 2007). Het juiste moment om de proef te herhalen bevindt zich ten opzichte
van de populatiedensiteit van bladluizen voor de ‘mid-season crash’ midden juli (Karley et al.,
2004). Uit de veldproef op Q. palustris die geinfecteerd was met de Lachnus sp. takluis komt
naar voren dat deze methode mogeliks ook bruikbaar is op andere
honinngdauwproducerende plaagsoorten binnen de Hemiptera. Gelijkaardige proeven op de
wolluis bevestigen dit (Carabali-banguero et al., 2013; Nelson & Daane, 2007; Parrilli et al.,
2021; Pérez-Rodriguez et al., 2021; Win et al., 2018).

In de laboratoriumproef rond de invioed van het toevoegen van een suikerbron (Biogluc®) op
de interactie tussen Crematogaster scutellaris en Acyrthosiphon pisum bleken de verschillen
in het aantal bladluizen in de behandeling met Biogluc®, de behandeling zonder Biogluc® en
de controle significant. Ondanks dat dit niet kwantitatief of kwalitatief werd opgemeten, was de
gezondheidstoestand van Vicia faba bij het aflopen van de proef zichtbaar verschillend
wanneer een suikerbron aanwezig was. De daling in bladluisaantal in de behandeling met
Biogluc® toont aan dat de aanwezigheid van C. scutellaris die de alternatieve suikerbron
Biogluc® aangeboden krijgt een directe negatieve invloed uitoefent op de populatiegroei van
A. pisum in de microkosmos. De daling in het aantal bladluizen is te wijten aan de predatie van
de bladluizen door C. scutellaris. In de behandeling zonder Biogluc® bewijst de daling in
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bladluisaantal dat C. scutellaris ook in dit geval in staat is om de bladluizenpopulatie in de
microkosmos onder controle te houden. C. scutellaris lijkt A. pisum niet te verzorgen, maar
heeft wel baat bij de aanwezigheid ervan. Er bleven in bijna alle herhalingen van de
behandeling zonder Biogluc® bladluizen aanwezig op de planten terwijl dit niet het geval was
bij de behandeling met Biogluc®. De honingdauw blijkt belangrijk te zijn voor de overleving
van de werksters en de larven (Win et al., 2018). Ondanks het uitblijven van een mutualisme
tussen mier en A. pisum werden in dit onderzoek significante resultaten bekomen die aantonen
dat een alternatieve suikerbron als Biogluc® een mogelijkheid biedt binnen de geintegreerde
beheersing van bladluizen.

Zowel bij de veldproef als bij de laboproef werd nagegaan in welke mate het mutualisme tussen
mier en bladluis verstoord kan worden door mieren de alternatieve suikerbron Biogluc® aan
te bieden. In beide gevallen werden significante resultaten bekomen. De methode is
veelbelovend en kan naar de toekomst toe een rol spelen in de biologische beheersing van
bladluizen.
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Toekomstperspectieven

De resultaten van deze masterproef wijzen in de richting dat het aanbieden van een
alternatieve suikerbron zoals Biogluc® aan mieren een mogelijke methode kan zijn in de
geintegreerde bestrijding van bladluizen. De uitkomsten zijn slechts een aanzet naar verder
en uitgebreider onderzoek. Door de veldproef uit te voeren op belangrijke boomsoorten
aanwezig in de sierteelt, de fruitteelt en het openbaar groen kan een overzicht gemaakt worden
om de toepasser te informeren op welke bomen en op welk tijdstip een alternatieve suikerbron
effectief is om het aantal bladluizen te verminderen. Dit kan leiden tot een eenvoudige en
relatief goedkope aanpak die, eens de suikerdispensers zijn uitgehangen, geen verdere
aandacht nodig heeft.

Door alternatieve suikerbronnen op percelen met sierbomen of fruitgaarden te combineren met
het uitzetten van natuurlijke vijanden zou een synergetisch effect bekomen kunnen worden.
Parrilli et al. (2021) concluderen dat dit in het geval van de wolluis tot aanzienlijke
verbeteringen van de ecosysteemdiensten, zoals predatie en parasitisme, leidt. De
onderzoekers zetten naast 120 dispensers per ha ook de sluipwesp Anagyrus viadimiri en het
lieveheersbeestje Cryptolaemus montrouzieri, dat natuurlijke vijanden zijn van de wolluis, uit.
Deze laatste predator werd alleen op planten waar wolluiskolonies op voorkwamen uitgezet.
Dit leverde een precieze en effectieve, maar arbeidsintensieve bestrijding op. Er dient
onderzocht te worden of dit synergetisch effect in stand blijft wanneer alle natuurlijke vijanden
ad random verspreid over het perceel uitgezet worden. Het toepassen wordt op die manier
minder arbeidsintensief.

Verschillende onderzoekers bestudeerden reeds de invloed van de voorspelde
klimaatsopwarming op het mutualisme tussen mier en bladluis in verschillende regio’s aan de
hand van proeven (Barton & lves, 2014; Blanchard et al., 2021). Op basis hiervan wordt
voorspeld dat een klimaatsopwarming van 3°C in gematigde streken tot een versterkt
mutualisme tussen mieren en bladluizen zal leiden (Blanchard et al., 2021). Het verder
onderzoeken en uitwerken van het aanbieden van een alternatieve suikerbron om het
mutualisme tussen mier en bladluis te verbreken kan ook naar aanleiding hiervan een
interessante aanpak zijn in de geintegreerde beheersing van bladluizen in gematigde streken.
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Bijlagen

BIJLAGE 1. Cumulaties en gemiddelden voor de maand augustus 2020, Ukkel (KMI,

2020).
Datum Temp max Temp min Temp gem Neerslag Wind Zonneschijn
“C e e mm m/s hh :mm
01-08-2020 27.1 17.6 22.5 0 2.6 4:4¢
02-08-2020 24.9 15.5 20.3 0 2.6 9:09
03-08-2020 24.1 14.2 15 0 2.6 12:51
04-08-2020 23.8 13.4 18.6 0 2.4 25:00
05-08-2020 24.8 13.2 19.2 0 2.5 38:29
06-08-2020 26 13.6 2], 0 2.4 Bla57
07-08-2020 27.1 14.4 211 0 2.4 65:32
08-08-2020 28.2 15 22 0 2.3 76:24
09-08-2020 28.7 1557 22:5 11.8 2.4 84:10
10-08-2020 29.2 16.2 23 11.8 2.3 92:13
11-08-2020 29.6 16.7 23.3 12.1 2.3 98:31
12-08-2020 29.9 17 23.6 12.1 2.3 109:52
13-08-2020 29.9 17.2 237 16.2 2.2 116:49
14-08-2020 29.6 17 .2 2.5 26.7 4.3 121212
15-08-2020 29.4 17.3 23.3 26.7 2.2 127:03
16-08-2020 29.4 17.3 23.2 28.8 2.2 134:14
17-08-2020 29,1 172 23 28.8 2.2 142:16
18-08-2020 28.9 8 e | 22.8 30.1 2.2 151:06
19-08-2020 28.8 17 22.9 3.9 .3 155:42
20-08-2020 28.9 17.1 22.8 33 2.4 158:35
21-08-2020 28.8 17.1 22.9 35.4 2.5 167:06
22-08-2020 28.6 17.1 22.7 35.8 2.5 171:40
23-08-2020 28.2 17 22.4 39.6 2.6 173:17
24-08-2020 27:9 1649 2242 39:6 2.6 17736
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BIJLAGE 2. Grafieken dagelijkse neerslaghoeveelheid en maximumtemperatuur voor
maand augustus 2020, Ukkel (KMI, 2020).

Dagelijkse neerslaghoeveelheid, Ukkel, augustus 2020

maandtotaal: 51.4 mm (normaal 79.3 mm)

KMI aantal neerslagdagen: 15 dagen (normaal: 14.5 dagen)
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