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1.UvOD

1.1. INFESTACIJA STETNIM KUKCIMA U SKLADISTIMA PSENICE

U proizvodnji zitarica moze doc¢i do infestacije kukcima koji Cine Stetu, tzv.
Stetnicima, a pod StetnoS¢u se podrazumijeva ekonomska Steta ljudskoj poljoprivredi
I industriji — smanjenje prinosa ili koliCine i kvalitete proizvedene hrane.
Najjednostavnije reCeno, Stetnik je bilo koji nezeljeni organizam (Kraft i Pinto, 1985).
Ovaj problem u velikoj mjeri utjeCe na ekonomiju diljem svijeta, s obzirom da gubitci
koje uzrokuje prisutnost ovakvih kukaca mogu doseci do 475 milijuna dolara godiSnje
(Dominguez i Marrero, 2010). Svrha skladistenja je pravilnim postupkom sacuvati
sva prirodna svojstva pSenice. Prostor u kojem se Cuva kultura (podna skladista,
silosi) mora biti Cist, suh, zastiCen od prodora podzemnih voda i oborina. Skladiste
mora imati mogucnost kvalitetnog provjetravanja, a potrebna je i dobro organizirana
sluzba zastite protiv skladidnih Stetnika — kukaca i glodavaca, kao i protiv pozara. Da
bi se u potpunosti odrzala dobra kakvoca uskladiStene pSenice, moraju biti ispunjena
dva osnovna uvjeta: pSenica mora biti suha i hladna te se stoga mora prozracivati
(provjetravati). Pored toga, vrlo je vazno pracenje ostalih uvjeta za sigurno
skladistenje: izmjena vlage i temperature zrna i okolnoga zraka, kao i moguca
prisutnost Stetnika. lzvori zaraze kukcima su razli€iti. Proizvodi koji se skladiste mogu
biti zarazeni u svakom trenutku, od Zetve do konacne uporabe: pSenica moze biti
zarazena na polju, u vrijeme vrSidbe, u mlinovima, necistim vreCama, skladistima,
prodavaonicama te kuénim ormarima ili smoc¢nicama, a najCeSce dolazi do zaraze u

nedistim i nepripremljenim skladistima (Cosié i sur., 2008; Kraft i Pinto, 1985).

Skladidni Stetnici kontaminiraju viSse hrane nego Sto konzumiraju, a
kontaminirani proizvodi smatraju se neprikladnima za potro$nju. Gotovo su svi suseni
prehrambeni proizvodi podlozni infestaciji kukcima. Proizvodi koji su najpodlozniji
zarazi Stetnim kukcima su Zitarice, zacCini i oraSasti plodovi. Manje podlozni su
suSeno voce, slatkisi, hrana za glodavce, suha hrana za pse, suho dekorativho
cvijeCe te razni materijali poput muzejskih artefakata, kozmetike i lijekova. Stari
zanemareni ili teSko dostupni proizvodi pruzaju najveéi potencijal za infestaciju i
reinfestaciju. NajCeSci Stetni kukci u uskladiStenoj pSenici su: zitni kukuljicar

(Rhizopertha dominica), ziSci (Sitophilus spp.), surinamski brasnar (Oryzephilus



surinamensis), kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum), a od pripadnika leptira:
Zitni moljac (Sitotroga cerealella), hambarski moljac (Nemapogon granella) te
bakrenasti moljac (Plodia interpunctella) (Cosié i sur., 2008; Kraft i Pinto, 1985).

Kestenjasti brasSnar Tribolium castaneum (Herbst) (Slika 1) je polifagna,
kozmopolitska vrsta kukca iz porodice Tenebrionidae, odnosno reda Coleoptera.
Koristi se kao modelni organizam za razvoj i testiranje vaznih ekoloskih i evolucijskih
koncepata te je takoder jedan od glavnih Stetnika na Zzitaricama i opcenito
proizvodima od zitarica na globalnoj razini. Ovaj kukac se smatra dobrim
kolonizatorom skladista Zitarica, a kolonizaciju postize antropogenim prometom
Zitarica, dok se aktivno Sirenje letom smatra manje vjerojatnim (Ridley i sur., 2011).
Stvaraju velike gubitke i Stetu u skladistima. Osim fiziCke Stete, mirisne Zlijezde
odraslih kukaca takoder izlu€uju karcinogene kvinone koji mogu prouzrociti alergijske
bolesti (Lu i sur., 2010). Infestacija prehrambenih proizvoda kestenjastim brasnarom
moze se kontrolirati upotrebom insekticida koji se smatraju brzom i efektivnhom

metodom kontrole razliéitih Stetnih kukaca.

Slika 1. Tribolium castaneum na zrnju pSenice (Web 1).



1.1.1. Kontrola Stetnika

Kontrola Stetnika predstavlja smanjenje njihove populacije mijenjanjem navika,
promjenom stanista te paZzljivom primjenom pesticida. U kontroli Stetnika koriste se
mnoge varijacije i kombinacije metoda, ali njihov redoslijed uglavhom slijedi ovaj

uzorak:
1) inspekcija, 2)izmjena stanista, 3) primjena pesticida te 4) pracenje.
Inspekcija

Stetnici ne infestiraju ravnomjerno ve¢ se fokusiraju na odredena podrugja.
Ovakva mjesta koja Stetnici preferiraju moraju se locirati i razumjeti. Praksa i iskustvo

u provodeniju inspekcija vrlo su vazni za uspjesno otkrivanje infestiranih podrucja.
Izmjena stanista

Infestirana mjesta pruzaju utoCiste (tj. mjesto koje organizmu sluzi kao izvor
hrane i vode te kao skloniste) pa stoga izmjena ili uklanjanje nekog od ovih povoljnih
elemenata Cini preZivljavanje manje uspjesnim. Ovakve izmjene najceS¢e ukljucuju

provodenje zdravstvenih mjera (sanitaciju), smanjenje vlaznosti i uklanjanje nereda.
Primjena pesticida

lako uspjeSna izmjena staniSta moze smanijiti ili eliminirati populacije, to e
Cesto biti nepotpuno te Ce primjena pesticida biti neophodna. U kontroli Stetnika

klju€na je uspjeSna kombinacija ovih metoda.
Pracenje

Neki programi za kontrolu Stetnika ne ukljuCuju vise od minimalnog pracenja
propisanog zakonom. Medutim, neke prakse praéenja poput detaljnog vodenja
evidencije, nadzora i provodenja programa kvalitete kontrole moZe napraviti razliku

izmedu uspjesdnog i neuspjesSnog programa kontrole Stetnika (Randall,1998).



1.1.2. Kontrola kukaca koji prolaze kroz potpunu preobrazbu

Pri provodenju kontrole Stetnih kukaca vrlo je vazno poznavati pojedine
razvojne stadije kukaca da bi se mogle primijeniti prikladne metode. Kukci Kkoji
prolaze kroz potpunu preobrazbu izlazu se iz jaja kao li€inke Ciji je glavni zadatak da
se hrane i rastu. Li¢inke se tijekom svog razvoja nekoliko puta presviace te, kada
sazriju, prelaze u stadij kukuljice. Svrha inaktivnog stadija kukuljice je preoblikovanje
ili preuredenje tijela koje rezultira potpunom promjenom u odrasli stadij koji je tada

sposoban za razmnoZavanje.

ZIVOTNI CIKLUS .
TVRDOKRILACA kukuljica

odrasli
kukac

Slika 2. Potpuna preobrazba tvrdokrilaca (Coleoptera) (Web 2).

Izmedu ovih razvojnih stadija kukaca sa potpunom preobrazbom ne dolazi do
kompeticije, ve¢ naprotiv, oni pruzaju potporu jedni drugima. RazliCiti stadiji djeluju
kao pripadnici sasvim razli€itih vrsta sa razliCitim potrebama i navikama. Liinke zZive i
hrane se u jednom staniStu te ponekad napustaju to podrucje i odlaze malo dalje da
bi se zakukuljile. Odrasle jedinke, kada izadu iz kukuljice, hrane se druk¢ijom hranom
i obicno zive na drugom podrucju te se vracaju u stanisSte liCinaka samo kako bi
poloZile jaja. Iz tog se razloga prilikom provodenja mjera kontrole Stetnih kukaca
drukgcije tretiraju kukci koji prolaze kroz potpunu preobrazbu te se mora uzeti u obzir

gdje koji razvojni stadij Zivi i koje su mu navike (Randall, 1998).



1.2. PESTICIDI

Prema Organizaciji za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda (FAO, eng.
Food and Agriculture Organization of the United Nations) pesticid je svaka tvar ili
mjeSavina tvari namijenjena prevenciji, uniStavanju ili kontroli bilo kojih Stetnika,
uklju€ujuci vektore ljudskih ili Zivotinjskih bolesti, nezZeljenih vrsta biljaka ili Zivotinja,
koje uzrokuju Stetu prilikom proizvodnje hrane ili na bilo koji nacin ometaju
proizvodnju, obradu, skladiStenje, transport ili marketing hrane, poljoprivrednih
proizvoda, drva ili drvnih proizvoda te sto¢ne hrane, odnosno tvari koje se mogu
primijeniti na zivotinjama za kontrolu kukaca, paucnjaka i ostalih Stetnika na ili u
njihovim tijelima. Pesticidi su otrovi sinteti¢kog ili bioloSkog porijekla koji se koriste za
kontrolu populacija razli€itih vrsta organizama koji mogu uzrokovati Stete. Osim
toksi¢nog, primarno u smislu mortaliteta ciljnih organizama, pesticidi mogu imati
razne druge ucinke, ukljuCujuéi repelentni u€inak. Ovisno o ciljnim skupinama na koje
djeluju pesticidi se mogu podijeliti na insekticide, herbicide, akaricide, rodenticide,
nematocide, limacide, avicide, fungicide. Kao insekticidi najceSce se koriste klorirani
ugljikovodici, organofosforni spojevi, karbamati, piretrin i piretroidi te dinitrofenoli.
Nesto slozenija podjela je na temelju kemijske strukture i mehanizma toksic¢nog
djelovanja. Najvaznije skupine pesticida (obzirom na kemijsku gradu i mehanizam
toksi¢nog djelovanja) obuhvacaju organofosfate, karbamate, piretroide i organoklorne

spojeve (Hayes i Laws, 1991).

Mnogi pesticidi su toksi¢ni i za neciljne organizme, tako da njihova primjena
mozZe imati negativne ucinke na ekoloSke sustave. Toksicni u€inak podrazumijeva
nepovoljne promjene u strukturi ili funkciji organizma kao posljedica izlozenosti
kemijskoj tvari. Da bi se utvrdila toksiCnost neke tvari koriste se testovi toksi¢nosti,
odnosno eksperimenti koji odreduju toksi¢ni ucinak jedne ili nekoliko kemikalija na
grupu odabranih organizama (ili stanica) iste vrste u odredenim i strogo kontroliranim
uvjetima koji omogucavaju usporedbu i ekstrapolaciju dobivenih rezultata na uvjete u
prirodnom okoliSu. Na taj naCin se moze pratiti odredeni mijerljiv toksi¢ni ucinak
kemikalije, a taj u€inak moze biti letalan odnosno smrtonosan ili subletalan (svi uéinci
toksikanta na organizam osim smrti, primjerice promjene u rastu i razvoju,
razmnozavanju, ponasanju, histoloSke, biokemijske, fizioloSke promjene) (Gallagher,
2003).



1.2.1. Organofosforni pesticidi

Organofosfati su Siroko koristeni pesticidi sintetiCkog porijekla, a mogu biti
esteri, amidi ili tioli fosfatne, fosfonske, ili fosfinske kiseline. Mogu biti apsorbirani
inhalacijom, gutanjem te dermalnim kontaktom. ToksikoloSki uc€inci se temelje na
inhibiciji enzima acetilkolinesteraze (AChE), kljuénog enzima za hidrolizu acetilkolina,
Cijom inhibicijom dolazi do nakupljanja acetilkolina i prekomjerne stimulacije
kolinergickih receptora i remecéenja neuroloskih aktivnosti u organizmu (Stenersen,
2004). Ciljni organi su ziv€ani sustav, respiratorni putevi i kardiovaskularni sustav. U
vecini slu€ajeva koriste se kao insekticidi — za kontrolu vektora koji se nalaze u hrani i
komercijalnim zitaricama, kontrolu nametnika u ku¢ama i zgradama i slicno. Ovoj
skupini pripadaju acefat, klorpirifos, diazinon, dimetoat, malation, paration, pirimifos-

metil, temefos i razni drugi.

1.2.2. Piretroidni pesticidi

Piretroidni pesticidi su sintetiCki insekticidi sli¢ni prirodnim piretrinima, odnosno
sintetiCki analozi i derivati piretrina sadrzanih u piretrumu, ekstraktu cvjetova biljaka
Chrysanthemum cinerariefolium i Chrysanthemum cocineum. Njihov glavni u€inak je
ometanje Ziv€anog sustava kukca koje uzrokuje oslabljeno stanje ¢esto popraéeno
smréu. Ovi spojevi su u Sirokoj upotrebi kao insekticidi u poljoprivredi, Sumarstvu,
komunalnoj higijeni i ku¢anstvu. Takoder se primjenjuju i u stoCarstvu za kontrolu
nametnika. Mehanizam djelovanja ovih spojeva temelji se na neurotoksi€énom
djelovanju i to pobudivanjem natrijevih i kalijevih kanala neurona i usporavanja
njihova zatvaranja tijekom faze depolarizacije (Stenersen, 2004). Pored toga, u
organizmu uzrokuju oksidativni stres i pojaCanu produkciju slobodnih radikala, a
pokazalo se i da pojaavaju estrogenu aktivnost. U okoliSu nisu perzistentni ve¢ se
relativno brzo razgraduju (od nekoliko dana do nekoliko mjeseci). U ovu skupinu se

ubrajaju cipermetrin, deltametrin, permetrin, rezmetrin, tetrametrin i brojni drugi.



1.3. REPELENTI

Repelenti su kemijska sredstva koja se koriste za odbijanje i odvracanje
organizama sa povrsina koje zelimo zastititi (poljoprivredne povrsine, vrtovi, ljudska
koza itd.). Oni ne djeluju Stetno na ciljane organizme (ne ubijaju ih niti ih ozljeduju na
bilo koji nacin), nego djeluju na nacin da Stiéene povrsine ucine odbojnima zbog
nekog karakteristicnog svojstva repelenta. Ako je repelent djelotvoran, onda
organizam jednostavno zaobilazi povrSine na kojima se primjenjuje. Repelenti koji
odbijaju kukce predstavljaju alternativu uporabi insekticida. Njihova primjena u
skladiSnim prostorijama sa cillem eliminacije kukaca je puno rjeda i nedovoljno
iskoristena u danasnje vrijeme (Peterson i Coats, 2001). Repelentni u€inak neke tvari
moze se testirati koriStenjem razliitih metoda, ovisno o vrsti oganizma. Potrebno je
uzeti u obzir naCin kretanja zivotinje, ishranu te ostale Zivotne navike. Tako se na
primjer kod kukaca koji lete (komarci, pCele) koriste metode drukc€ije od onih koje se
primjenjuju kod kukaca koji ne lete i dulje se zadrzavaju na nekoj povrsini (Zohari,
brasnari, razne li€inke). Kod komaraca se primjerice koriste tzv. ljudski mamci, gdje
se povrsSina ljudske koze tretira nekom potencijalno repelentnom tvari ili se na kozu
nalijepe tretirane naljepnice, odnosno na podlakticu stave tretirane narukvice te se
nakon odredenog vremena odreduje broj ugriza (Tawatsin i sur.,, 2001;
Chattopadhyay i sur, 2013). Kod pcela se pri procjeni repelencije neke tvari koriste
olfaktometri u obliku Y cijevi gdje pCele mogu birati izmedu Cistog zraka i zraka
oneciS¢enog potencijalno repelentnom tvari (Danka i Collison, 1987), dok se kod
Zohara Kkoriste tretirani mamci koje Zohari odbijaju pojesti ukoliko su repelentni
(Robinson i Barlow, 1999). Na slican nacin se procjenjuje repelencija neke tvari kod
licinaka leptira. Dio listova biljaka kojima se liCinke hrane tretira se potencijalno
repelentnom tvari te se nakon odredenog vremena prebrojava broj liCinaka na
tretiranim i kontrolnim listovima (Wambua i sur., 2011). Kod brasnara se najCeSce
primjenjuje tzv. metoda prostorne preferencije (McDonald, 1970). Metoda
podrazumjeva utvrdivanje repelentnog ucinka koristeci filter papir podijeljen na dva
dijela. Jedna polovica je tretirana potencijalno repelentnom tvari, dok je druga ne-
tretirana i sluzi kao kontrola. Nakon odredenog vremena vrSi se prebrojavanje kukaca
na objema polovicama filter papira (Adarkwah i sur., 2010; Watson i Barson, 1995;
Caballero-Gallardo i sur., 2011, Tapondjou i sur., 2005).



1.3.1. Povijest koriStenja repelenata

Uporaba repelenata za odbijanje kukaca datira joS iz antiCkih vremena, kada
su se Kkoristila razna biljna ulja te dim i katran da bi se otjeralo ili ubilo nezeljene
kukce. Prije drugog svjetskog rata u uporabi su bila Cetiri osnovna repelenta: ulje
citronele (koristeno za suzbijanje usi), dimetil ftalat (otkriven 1929.), Indalon
(patentiran 1937.) te Rutgers 612 (u uporabi od 1939.). Kasnije su se koristili razni
repelenti nastali kombinacijom posljednja tri navedena repelenta u omjeru 6:2:2.
Americka je vlada do 1956. godine istraZila preko 20 000 potencijalnih repelenata za
odbijanje komaraca radi zastite svog vojnog osoblja Sirom svijeta. Tada je otkrivena
ucinkovitost N,N-dietil-m-toluamida (DEET), koji je i danas najSire koristeni repelent
protiv komaraca. Utvrdeno je repelentno djelovanje joS nekolicine spojeva, ali niti
jedan nije nadmasio komercijalni uspjeh DEET-a. Neki od njih prikazani su na Slici 3.
Danas postoji tendencija da se sintetiCki repelenti i pesticidi sve viSe zamjenjuju
tvarima prirodnog porijekla, kao Sto su esencijalna ulja nekih biljaka (Peterson i
Coats, 2001).

O
/’\K O/ O//
2 \ O\
Dimetil ftalat Dimetil karbat
OH
OH
MGK repelent 1 1 Rutgers 612
Indalon 9]
\ O/\\\ \
N 0. | |
NN — o
3 O 2-butil-2-etil- Benzil benzoat
N-butil acetanilid 1,3-propandiol

Slika 3. Struktura nekih repelenata za odbijanje kukaca (Peterson i Coats, 2001).



1.3.2. Mehanizam djelovanja repelenata

Mnoga su istrazivanja pokazala da ponaSanje koje moze biti shvac¢eno kao
repelencija moze biti rezultat brojnih fizioloskih ili biokemijskih reakcija. Smatra se da
je repelentno djelovanje DEET-a posljedica blokiranja receptora mlijeCne kiseline,
zbog ¢ega kukac "gubi" domacina (mlije¢na kiselina je prisutna u tjelesnom mirisu i
znoju toplokrvnih Zivotinja i priviaCi Zenke komaraca) (Davis i Sokolove, 1976).
Prema Rollo i sur. (1995) oleinska i linolenska kiselina se povezuju sa repelentnim
ponasanjem Zohara. RazliCiti kukci pokazuju razliCitu osjetljivost na repelente.
Hlapljivost aktivnih sastojaka repelenata smatra se esencijalnim za njihovu
repelentnu aktivost, iako Ce i tvari koje iritiraju stopala kukaca takoder uzrokovati
izbjegavanje tretiranih povrSina, odnosno S§to krace =zadrZzavanje na njima.
Mehanizam djelovanja vecine koriStenih repelenata je jo$ uvijek nepoznat i premalo

je istrazivanja do sada provedeno (Peterson i Coats, 2001).



1.4. CILJEVI ISTRAZIVANJA

S obzirom da je poznato da pojedini pesticidi mogu osim toksi¢nog djelovanja,
primarno u smislu mortaliteta ciljnih organizama, imati i repelentni u€inak u ovom
eksperimentu ispitano je repelentno djelovanje triju uCestalo koriStenih insekticida na

odrasle jedinke kestenjastog brasnara Tribolium castaneum (Herbst).
Ciljevi istrazivanja:

- Istraziti moguci repelentni ucinak triju insekticida, organofosfata dimetoata i
pirimifos-metila te piretroida deltametrina na odrasle jedinke kestenjastog
bradnara Tribolium castaneum (Herbst);

- Istraziti utjecaj supstrata na repelentni ucinak insekticida, odnosno utvrditi
razliku u repelenciji prilikom koriStenja originalne metode prostorne
preferencije te modificirane metode u kojoj je primijenjeno brasno kao
supstrat;

- Utvrditi postoji li razlika u repelentnom djelovanju organofosfatnih insekticida

(dimetoata i pirimifos-metila) te piretroida (deltametrina).
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. KEMIKALIJE

U ovom eksperimentu koriStene su sljedece kemikalije:

e Aceton (Kemig d.o.o. Sesvete-Soblinec)

e Chromgor 40 (Chromos Agro d.d.,, Zagreb) kao pripravak dimetoata
(400 g/L aktivnog sastojka)

e Actellic 50 EC (Syngenta Agro d.o.o., Zagreb) kao pripravak pirimifos-metila
(500 g/L aktivnog sastojka)

e Rotor 1,25 EC (Chromos Agro d.d., Zagreb) kao pripravak deltametrina (12.5
g/L aktivhog sastojka)

2.2. INSTRUMENTI | PRIBOR

Pri izradi ovog rada upotrebljeni su sljedeci instrumenti i pribor:

e Filter papir

¢ Kilasi¢no stakleno laboratorijsko posude
e Ostro brasno tip 400

e Petrijeve posudice, staklene

e Pincete

¢ PlastiCne posude

e Podesive mikropipete, Eppendorf

e Spatule

e Vaga, Kern

11



2.3. EKSPERIMENTALNI KUKCI

2.3.1. Sistematika kestenjastog brasnara Tribolium castaneum (Herbst)

Carstvo:
Koljeno:
Razred:
Podrazred:
Nadred:
Red:
Podred:
Porodica:
Rod:

Vrsta:

Animalia — Zivotinje
Arthropoda — ¢lankonoSci
Insecta — kukci

Pterygota — krilati kukci
Endopterygota

Coleoptera — tvrdokrilci
Polyphaga

Tenebrionidae — mracnjaci
Tribolium

Tribolium castaneum — kestenjasti brasnar

Slika 4. Tribolium castaneum (Herbst) (Web 3).
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2.3.2. Biologija kestenjastog brasnara

Ovaj kukac pripada redu Coleoptera, Cije je ime izvedeno iz grckih rijeci
“koleos”, sto znali pokrivaé/plast i “ptera” odnosno krila, a S$to se odnosi na
modificirana prednja krila koja sluze kao zastitni pokriva€ za velika membranozna
straznja krila. Prolaze potpunu preobrazbu i obuhvacaju Cetiri stadija: jaje, liCinku,
kukuljicu i imago (odrasli kukac). Odrasle jedinke su dugoZivuce i mogu dozivjeti visSe
od 3 godine. | licinke i odrasli kukci posjeduju snazni mandibularni usni aparat koji im
sluzi za Zvakanje hrane. Karakteristika podreda Polyphaga je nepodijeljen prvi
abdominalni sternum. Porodicu Tenebrionidae ili mracnjake karakterizira tamna boja
tijela, ticala su im relativno kratka, nitasta ili glaviCasta, dok je nadvratni Stit krupan,
viSe ili manje pravokutnog oblika. Noge su snazne, dugacCke, Cesto s bodljama ili
nazubljene, a li¢inke su izduzene, sjajnog i Cvrstog egzoskeleta. Odrasle Zenke
polazu 300 do 400 jaja direktno u brasno ili drugi hranidbeni medij, tijekom 5 do 8
mjeseci (2 do 3 jaja na dan). Potpuno razvijene liCinke pretvaraju se u gole kukuljice
bez ikakve zastite. Pri optimalnoj temperaturi od 35°C vrijeme razvoja za svaki stadij
iznosi: 3.1 dan za jaja, 16 dana za liCinke i 4.5 dana za kukuljice pri relativnoj
vlaZnosti od 60 do 80%. LiCinke su aktivne, ali se uglavhom skrivaju unutar
hranidbenog medija, daleko od svjetlosti. Odrasli kukci su veoma aktivni, brzo se
kreCu i skrivaju se kada ih se uznemiri. Mogu biti pronadeni na povrsSini ili unutar
hranidbenog materijala. Muzjaci pokazuju agregativno ponaSanje, dok su Zenke
uglavnom jednoli¢no rasprsene (Meyer, 2014; NPIPM, 2014; PaDIL, 2014).

Slika 5. Jaja, li€¢inka, kukuljica i odrasla jedinka vrste Tribolium castaneum (Herbst)

(Web 4).
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2.3.3. Odrzavanje kultura u laboratoriju

Kestenjasti brasnar Tribolium castaneum (Herbst) koriSten u ovom
eksperimentu dobiven je iz kultura koje su uzgajane protekle dvije godine u
laboratoriju (Slika 6). Kultura kukaca koja je koriStena uzgajana je u staklenkama sa
hranidbenim medijem na 30+1°C pri relativnoj vliaznosti od 70-80%. Kao hranidbeni
medij koriStena je mjeSavina bijelog ostrog brasna i suhog pivskog kvasca u omjeru

10:1. U ovom eksperimentu koriStene su odrasle jedinke kestenjastog brasnara.

Slika 6. Kultura kestenjastog brasnara.
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2.4. KARAKTERISTIKE INSEKTICIDA

Formulacije insekticida upotrijebljenihn u ovom istrazivanju bile su za
komercijalnu upotrebu. Osim aktivhog sastojka, insekticidi sadrze i tvari kao Sto su
otapala, povrSinski aktivne tvari, nosaci i antioksidansi koji poboljSavaju svojstva
pesticida za skladistenje, rukovanje i primjenu. Aktivni sastojak je kemijski spoj koji

ima specifiCan ucinak na ciljni organizam.
2.4.1. Dimetoat (Chromgor 40)

Dimetoat (Slika 7) djeluje kao sistemicni i kontaktni insekticid te pripada skupini
organofosfata. Chromgor 40 (proizvoda¢: Chromos Agro d.d.) je komercijalni naziv
pripravka na bazi dimetoata koji je koriSten u ovom istrazivanju. Koristi se protiv
Sirokog spektra kukaca i grinja. Inhibira acetilkolinesterazu, enzim koji hidrolizira
acetilkolin u ziv€anom sustavu (EXTOXNET PIP, 1996).

KEMIJSKI NAZIV: O,0O-dimetil S-metilkarbamoilmetil ditiofosfat
KOMERCIJALNI NAZIV: Chromgor 40

KEMIJSKA SKUPINA: organofosfat

MOLEKULARNA FORMULA: CsH12NO3PS;

RELATIVNA MOLEKULARNA MASA: 229.28

FIZIKALNO STANJE: disti dimetoat je sivo-bijeli kristal na sobnoj temperaturi
TEMPERATURA TALJENJA: 43-45°C

TOPIVOST U VODI: 25 g/L pri 21°C

TOPIVOST U DRUGIM OTAPALIMA: topiv u metanolu i cikloheksanu

S
H3C\ /)
O—/P\
H3C_O S /CH3
NH

@)

Slika 7. Struktura dimetoata (Web 5).
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2.4.2. Pirimifos-metil (Actellic 50 EC)

Pirimifos-metil (Slika 8) je kontaktni, Zelu€ani i volatilni insekticid, izraZzenog
brzog i fumigantnog djelovanja. Actellic 50 EC (proizvodac: Syngenta Agro d.o.0.) je
komercijalni naziv pripravka na bazi pirimifos-metila koji je koristen u ovom
istrazivanju. NajceSce se koristi protiv stitastih i lisnih uSiju, tripsa, lisnih buha, voéne
musSice i nekih drugih Stetnika te grinja. Kao i dimetoat, inhibira enzim

acetilkolinesterazu.

KEMIJSKI NAZIV: O-(2-dietilamino-6-metilpirimidin- 4-il) O,O-dimetil tiofosfat
KOMERCIJALNI NAZIV: Actellic 50 EC

KEMIJSKA SKUPINA: organofosfat

MOLEKULARNA FORMULA: C11H20N303PS

RELATIVNA MOLEKULARNA MASA: 305.33

FIZIKALNO STANJE: zuta tekucina

TEMPERATURA TALJENJA: 15-18°C

TOPIVOST U VODI: 5.0 mg/L pri 30 °C

TOPIVOST U DRUGIM OTAPALIMA: topiv u vecini organskih otapala

@)
a
Q
I

Slika 8. Struktura pirimifos-metila (Web 6).
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2.4.3. Deltametrin (Rotor 1,25 EC)

Deltametrin (Slika 9) djeluje kao kontaktni i Zelu€ani insekticid i pripada skupini
piretroida. Sirokog je spektra djelovanja te je uginkovit u vrlo niskim dozama, a
rezidualno djelovanje je dugotrajno. Ima neurotoksi¢no djelovanje na nacin da
pobuduje natrijeve i kalijeve kanale neurona i usporava njihovo zatvaranje tijekom

faze depolarizacije.

KEMIJSKI NAZIV: (S)-a-cijano-3-fenoksibenzil (1R, 3R)-3-(2,2-dibromvinil)- 2,2-

dimetil-ciklopropan karboksilat
KOMERCIJALNI NAZIV: Rotor 1,25 EC
KEMIJSKA SKUPINA: piretroid
MOLEKULARNA FORMULA: C,,H19BraNO3
RELATIVNA MOLEKULARNA MASA: 505.24
FIZIKALNO STANJE: bezbojni kristalni prah
TEMPERATURA TALJENJA: 98-101°C
TOPIVOST U VODI: manje od 0.1 mg/L

TOPIVOST U DRUGIM OTAPALIMA: topiv u kerozinu i izoalkanima

Br
o 0 N

Br

Slika 9. Struktura deltametrina (Web 7).
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2.5. METODE ZA TESTIRANJE REPELENTOG DJELOVANJA

Za utvrdivanje repelencije koriStena je metoda prostorne preferencije (eng.
area preference method) koju je prvi opisao McDonald 1970. godine. Metoda je
koriStena na dva nacina: originalna metoda u kojoj je koristen filter papir podijeljen na

dva dijela te modificirana metoda u kojoj je koristeno brasno kao supstrat.
2.5.1. Originalna metoda

Insekticidi su zasebno pripremljeni u acetonu u koncentracijama 1 pg/mL
pirimifos-metila, 50 ug/mL dimetoata i 10 pg/mL deltametrina te je na polovicu filter-
papira pipetom apliciran po 1 mL otopina. lzraZeno u pg/cm? ove koncentracije
odgovaraju priblizno 0.03, 1.5 i 0.3 ug/cm?. Koncentracije su odabrane na temelju
preliminarnog testa provedenog sa koriStenim insekticidima. Druga je polovica filter-
papira tretirana jednakim volumenom acetona i koriStena kao kontrola. Tretirane i
kontrolne polovice filter papira ostavljene su 10 minuta na sobnoj temperaturi da se
osuse, odnosno da ispari otapalo, a zatim su spojene ljepljivom trakom i stavljene na
dno Petrijevih zdjelica (po 1 filter-papir u svaku zdjelicu). Nakon toga je po 10
odraslih jedinki kestenjastog brasSnara pusSteno na sredinu svakog filter-papira.
Zdjelice su pokrivene aluminijskom folijom i stavljene na tamno mjesto pri sobnoj
temperaturi. Prebrojavanje broja jedinki kukaca na tretiranim i kontrolnim polovicama

filter papira izvrSeno je nakon 24 sata. Za svaki insekticid koriSteno je 6 replika.

Slika 10. Izlaganje kukaca na filter papiru podijelienom na dva dijela.
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2.5.2. Modificirana metoda

Otopine insekticida pripremljene su u acetonu te je 10 mL otopine pipetom
naneseno na 100 g bijelog oStog brasna u Petrijevim zdjelicama. Jednak volumen
acetona nane$en je na 100 g brasna kao kontrola. Brasno poprskano otopinom
insekticida ili acetona dobro je izmijeSano Spatulom da bi se insekticid (ili aceton)
ravnomjerno raspodijelio unutar brasna te je tako izmijeSano brasno ostavljeno sat
vremena na sobnoj temperaturi da bi isparilo otapalo. Nakon Sto je otapalo isparilo,
brasno je stavljeno u plasti¢ne zdjelice. U prvom eksperimentu, zdjelica je napunjena
sa pola tretiranog (kona¢na koncentracija je bila 10 ug/g za svaki insekticid) i pola
netretiranog brasna (kontrola), koriste¢i barijeru izmedu odjeljaka. U drugom
eksperimentu, pola plastiCne zdjelice je napunjeno brasnom tretiranim sa viSom
koncentracijom insekticida (c;= 10 ug/g), dok je druga polovica napunjena brasnom
tretiranim sa manjom koncentracijom insekticida (c,= 1 pg/g). U svakoj zdjelici
nalazilo se 150 g bradna, po 75 g u svakoj polovici. Barijera izmedu odjeljaka je
uklonjena, a zatim je 10 odraslih jedinki kestenjastog brasnara pusteno u sredinu
svake zdjelice. Zdjelice su pokloplijene i stavliene na mracno mjesto pri sobnoj
temperaturi. Prebrojavanje broja jedinki na svakoj polovici brasna izvr§eno je nakon
24 sata. KoriStene koncentracije odabrane su na temelju preliminarnog preliminarnog
testa provedenog sa koriStenim insekticidima. Koncentracija od 10 pg/g uzeta je kao
najvisa ne-letalna koncentracija koja ni na koji nacin nije onesposobila jedinke

crvenog brasnara. Za svaki insekticid koriSteno je 15 replika za oba eksperimenta.

Slika 11. Izlaganje kukaca na brasnu podijeljenom na dva dijela.
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2.6. ANALIZA PODATAKA

Analiza podataka je izvedena pomocu statistiCckog software-a R, verzija 3.0.2
(R Development Core Team, 2011). Za utvrdivanje repelencije insekticida, koriSten je
¥x? test u kojem su se opaZeni rezultati usporedivali s ofekivanom distribucijom.
Ocekivana distribucija bila je po 5 jedinki u svakoj polovici testne povrSine. Razina
vjerojatnosti za statistiCku znacajnost bila je p<0.05. Za tretmane u kojima je
utvrdena znacajna repelencija izraCunat je postotak repelencije (PR) prema formuli:
PR = [(N¢ - Np)/(N¢ + Ny)] x 100, gdje su N¢ i N;broj kukaca na netretiranoj (kontrolnoj)

i tretiranoj povrsini.
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3. REZULTATI

KoriStenjem originalne metode prostorne preferencije (Slika 12), odnosno
izlaganjem kukaca na filter papiru, nije utvrdena statistiCki znaCajna repelencija
istrazivanih insekticida. Distribucije odraslih jedinki vrste Tribolium castaneum na
tretiranim i netretiranim polovicama filter papira 24 sata nakon izlaganja dimetoatu,

pirimifos-metilu i deltametrinu prikazane su na Slici 12.

Tablica 1. Broj kukaca na tretiranoj (Nc1) i ne-tretiranoj (Nk) polovici filter papira
nakon izlaganja dimetoatu, pirimifos-metilu i deltametrinu primjenom originalne

metode prostorne preferencije.

Dimetoat Pirimifos-metil Deltametrin
c; =50 ug/mL c; =1 pg/mL c1 =10 pg/mL
Nc1 Nk Nc1 Nk Nc1 Nk
5 5 1 9 3 7
3 7 8 2 3 7
8 2 5 5 0 10
1 9 1 9 5 5
7 3 5 5 8 2
5 5 4 6 4 6
A .B c
5 -
) o o ;
kon{rola dimletoat konltrola pirimifc;s-metil kor;trola deltar;'letrin

Slika 12. Distribucija kukaca izmedu ne-tretirane (kontrola) i tretirane (insekticid)
polovice filter papira 24 sata nakon izlaganja A) dimetoatu, B) pirimifos-metilu i C)

deltametrinu. Nisu utvrdene znacajne razlike.
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Primjenom modificirane metode prostorne preferencije (Tablica 2-4 i Slika 13-15) u

slu€aju izlaganja organofosfatima dimetoatu (Tablica 2 i Slika 13) i pirimifos-metilu

(Tablica 3 i Slika 14), znaCajna repelencija nije utvrdena.

Tablica 2. Broj kukaca na ne-tretiranom (Ng) i tretiranom (Nc1) brasnu te na brasnu

tretiranom manjom koncentracijom (N¢2) i vecom koncentracijom (Nc1) nakon

izlaganja dimetoatu primjenom modificirane metode prostorne preferencije.

Dimetoat
Nk Ne1 Nec2 Nec1
(K=kontrola) | (c1=10 ug/g) | (c2=1 pglg) | (c.=10 ug/g)
6 4 4 6
10 0 6 4
6 4 6 4
6 4 7 3
9 1 7 3
7 3 6 4
6 4 6 4
8 2 8 2
7 3 5 5
2 8 9 1
4 6 8 2
2 8 8 2
6 4 5 5
7 3 6 4
5 5 10 0
: 5 5 |
g g
2 —7— ERS — ,
£ ‘ : £ : :
@ : @ :
@© H @©
5 T —_— S < -
o o
© )
8 o . S
kontrola dimetoat 10 pg/g dimetoat 1 pg/g dimetoat 10 ug/g

Slika 13. Distribucija kukaca na brasnu tretiranom dimetoatom; A) distribucija izmedu

ne-tretiranog (kontrola) i tretiranog (dimetoat) brasna i B) distribucija izmedu nize (1

Mg/g) i visSe (10 ug/g) koncentracije dimetoata. Nisu utvrdene znacajne razlike.
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Tablica 3. Broj kukaca na ne-tretiranom (Ng) i tretiranom (N¢;) bradnu te na brasnu
tretiranom manjom koncentracijom (Ng) i vecom koncentracijom (Nc;) nakon

izlaganja pirimifos-metilu primjenom modificirane metode prostorne preferencije.

Pirimifos-metil
NK Ncl Nc2 Ncl
(K= kontrola) | (c;=10 pgl/g) | (co=1 uglg) | (c1= 10 ug/g)
7 3 9 1
9 1 7 3
5 5 4 6
6 4 4 6
6 4 8 2
9 1 3 7
7 3 5 5
6 4 1 9
4 6 3 7
9 1 4 6
4 6 I 3
7 3 6 4
9 1 3 7
8 2 6 4
5 5 6 4
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kontrola pirimifos-metil 10 pg/g pirimifos-metil pirimifos-metil
1 ug/g 10 pg/g

Slika 14. Distribucija kukaca na brasnu tretiranom pirimifos-metilom; A) distribucija
izmedu ne-tretiranog (kontrola) i tretiranog (pirimifos-metil) brasna i B) distribucija
izmedu nize (1 ug/g) i viSe (10 pg/g) koncentracije pirimifos-metila. Nisu utvrdene

znacajne razlike.
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Upotreba brasna kao supstrata utjecala je na repelentni u€inak deltametrina te je 24
sata nakon izlaganja deltametrinu utvrdena statisticki zna€ajna repelencija (Tablica 4
i Slika 15).

Tablica 4. Broj kukaca na ne-tretiranom (Ng) i tretiranom (N¢;) brasnu te na brasnu
tretiranom manjom koncentracijom (N¢2) i vecom koncentracijom (Nci1) nakon

izlaganja deltametrinu primjenom modificirane metode prostorne preferencije.

Deltametrin
Nk Ne1 Nc2 Nc1
(K= kontrola) | (c1=10 pgl/g) | (c.=1 pgl/g) | (c1=10 pg/g)
6 4 10 0
10 0 10 0
5 5 10 0
3 7 6 4
7 3 9 1
6 4 9 1
5 5 8 2
6 4 10 0
8 2 10 0
9 1 9 1
10 0 9 1
8 2 9 1
10 0 8 2
10 0 9 1
6 4 8 2
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kontrola deltametrin10 pg/g deltametrin 1 ug/g  deltametrin 10 pg/g

Slika 15. Distribucija kukaca na brasSnu tretiranom deltametrinom; A) distribucija

)
izmedu ne-tretiranog (kontrola) i tretiranog (deltametrin) brasna i B) distribucija
izmedu nize (1 pg/g) i vise (10 ug/g) koncentracije deltametrina. Znacajne razlike

(P<0.05) u distribucijama oznacene su *.

Postotak repelencije iznosio je 45.33% u slu€aju izlaganja u posudama napunjenima
netretiranim brasnom i brasnom tretiranim deltametrinom te 78.67% u slucaju
izlaganja u posudama napunjenim brasnom tretiranim niZzom i viSom koncentracijom

deltametrina.
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4. RASPRAVA

Pri planiranju ucCinkovite strategije kontrole studije utjecaja pesticida na
populacije skladisnih Stetnika su od velike vaznosti. Takoder je bitno istraZiti i biotiCke
Cimbenike koji uklju€uju repelenciju insekticida te bihevioralno izbjegavanje
insekticidnih tretmana (Watson i Barson, 1995). Ako se ponasanje kukca modificira
na nacin da on izbjegava insekticidne tretmane, njegove se Sanse za prezivljavanje
mogu znatno povecati te tako insekticidni tretman postaje manje ucinkovit, a kontrola

populacije Stetnih kukaca postaje teza (Pinniger, 1975; Barson i sur., 1992, 1995).

Rezultati nakon primjene originalne i modificirane metode prostorne
preferencije nisu pokazali znaCajnu repelenciju u slu€aju izlaganja jedinki vrste
Tribolium castaneum organofosfatima. Prilikom izlaganja deltametrinu koriStenjem
originalne metode distribucija kukaca nije pokazala izbjegavanje tretirane polovice
filter papira, dok je nakon primjene modificirane metode, odnosno koristenja brasna
kao supstrata, utvrdena statistiCki znaCajna repelencija. S obzirom da je statisticki
znacajna repelencija utvrdena samo kada se koristila modificirana metoda, utjecaj
supstrata je jasno vidljiv. Prisutnost braSna omogucila je kukcima lakSe kretanje u
usporedbi sa izlaganjem na filter papiru te je takoder koli¢ina koriStenog brasna bila
dovoljna da bi se kukci ukopali. Dakle, prilikom primjene modificirane metode, tijela
kukaca su bila potpuno prekrivena braSnom i kontaktna povrsina je bila znacajno
veca. Takoder, kukci su se puno tezZe kretali po filter papiru te su se Cesto preokretali,
Sto je vjerojatno utjecalo na njihovo izbjegavanje tretiranih povrSina, dok im je
kretanje unutar brasna bilo puno lak$e. Uvijeti izlaganja i dobiveni rezultati ukazuju da
je modificirana metoda prostorne preferencije prikladnija za procjenu repelentnog

ucinka insekticida kod vrste Tribolium castaneum.

Deltametrin je pokazao dobra repelentna svojstva kada se Kkoristila
modificirana metoda prostorne preferencije. lzbjegavanje povrSina tretiranih
deltametrinom kod vrste Tribolium castaneum koje je istrazeno u ovim bioesejima
najvjerojatnije je uzrokovano kontaktnom repelencijom ili iritabilnoS¢u, prilikom koje je
kukac stimuliran da napusti neposredno toksicno okruzZenje nakon kontakta sa
tretiranom povrS§inom (Lockwood et al., 1984). S obzirom da biokemijska/fizioloSka
otpornost na insekticid moze biti pojaCana bihevioralnim izbjegavanjem tretiranih

povrSina (Watson and Barson, 1995), pri procjeni insekticida za primjenu u smislu
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rezidualnih tretmana u skladistima Zzitarica i prehrambenih proizvoda, od presudne je
vaznosti ukljuciti i detaljnu procjenu utjecaja insekticida na ponaSanje kukca. Ova
studija je pokazala da orginalna metoda prostorne preferencije, koja je do sada bila
najceSce koriStena za procjenu repelentnih ucCinaka insekticida, nije prikladna za
dobru procjenu repelentnog ucinka ispitanih insekticida, a mozda i drugih sintetikih
insekticida, na jedinke vrste T. castaneum. Prikladnija metoda za ovakva istrazivanja
bila bi modificirana metoda koja uklju€uje primjenu brasna, zrnja i slicnih supstrata na

kojima se insekticidi obicno i apliciraju u skladistima.
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5. ZAKLJUCCI

Za valjanu procjenu repelentnog djelovanja neke tvari na skladisne Stetnike
eksperimentalni uvjeti trebaju Sto vise nalikovati stvarnim uvjetima u skladistu.

Za djelotvornu kontrolu populacije kukaca koji Cine Stete u skladistima, vrlo je
bitno znati ima li supstrat na koji se insekticid primjenjuje utjecaja na konacni
ucinak insekicida.

Prisutnost bradna utjecala je na djelotvornost pesticida te je stoga u buduéim
istraZivanjima nuzno istraziti utjecaj drugih supstrata na performanse pesticida
kako bi se bolje procijenile koncentracije potrebne za uCinkovitu zastitu Zitarica
u skladistima.

S obzirom da je repelencija na skladidnim Stetnicima opc¢enito slabo istraZzena,
ta tema bi u buducnosti trebala biti viSe zastupljena u znanstvenim
istrazivanjima.

Za repelentni ucinak nekog pesticida dovoljno je Koristiti manje (subletalne)
doze, za razliku od doza potrebnih za usmrcivanje ciljnih organizama (letalne
doze) koje su puno vece te bi se ovakvom primjenom pesticida smanjila

njihova sveukupna potrosnja.
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