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Efekty uboczne na Trichogramma cacoeciae

Zakres

Niniejsza norma opisuje sposob prowadzenia badan nad
ocena skuteczno$ci efektow ubocznych $rodkéw ochrony
ro$lin na Trichogramma cacoeciae.

Zatwierdzenie normy i poprawki

Po raz pierwszy zatwierdzono we wrze$niu 1992.
Zgodnie z poprawkami wniesionymi do tekstu normy w
1998.

Pasozyty rodzaju Trichogramma wystepuja globalnie i
odgrywaja wazna rol¢ jako naturalni wrogowie
huskoskrzydtych organizméw szkodliwych na szerokim
zakresie ptodow rolnych. Uzycie kruszynka —
Trichogramma w zwalczaniu biologicznym zyskato
szerokie zainteresowanie w wielu krajach. Okoto 10
roznych gatunkow  Trichogramma jest masowo
hodowanych w celu zwalczania szkodnikéw na
kukurydzy, trzcinie cukrowej, ryzu, bawelnie, soi,
buraku  cukrowym, warzywach oraz  so$nie
przynajmniej w 13 krajach.

Podobnie jak u innych naturalnych wrogdéw, wazne jest
posiadanie pewno$ci, ze S$rodki ochrony ro$lin
stosowane przeciwko szkodnikom odnosnej rosliny nie
poczynia  zadnych szkod w populacjach
Trichogramma.  Dla tego celu podczas procesu
rejestracji moze okaza¢ si¢ konieczne dostarczenie
dowodéw na to, ze zostaly przeprowadzone badania,
ktére wykazuja bezpieczenstwo rzeczonego S$rodka.
Przedstawione sa tu cztery doswiadczenia (trzy
laboratoryjne i jedno w warunkach polowych), ktérych
mozna uzy¢ w celu dostarczenia takich dowodow
poprzez pomiar stopnia obecnosci pasozytow.

Trzy opisane do$wiadczenia laboratoryjne sa to: (1)
wystawienie dorostych osobnikow Trichogramma na
warstwe §wiezej pozostatosci pestycydu na plytkach
szklanych; (2) bezposredni oprysk larw Trichogramma
w jajach zywiciela; (3) badanie efektu trwatego
dziatania starych pozostatos$ci na osobniki doroste. Do
badania zostal wybrany gatunek Trichogramma
cacoeciae (TRIGCC) (btonkoskrzydte,
Trichogrammatidae), lecz moga by¢ uzyte wszelkie
inne gatunki partenogenetycznych Trichogramma. W
niniejszej normie skosnik zbozowiaczek — Sitotroga
cerealella (SITTCE) zostal wybrany jako zywiciel, ale
inne zawisaki — Lepidoptera (np. mklik maczny
Ephestia kuehniella, EPHEKU) mogtyby zosta¢ uzyte.
Badania  opracowano  wedhig standardowych
wytycznych  (Hassan, 1985) Grupy Roboczej
'Pestycydy a organizmy pozyteczne’ IOBC/WPRS
(Zachodniej  Palearktycznej  Sekcji  Regionalnej
Migdzynarodowej Organizacji Zwalczania
Biologicznego — West Palaearctic Regional Section of
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the International Organization for Biological Control).
Weczesniejsza wersja tej normy zostala opublikowana
przez Hassana (1974, 1977, 1980).

Majac rozeznanie, ze zadna pojedyncza metoda
badania nie moze dostarczy¢ wystarczajacych
informacji do klasyfikacji efektéw ubocznych
pestycydoéw na naturalnego wroga, wazne jest



rowniez podkreslenie, iz nie przewiduje sig
przeprowadzenia wszystkich tych badan. Poniewaz
badania w warunkach polowych sa czasochtonne i
kosztowne, pierwsze badanie laboratoryjne moze
postuzy¢ do klasyfikacji wielu produktow jako
zdecydowanie nieszkodliwych, bez uciekania si¢ do
badan polowych. Decyzje co do tego, ktére badania
nalezy przeprowadzi¢ i czy przechodzi¢ od jednego
badania do drugiego bgda uzaleznione od
charakterystyki $rodka ochrony roslin, jego sposobu

uzycia  oraz od  rezultatow  badan  juz
przeprowadzonych. Decyzje te mozna podjaé na
podstawie  logicznie  skonstruowanego schematu

sekwencyjnego podejmowania decyzji. Wspolny panel
EPPO/Rady Europy dotyczacy oceny zagrozenia
ekologicznego ze strony $rodkéw ochrony roslin
(Environmental Risk Assessment of Plant Protection

Products)  opracowat  obecnie  taki  schemat
(OEPP/EPPO, 1993).
1. Badanie laboratoryjne —

szczatkowe oddziatywanie
toksyczne srodkéw na dorosta
postaé Trichogramma
cacoeciae

1. Warunki doswiadczenia

1.1 Zasada doswiadczenia

Doswiadczenie przeprowadza si¢ w klatkach. Doroste
osobniki 7. cacoeciae (stadium cyklu zyciowego, ktore
jest najbardziej eksponowane na $rodki ochrony roslin)
wystawia si¢ na dziatanie resztek produktu $§wiezo
naniesionych na plytki szklane, a osobnikom
przetrwatym podaje si¢ jaja zywiciela, skosnika
zbozowiaczka — Sitotroga cerealella (Zatacznik III).
Ocenia si¢ zaro6wno $miertelnos¢ 7. cacoeciae jak i
procent pasozytowania w jajach zywiciela przez
T. cacoeciae.

1.2 Warunki doswiadczenia

Klatka do ekspozycji owada na preparat sktada si¢ z
ramy i dwoch ptytek szklanych o powierzchni 13 cn?.
Obydwie plytki szklane opryskiwane sa pestycydem
ze stacjonarnego opryskiwacza w laboratorium, np.
wiezy Pottera. Poddane opryskowi szyby mocuje si¢
na kwadratowej ramie aluminiowej jako dno i
wierzch. Rama sktada si¢ z czterech elementow o
dhugosci 13 cm, wysokosci 1,5 cm i szerokosci lem
(Rys. 1) i osadzana jest na materiale piankowym
(Tesamoll), aby uzyska¢ podktadki dla dwoch szybek.
Trzy sposrdd elementow ramy zawieraja 6 otworow
wentylacyjnych o $rednicy 1 cm (Rys. 1a). Wewngtrzna
powierzchnia ramy pokryta jest czarnym, mocno
napr¢zonym porowatym materiatem (np. Helancabatist)
dla ostony otworéw wentylacyjnych. Czwarty bok ramy
zawiera posrodku szczelinowy otwor (3,5 cm dlugosci i
1 cm wysokosci), ktory jest uzywany do wprowadzenia
jaj zywiciela na pasku papieru jak rowniez pozywki dla
pasozytow (miod/agar, patrz Zatacznik V). Dodatkowy
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otwor o S$rednicy 1 cm usytuowany obok otworu
szczelinowego uzywany jest do wprowadzania
pasozytow doswiadczalnych (Rys. 1b). Obydwa otwory
zakleja si¢ od zewnatrz czarnym papierem i tasma
samoprzylepna. W celu zniechgcenia $wiatlolubnych
pasozytow do usuwania si¢ na nieopryskane boki ramy,
krawedzie klatki przyciemniane sa przez przykrycie z
czarnego papieru z pozostawieniem niezakrytego
kwadratu o powierzchni 50 cm® w centralnej czesci
szybek. Poszczegolne elementy klatki mocuje sig
dwiema klamrami. Badania przeprowadza si¢ w
klimatyzowanej komorze przy tej samej temperaturze i
warunkach wilgotno$ci wzglednej jak przy hodowli T.
cacoeciae (por. Zatacznik II).

State, stabe, rozproszone o$wietlenie dostarczane jest
od gory (okoto 300 luksow, na przyktad dostarczane
przez pojedyncza biala zarowke uniwersalng o mocy
30W/25-2 z odlegtosci 30 cm). Dzigki statemu
o$wietleniu, pasozyty pozostaja w oswietlonej czesci
centralnej i1 unikaja nieopryskanych zaciemnionych
bokow klatki. Aby zapobiec ewentualnej akumulacji
oparéw pestycydu w klatkach, powietrze jest stale
wypompowywane z komory i wymieniane na §wieze.
Dodatkowo wszystkie klatki podtaczone sa do pompek
akwariowych systemem rur. Pompy sa tak ustawione,
zeby cale powietrze w klatkach byto wymieniane co 1-2
min. Ta prgdko§¢ wymiany powietrza nie przeszkadza
owadom i moze by¢ skalowana poprzez wprowadzenie
pewnej ilosci widocznego dymu do jednej z klatek.



1.3 Przygotowanie owada

Poniewaz T. cacoeciae jest partenogenetyczna
(dzieworodna), istnieja tylko samice. Nie jest zatem
konieczne selekcjonowanie owadoéw dla zapewnienia
homogenicznosci  plciowej. Do  eksperymentow
przygotowywane sa pasozyty w jednakowym wieku.
Jaja zywiciela porazone sa larwami pasozyta T.
cacoeciae 1 pozostawiane do pojawienia si¢ pasozytow.
Swieze jaja S. cerealella sa przyklejane substancja o
nazwie Traganth (Zatacznik IV) w kregach na paskach
cienkiego papieru (Rys. 2). Kazdy krazek ma 1,2 cm
$rednicy i zawiera okoto 400-500 jaj. W celu uzyskania
dorostych form pasozytéw w jednakowym wieku, paski
z jajami (arkusze z jajami) S. cerealella umieszczane sa
w miejscach hodowli Trichogramma 1 zabierane po
uplywie 24 godzin. Pasozyty pozostajace na paskach z
jagami  sa  zdmuchiwane; dmuchanie dymem
papierosowym jest skuteczniejsze, poniewaz zabija T.
cacoeciae 1 zapewnia brak wszelkiego dalszego

pasozytowania. Porazone larwami pasozyta jaja sa
pdzniej przetrzymywane w klimatyzowanej komorze, w
identycznych warunkach jak pokazano w Zalaczniku I.
Pasozyt rozwija si¢ do formy dorostej w ciagu okoto 12
dni (Rys. 3). Dwa dni przed wykluciem sig, czarne jaja
zawierajace larwy pasozytow sa przenoszone do 'rur
legowych' w celu wykorzystania w eksperymentach
(Rys. 4). Rury lggowe moga by¢ wykonane z
dostgpnych w handlu amputek szklanych (12cm
dlugosci i 22 mm S$rednicy) z czubkiem ostrego
zakonczenia odcigtym w taki sposob, zeby pozostat
otwor o srednicy okoto 7mm. Jeden krazek porazonych
pasozytami jaj zywiciela wraz z paskiem papieru
(6 x 1 cm) z pozywka miodowo-agarowa (Zatacznik V)
wprowadza si¢ do rury, ktora zatyka si¢ przy obu
koncach biatym plotnem i1 opaskami gumowymi.
Midd/agar powinien by¢ natozony cienkimi paskami,
aby osobniki 7. cacoeciae nie przylepily si¢ do niego.
Doroste formy pasozytow wylggaja si¢ 1 sa
pozostawione w rurze do osiagnigcia wieku 24 godzin.

Rys. 1. Boki ramki aluminiowe;
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1.4 Przygotowanie organizmu zywiciela

Jak pokazano powyzej, T. cacoeciae podaje si¢ jaja
zywiciela S. cerealella do porazenia pasozytami. Aby
utatwi¢ obrobke, jaja sa naklejone na paski cienkiego
bialego papieru. Klej Traganth (Zatacznik 1V)
rozprowadza si¢ rowno na krazkach papierowych przy
uzyciu pedzla i okraglej ramki z tworzywa sztucznego.
Ramke podnosi si¢ ostroznie, a jaja S. cerealella sa
rozsypywane przez drobne sitko (oczko 0,5 mm) na
pokryte klejem obszary (Rys. 2). Tylko $wieze, biale
lub zottawe jaja (okoto jednodniowe) sa uzywane do
eksperymentu, natomiast nie uzywa si¢ starszych,
czerwonych jaj lub zlepkow.

1.5 Projekt i uktad doswiadczenia

Kombinacje  doswiadczenia:  poletka  chronione
badanym preparatem (preparatami) i poletko kontrolne
traktowane woda z kranu.

Rozmiar poletka: jedna klatka (200-300 pasozytow).
Liczba powtorzen: przynajmniej 3.

2, Stosowanie zabiegéw

Srodek jest aplikowany w najwyzszej koncentracji
okreslonej w  zaleceniach dla przewidywanego
zastosowania (rozcienczony woda z kranu) na ptytki
szklane, aby zapewni¢ standardowa jednakowa warstwe
(1-1.5 mg plynu cm?). Mozna to wykonaé w
laboratoryjnej wiezy opryskowej. Kropelki powinny
pokry¢ okoto 80% powierzchni szkta. Plytki szklane
niepoddanej  zabiegowi  probki  kontrolnej  sa
opryskiwane woda z kranu. Plytki suszy si¢ w
temperaturze pokojowej przez trzy godziny, a nastgpnie
sktada sig klatki (patrz 1.2). Tylko kwadratowy obszar
o wymiarach 10x 10 cm w centralnej czgsci kazdej
plytki szklanej jest opryskiwany insektycydem. Aby
unikna¢ skazenia podkladek klatki z pianki Tesamoll,
brzeg plytek szklanych jest zabezpieczony przed
opryskiem  poprzez  zastonigcie go  podczas
dokonywania oprysku ramka z tworzywa sztucznego o
wymiarach 14 x 14cm z centralng kwadratowa
przestrzenia o wymiarach 10 x 10cm.

3. Przeprowadzanie doswiadczenia

Doroste osobniki 7. cacoeciae wprowadza si¢ do klatki
poprzez otwarcie rury wylggowej od strony ostro
zakonczonej, zaciemnienie jej ostona z czarnego
papieru i poftaczenia jej z klatka przez godzing. T.
cacoeciae, zwabione przez S$wiatto wyjda z
zaciemnionej rury do o$wietlonej klatki; daje to
pewnos$é, ze wszystkie doroste osobniki znajdujace si¢
w klatce wylegly si¢ juz w rurze, zatem ich czas
ekspozycji na poddanej zabiegowi powierzchni jest
staty. W celu obliczenia liczby pasozytow
wchodzacych do klatki (patrz nastgpny rozdziat), rura
wylegowa jest zamykana ponownie i trzymana przez
nastgpne 4 dni w komorze, aby umozliwi¢ wyleg
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pozostatym T. cacoeciae.

Pasozytom w klatkach dostarcza si¢ pozywke
miodowo-agarowa podawana na waskim pasku papieru
o wymiarach 10x 0.5 cm. Badanie zaczyna si¢ 24-
godzinnym okresem wymuszonej ekspozycji bez
obecnosci jaj zywiciela, zatem wszelkie mozliwe efekty
toksyczne produktu pojawia si¢ zanim osy zaczna
poraza¢ jaja pasozytami. Razem z okresem
wymuszonej ekspozycji do§wiadczenie trwa przez 7 dni
(Rys. 3). Jesli wystapi catkowita $miertelno$¢ w ciagu
poczatkowych 24 godzin wstepnej ekspozycji, badanie
zostaje przerwane. W innym razie okoto 5000 jaj S.
cerealella podaje si¢ w kazdej klatce w drugim, trzecim
i piatym dniu eksperymentu. Jaja te podaje si¢ na
paskach papieru, na kazdym z nich jest 6 krazkow z
jajami, kazdy krazek ma 1,45 cm $rednicy. Obok jaj, w
odleglosci 3-5 mm umieszcza si¢ pozywke miodowo-
agarowa. Paski papieru z jajami zywiciela wprowadza
si¢ przez szczelinowy otwor w klatce przy uzyciu
pesety. Nowe krazki z jajami umieszcza si¢ nad
starymi. Wazne jest umieszczenie wszystkich krazkow
w oswietlonej czgsci klatki. Liczba jaj podawanych
podczas badania jest regulowana w celu dopasowania
do maksymalnej wydolno$ci os w porazeniu jaj
pasozytami. Pod koniec do$wiadczenia (w Osmym
dniu) klatki demontuje sig¢, a paski z jajami
przechowuje w komorze klimatyzowanej w celu
ewaluacji. Pozywka miodowo-agarowa na paskach
papieru powinna by¢ usunigta przez odcigcie papieru,
aby kartoniki z jajami nie przykleily si¢ do siebie.

4. Sposoéb oceny

Osy, ktére weszly do klatki, liczone sa poprzez
badanie rury lggowej. Poniewaz pewna liczba
pasozytow wylega si¢ w rurach po rozpoczegciu
eksperymentu, rura lggowa powinna by¢ zbadana nie
wczesniej, niz 4 dni po rozpocz¢ciu badania. Wszystkie
porazone pasozytami jaja S. cerealella na krazkach z
jajami o $rednicy 1.2 cm (o czarnym zabarwieniu) sa
liczone, a liczba dorostych osobnikéw T. cacoeciae
przyklejonych na paskach pozywki lub pozostajacych
w rurze jest odejmowana. Jaja gospodarza porazone
pasozytami w trakcie doswiadczenia sa liczone na
paskach z jajami 8-9 dni po wprowadzeniu konkretnego
paska. W tym czasie porazone jaja sczernialy i sa tatwo
rozpoznawalne. Po wylegu larw S. cerealella, jaja
nieporazone pozostaja zottawe. Jesli jaja porazone nie
zostana policzone do jedenastego dnia po wystawieniu
na porazenie, jaja powinny by¢ podgrzane do 70°C
przez okoto 30 min. Powstrzyma to T. cacoeciae od
wylegu nie wplywajac na czarne zabarwienie jaj
porazonych, po czym paski mozna przechowywaé w
lodéwce do policzenia pdzniej.

5. Wyniki

Liczone sa porazone jaja na kazda klatke. Srednia
zdolnos$¢ (rate) porazania na samicg jest obliczana dla
wszystkich klatek i paskow z jajami. Dla kazdego
badanego srodka, $rednia redukcja zdolnosci porazania



jest obliczana jako procent od grupy kontrolne;.
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Il. Badanie laboratoryjne — bezposrednia
toksycznos¢ srodkéw na larwy
Trichogramma cacoeciae

1. Warunki doswiadczenia

1.1 Zasada doswiadczenia

Dojrzate larwy T. cacoeciae w jajach S. cerealella

(stadium cyklu zyciowego, ktore jest najmniej
eksponowane na Srodki ochrony ro$lin) sa
bezposrednio opryskiwane preparatem. Zdolno$¢

dorostych osobnikéw do porazania jaj larwami jest
porownywana do osobnikdw z grupy kontrolnej
traktowanej woda.

1.2 Warunki doswiadczenia

Okoto jednodniowe jaja S. cerealella sa przyklejane do
krazkow o srednicy 1.2 cm (400-500 jaj) na paskach
papieru i eksponowane na porazenie pasozytami przez
T. cacoeciae w ciagu 24 godzin (patrz 1.1.3 oraz 1.1.4).
Porazone jaja sa pozostawiane na 7 dni w celu
rozwinigcia si¢: 16 godzin o$wietlenia, 28°C, 50-
70% wilgotnosci wzglednej 8 godzin zaciemnienia, 18°
C, 80-90% wilgotnosci wzgledne;.

1.3 Projekt i uktad doswiadczenia

Kombinacje  doswiadczenia:  poletka  chronione
badanym preparatem (preparatami) i poletko kontrolne
traktowane woda.

Rozmiar poletka: jeden krazek z jajami (300-400
porazonych jaj).
Liczba powtorzen: 3.

2, Stosowanie zabiegéw

Zabieg przeprowadzany jest w siodmym dniu przez
dokonanie oprysku trzech krazkéw z jajami (czarnymi
jajami zawierajacymi larwy) kazdym ze $rodkow, ktory
ma by¢ wyprobowany. W kazdym eksperymencie 3
krazki sa opryskane woda jako grupa kontrolna. Proces
oprysku, st¢zenie i stosowana dawka podane sa w
rozdziale 1.2. Niepoddana zabiegowi grupa kontrolna
opryskiwana jest woda z kranu.

3. Przeprowadzenie doswiadczenia i sposéb
oceny

Po dokonaniu oprysku, poddane zabiegowi jaja sa
pozostawione mna 3 godziny do wyschnigcia,
przenoszone do nowych pojemnikéw, a nast¢pnie
pozostawiane do rozwinigcia si¢ w standardowych
warunkach eksperymentalnych. Na dwa dni przed
wykluwaniem, opryskiwane czarne jaja zawierajace
larwy T. cacoeciae sa przenoszone do rur lggowych
(I.1.3). Wylggajace si¢ pasozyty, jesli sa, poddaje si¢
probie na zdolno$¢ porazania pasozytami jaj zywiciela.
Uzywa si¢ tych samych klatek jak w 1.1.2., ale bez
traktowania plytek szklanych. Stosowana jest ta sama
metoda co w pierwszym badaniu laboratoryjnym.
(I.1.3). Oceng stopnia porazenia jaj przeprowadza sig
tak, jak podano w [.4.
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4. Wyniki

Procent porazenia jaj i jakakolwiek redukcja porazenia
dla kazdego z badanych produktow sa kalkulowane jak
w L5.

lll. Badanie laboratoryjne — trwata
toksycznosé srodkéw na doroste osobniki
Trichogramma cacoeciae

1. Warunki doswiadczenia

1.1 Zasada doswiadczenia

Aby oceni¢ dlugo$¢ oddziatywania toksycznego,
produkt aplikuje si¢ na doniczkowa winoro$l Vitis
vinifera (VITVI). Z doswiadczenia wiadomo, ze
odmiana winorosli Miiller-Thurgau jest odpowiednia
ro$ling doswiadczalng, ale moze by¢ uzyta dowolna
inna roslina uprawna z lis¢émi odpowiedniej wielkosci i
umiarkowana gruboscia warstwy wosku (taka jak
jabton Malus x domestica (MABSD). Po wysuszeniu i
postarzeniu osadu w warunkach polowych lub ich
symulacji przez dany okres, dojrzale osobniki T.
cacoeciae eksponuje si¢ na osad na lisciach w klatkach
doswiadczalnych 1 ocenia zdolno§¢ porazania
pasozytami.

1.2 Warunki doswiadczenia

Poddane zabiegom ro$liny sa umieszczane albo na
polu, albo w komorze klimatyzowanej w
symulowanych ~ warunkach  polowych letnich.
Eksperymenty wykazaly, ze migdzy tymi dwoma
czynnikami klimatycznymi istnieje S$cisly zwiazek.
Rodliny trzymane na polu s3a utrzymywane pod
przezroczysta ostona przeciwdeszczowa z folii
polietylenowej o wysokosci 50-100 cm. W celu
ekspozycji roslin na bezposrednie nastonecznienie,
ostong przeciwdeszczowa co tydzien zdejmuje si¢ na 3
godziny.

W komorze klimatyzowanej (0.40 nT'), nastepujace
warunki sa odpowiednie do symulacji warunkow
polowych: 13 godzin w temperaturze 27°C, 65%
wilgotnosci wzglednej — 11godzin w temperaturze 17°
C, 95% wilgotnosci wzglednej oraz 15 godzin
oéwietlenia — 9 godzin zaciemnienia. Swiatla w
komorze moga dostarcza¢ $wietlowki OSRAM-L (2
White-Universal 30 W/25-2; 2 Fluora 30 W/77-2; 2
Warmtone de Luxe 30 W/32-2 i 1 Fluorescence-Black-
Light 20 W/73), dostarczajac calkowita ilos¢ 2000
lukséow z odleglosci 30 cm od lamp o znacznej
rozpigtosci spektrum dlugosci fal. Oprocz dwoch
wentylatorow  rozprowadzajacych  powietrze @ w
komorze, pompa powietrzna Helios R 10
(Schwenningen, DE) o wydajno$ci 95 nt h' jest
odpowiednia do wymiany powietrza. Te warunki
mozna symulowaé rowniez w odpowiedniej szklarni.
Korzystanie ze sztucznie uzyskanych warunkow
klimatycznych pozwala prowadzi¢ eksperymenty o
kazdej porze roku.



1.3 Projekt i uktad doswiadczenia

Kombinacje  doswiadczenia:  poletka  chronione
badanym preparatem (preparatami) i poletko kontrolne
traktowane woda.

Rozmiar poletka: jedna klatka z poddanymi zabiegowi
lisémi.

Liczba powtorzen: przynajmniej 3.

2, Stosowanie zabiegéw

Poszczegdlne rosliny sa uprawiane w doniczkach o
$rednicy 15 cm 1 wysokosci 16 cm w warunkach
polowych lub szklarniowych. Ro$liny powinny
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mie¢ przynajmniej 30-40 cm wysokosci i mie¢ okoto
10 lisci. Po wypuszczeniu pgdow, rosliny potrzebuja
przynajmniej 6 tygodni dla osiagnigcia wysokosci 40
cm; wyzsze rosliny sa przycinane. Kazda roslina jest
uzywana do badania tylko jednokrotnie. Produkt
powinien by¢ stosowany na rosliny do$wiadczalne az
do wyczerpania, przy uzyciu sprzgtu zapewniajacego
rowne rozprowadzenie produktu na catlym poletku.
Produkt powinien by¢ stosowany w najwyzszej dawce
zalecanej dla zamierzonego zastosowania. Po
dokonaniu oprysku, ro$liny pozostawia si¢ do
wyschnigcia w miejscu o dobrej wentylacji.

3. Przeprowadzanie doswiadczenia i sposéb
oceny

Badania ekspozycji prowadzi si¢ po 3, 10, 17, 24 i 31
dniach po dokonaniu zabiegu na krzewach winorosli.
Liscie z osadem zrywa si¢ i rozklada wewnatrz klatki
ekspozycyjnej (tej samej klatki jak opisana pod 1.1.2,
ale z szybkami niepoddanymi zabiegowi), aby pokry¢
cala dolna powierzchnig. Masowo hodowane w
laboratorium 7. cacoeciae wprowadza si¢ do tych
klatek ekspozycyjnych. Klatki z li§¢émi umieszcza si¢
pézniej w klimatyzowanej komorze. Wplyw na
zdolno$¢ porazania pasozytami ocenia si¢ w ten sam
sposob jak w pierwszym badaniu laboratoryjnym (patrz
1.4).

4. Wyniki

Liczba porazonych pasozytami jaj obliczana jest dla
kazdej klatki.

Sredni stopiefi porazenia pasozytami na samice jest
obliczana dla wszystkich klatek. Dla kazdego badanego
produktu, S$rednia redukcja dokonania porazenia
obliczana jest jako procentowa cz¢$¢ partii kontrolne;.
Redukcja w wydajnosci porazenia pasozytami
obliczona dla kazdego badania ekspozycji w roznych
interwatach czasowych po zastosowaniu jest naniesiona
na skale probitowa w zaleznos$ci od czasu. Czas trwania
aktywnosci toksycznej jest to czas potrzebny osadowi
pestycydu na utrat¢ skutecznosci, zeby osiagnaé
redukcj¢ w porazaniu pasozytem nizsza niz 50%, w
poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

IV. Doswiadczenie w warunkach polowych
do badania efektéw ubocznych produktéow
na Trichogramma spp.

1. Warunki doswiadczenia

Wszystkie produkty nieklasyfikowane po
weczesniejszych doswiadczeniach powinny by¢ poddane
doswiadczeniu w warunkach polowych.

1.1 Organizmy badane, wybér roliny uprawnej i
jej odmiany

Organizm  badany: mozna  uzy¢
odpowiedniego gatunku Trichogramma.

dowolnego
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Dos$wiadczenie mozna przeprowadzi¢ na dowolnych
drzewach owocowych np. jabtoni Malus x domestica
(MABSD), czeresni Prunus avium (PRNAV) lub
uprawy polowej, np. pszenicy Triticum aestivum
(TRZVX). Mozna uzy¢ dowolnej ro§liny.



1.2 Warunki doSwiadczenia

Doswiadczenie powinno by¢ przeprowadzone w sadzie
owocowym lub na polu, ktére ostatnio nie byto
traktowane zadnymi $rodkami ochrony ro$lin. Gatunek
Trichogramma sp. wypuszcza si¢ na pole poprzez
roztozenie kartonow z porazonymi jajami S. cerealella,
niedlugo przed wykluciem. Ro$linno$¢ 1 warunki
uprawowe, temperatura i wilgotno$¢ powinny by¢
jednakowe dla wszystkich poletek dos§wiadczalnych.

1.3 Projekt i uktad doswiadczenia

Kombinacje  doswiadczenia:  poletka  chronione
badanym preparatem (preparatami), preparatem
poréwnawczym i poletko kontrolne, traktowane woda,
powinny by¢ rozmieszczone wedlug odpowiedniego
uktadu statystycznego.

Rozmiar  poletka (bez  paséw  ochronnych):
przynajmniej 3 duze drzewa lub 100 n? mniejszych
drzew lub uprawa polna. Odleglos¢ pomigdzy
traktowanymi poletkami powinna wynosié
przynajmniej 10 m upraw, ale dla ro$lin niskich moze
by¢ wskazane zwigkszenie odstgpow migdzy poletkami.
Odlegtos¢ migdzy traktowanymi a nietraktowanymi
poletkami powinna wynosi¢ 30-50 m.

Liczba powtorzen: przynajmniej 3.

W celu uzyskania dalszych informacji odno$nie
projektu badan, zob. Normg¢ EPPO PP 1/152
Planowanie i analiza badan oceniajacych skutecznos¢.

2. Stosowanie zabiegéw

2.1 Badany preparat (preparaty)

Oceniany  preparat  (preparaty) powinien by¢
konkretnym $rodkiem ochrony ro$lin o okreslonej
formulacji  (zob. Normy EPPO PP  1/181
Przeprowadzanie i raporty z badan nad ocena
skutecznosci).

2.2 Preparat poréwnawczy

Preparat porownawczy powinien by¢é srodkiem do
uzytku w uprawach owocow lub polowych, znanym z
praktycznej skutecznosci w warunkach uprawy i

zdrowotnosci roslin oraz w warunkach
Srodowiskowych  (wlqcznie z  klimatycznymi) na
obszarze, na  ktorym ma by¢  prowadzone

doswiadczenie. Przynajmniej jeden powinien by¢
uznany za nieszkodliwy, a inny uznany za szkodliwy
dla gatunkéw Trichogramma. W zasadzie mechanizm
dziatania, terminy i metody stosowania powinny byc¢
jak najbardziej zblizone do tych dla badanego $rodka.

2.3 Sposob stosowania

Sposdb  stosowania winien odpowiadaé
standardom stosowanym w praktyce.

dobrym
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2.3.1 Sposob wykonania zabiegu

Sposob  wykonania zabiegu (np. opryskiwanie)
powinien by¢ zgodny z zaleceniami dla danego $rodka
ochrony roslin.

2.3.2 Rodzaj sprzetu

Zabiegi nalezy stosowaé przy pomocy sprzetu, ktory
zapewnia roéwnomierne rozmieszczenie produktu na
caltym poletku. Czynniki, ktére moga wplynaé¢ na
oddzialywanie na gatunek Trichogramma (takie jak
ci$nienie robocze, rodzaj dyszy) powinny by¢ zgodne z
zaleceniami. Szczeg6lna uwage nalezy poswigcic
uniknigciu znoszenia preparatu.

2.3.3 Terminy stosowania

Zabieg powinien by¢ przeprowadzony po jednym dniu
od wystapienia glownej fali wylggu gatunku
Trichogramma.

2.3.4 Dawki i objetosci

Preparat powinien w zasadzie by¢ stosowany w
dawkach okreslonych w zaleceniach.  Stosowana
dawka powinna by¢ wyrazona w kg (lub litrach)
produktu na 1 ha. Przydatnym moze réwniez okazac si¢
zapisaniec dawek w g substancji aktywnej na ha. W
przypadku opryskiwania, nalezy rowniez podac
informacje dotyczace st¢zenia (%) oraz objetosci wody
(L ha').

Nalezy odnotowac¢ wszelkie odchylenia od zalecanego
dawkowania.

2.3.5 Dane dotyczqce innych srodkow ochrony roslin

Prawdopodobienistwo ~ wspotdziatania z  innymi
srodkami ochrony roslin powinno by¢ ograniczone do
minimum.

3. Sposob zbierania i rejestrowania wynikéw
oraz dokonywania pomiarow

3.1 Dane meteorologiczne

Przez caly okres prowadzenia do$wiadczenia nalezy
zapisywaé temperaturg, wilgotno$¢é, a jesli ma to

zastosowanie, informacje  dotyczace  programu
sztucznego o$wietlenia i podlewania.

3.2 Sposob, terminy oraz czestotliwosc
dokonywania oceny

3.2.1 Rodzaj danych

Oceng prowadzi si¢ poprzez losowe roztozenie
60 kartonikéw z przyngtami (jajami S. cerealella

przyklejonymi na paskach zielonego papieru) na
kazdym poletku. Kartoniki z jajami o wymiarach
2 x 2 cm sa mocowane do spodniej strony lisci przy



uzyciu zaciskow. Po uptywie 1 lub 2 dni kartoniki
zbiera si¢ 1 zabiera do laboratorium. Sa one
przechowywane w temperaturze 25°C az do czasu
badania. Ilo$¢ porazonych pasozytami jaj zywiciela
(ktore sczernialy) liczy si¢ przynajmniej 8 dni po
ekspozycji na polu. Redukcja porazenia, wedhug
poréwnania z partia kontrolna (traktowana woda),
stosowana jest do pomiaru efektoéw oddzialywania
produktu.

3.2.2 Terminy i czestotliwosé

Pierwsze kartony z przyneta sa rozktadane 24 godziny
po zastosowaniu $rodka i wymieniane przynajmniej 3
razy w odstepach 1-2 dni.

3.2.3 Zakiocenia z powodu pogody i obecnosci ptactwa
owadozernego na polu.

Deszcz obniza stgzenie preparatu i moze uszkodzié
kartoniki z przyngta. Eksperymenty powinny by¢
wstrzymane, je§li podczas pierwszych 2 dni
eksperymentu wystapia opady. Ozigbienie obniza
aktywno$¢ gatunkow Trichogramma, czego efektem
jest obnizona zdolno$¢ porazania pasozytami, ktora
utrudnia oceng. W takich warunkach, monitorowanie
mozna przedhuzy¢ na drugi tydzien. Ptaki owadozerne
moga zerowa¢ na kartonikach z przynegta i zakldcad
oceng. Straty te mozna zredukowaé przez zwigkszenie
liczby kartonikow z przyngta i ich wymiang w
mniejszych odstgpach czasu.

3.3 Bezposredni wptyw na rosline uprawng

Bezposredni wplyw na rosling uprawna powinien byt
juz zosta¢ oceniony w badaniach skutecznosci produktu
(patrz odpowiednie Normy EPPO w serii PP 1 Ocena
skutecznosci insektycydow), ale wszelkie poszczegolne
zauwazone efekty powinny by¢ zapisywane.

4. Wyniki

Procentowe porazenie pasozytami jest obliczane dla
kazdego poletka i to, ktore dotyczy badanych $rodkow
poréwnywane jest z preparatami poroOwnawczymi.

V. Prezentacja wynikéw
Wyniki powinny by¢ przedstawione w formie
usystematyzowanej a raport powinien obejmowaé
analize¢ i ocen¢. Dane zrédlowe (robocze) réwniez
powinny by¢ dostgpne. Nalezy tez dokona¢ analizy
statystycznej przy uzyciu odpowiednich metod, ktdére
powinny by¢ podane. Brak takiej analizy powinien by¢

uzasadniony. Zobacz Norm¢ EPPO PP 1/152
Planowanie i analiza skutecznos$ci badan
szacunkowych.
Zatacznik |

Biologia owada doswiadczalnego (Trichogramma
cacoeciae)

Doroste samice atakuja i1 porazaja pasozytami jaja
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motyli. Ich jaja (0.1 mm dlugosci) sa wprowadzane do
zywiciela 1 larwy podczas inkubacji zZeruja na
substancji zottkowej zarodka zywiciela. Sa trzy stadia
larwalne migdzy wylinkami, wszystkie workowate. Po
nich nastgpuje stadium przedpoczwarkowe, kiedy
pojawiaja si¢ cechy osobnika dojrzatego i poczwarka.
Na poczatku trzeciego stadium larwalnego migdzy
wylinkami jaja zywiciela czernieja z powodu
odktadania si¢ czarnych granulek na wewngtrznej
powierzchni btony jaja.

W  eksperymentach jako zywicieli uzywa si¢ jaj
Sitotroga cerealella. W warunkach laboratoryjnych (16
godzin o$wietlenia, 28°C, 50-70%  wilgotnosci
wzglgdnej — 8 godzin zaciemnienia, 18°C, 80-90%
wilgotnoéci  wzglednej) dlugo$¢ zycia osobnika
dorostego wynosi okoto 14 dni, okres rozwoju wynosi
okoto 13 dni, a produkcja jaj wynosi okoto 30 na
samice.

Zatacznik I

Hodowla owada do$wiadczalnego (Trichogramma
cacoeciae)

Jedynie zdrowe T. cacoeciae powinny by¢ uzywane w
badaniach, a ich $miertelnos¢ podczas rozwoju nie
powinna przekroczy¢ 10%. Plodno$¢ powinna stale
utrzyma¢ si¢ na wysokim poziomie; mozna to
sprawdzi¢ W nietraktowanych czgsciach
eksperymentow stanowiacych czg$¢ badania.

W celu szybkiego wykrycia wszelkich zmian
genetycznych, ktére moga nastapi¢  podczas
dhugotrwatej hodowli laboratoryjnej pasozyta, powinno
si¢ regularnie prowadzi¢ poréwnania z owadami
polnymi.

Korzystna jest hodowla 7. cacoeciae w laboratorium w
zmiennych warunkach (np. 16 godzin oswietlenia, 28°
C, 5070% wilgotnosci wzglegdnej — 8 godzin
zaciemnienia, 18°C, 80-90% wilgotnosci wzglgdnej).
Te symulowane warunki polowe okazaly sig
korzystniejsze niz warunki state. Pasozyty mozna
hodowa¢ w cylindrycznych szklanych klatkach (okoto
25 cm dlugosci i 10 cm $rednicy). Pozywka (patrz
Zatacznik V) i jaja gospodarza wymienia si¢ trzy razy
w tygodniu. Jedna trzecia porazonych jaj zywiciela
powinna by¢ zwrocona do kazdej klatki w celu
umozliwienia ciaglej hodowli.

Zatacznik lll
Hodowla zywiciela, Sitotroga cerealella

Wolna od insektycydu pszenica jest mieszana z woda i
ogrzewana w szafce w temperaturze 70°C przez okolo
6 godzin. Ta procedura pomaga zdezynfekowac i
zmigkczy¢ ziarna. Pszenicg rozsypuje si¢ na tacach,
skazonych S. cerealella i umieszcza w inkubatorze na
okoto 3 tygodni w temperaturze 27 +2°C oraz
70 + 10% wilgotnosci wzglednej, aby pozwoli¢ larwom
S. cerealella porazi¢ ziarna, rozwinaé si¢ i
przepoczwarzy¢. Tace ze skazonymi ziarnami
umieszczane sa w klatkach, a wykluwajace si¢ ¢my sa
zbierane.

Jaja zbiera si¢ przez umieszczenie dorostych
osobnikow w mniejszych klatkach zawierajacych



ekrany ze stali nierdzewnej. Dorostym ¢mom nie
podaje si¢ wody ani pozywki. Dla uzyskania dalszych
informacji, patrz Hassan (1981).

Zatacznik IV
Przygotowanie kleju (Traganth)

Nalezy uzy¢ drobno sproszkowanego kleju Traganth
(Merck, DAB 7, artykutl nr 8405), ktory jest catkowicie
nieszkodliwy dla 7. cacoeciae. Pot tyzeczki do herbaty
proszku Traganth miesza si¢ z woda destylowana dla
otrzymania 50 mililitrbw mieszanki. Po 24 godzinach
mikstura przyjmuje biale zabarwienie i jest wolna od
grudek.. Klej jest wtedy gotowy do uzycia i powinien
by¢ trzymany w pojemniku szklanym z szerokim
otworem, przechowywany w lodowce w temperaturze
okoto 5-7°C. Nowy klej powinno si¢ sporzadzaé
przynajmniej co 3 tygodnie.

Zatacznik V
Sporzgdzanie pozywki miodowo-agarowej

Pozywke sporzadza sie ze 120 g miodu i 50 cn? agaru
w roztworze. Aby uniknaé¢ rozwoju grzybow w
pozywce, rozpuszcza si¢ 0.13 mg preparatu Nipagin M
(Merck, artykut nr 6757) w 100 ml wody destylowane;.
Dodaje sig 2 g proszku agarowego (st¢zenie zelu 600 g
cm %) i podgrzewa miksture w kapieli z wrzacej wody
az do catkowitego rozpuszczenia. 50 ml tego roztworu
dodaje si¢ do 120 g miodu, a mikstur¢ podgrzewa si¢
az do uzyskania jednorodno$ci. Pozywka jest
naktadana na paski papieru przy uzyciu strzykawki
medycznej. Napetniong strzykawke przechowuje si¢ w
pojemniku z igla stale zanurzona w wodzie, co
zapobiega stwardnieniu pozywki i zatkaniu igly.
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