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 3  Αποτελεσµατικότητα των εντοµοκτόνων δραστικών ουσιών pirimiphos-methyl, deltamethrin, spinosad και silicoSec κατά του Tenebrio molitor (L.) (Coleoptera: Tenebrionidae) σε τρία δηµητριακά. Τµήµα Επιστήµης Φυτικής Παραγωγής Εργαστήριο Γεωργικής Ζωολογίας και Εντοµολογίας Περίληψη Το σκαθάρι των αλεύρων, Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) είναι ένα επιβλαβές είδος που προκαλεί σοβαρές ζηµιές στα αποθηκευµένα προϊόντα παγκοσµίως. Στην παρούσα µελέτη, αξιολογήθηκε η ικανότητα των pirimiphos-methyl, deltamethrin, spinosad και silicoSec να δράσουν ως προστατευτικά των σιτηρών ενάντια σε τέλεια άτοµα και σε µικρές και µεγάλες προνύµφες του εντόµου. H εφαρµογή των εντοµοκτόνων δραστικών ουσιών έγινε σε σιτάρι, κριθάρι και αραβόσιτο. Η θνησιµότητα εκτιµήθηκε µετά από 1, 3, 7 και 14 ηµέρες έκθεσης. Όλα τα εντοµοκτόνα που εξετάστηκαν ήσαν αποτελεσµατικά επί των τελείων ατόµων του T. molitor. Μετά από 14 ηµέρες έκθεσης στις εφαρµογές pirimiphos-methyl ή silicoSec σε σιτάρι και αραβόσιτο και της εφαρµογής µε pirimiphos-methyl, silicoSec και spinosad σε κριθάρι, παρατηρήθηκε πλήρης (100%) θνησιµότητα των τελείων ατόµων. Οι προνύµφες ήσαν πιο ανθεκτικές σε σχέση µε τα τέλεια άτοµα στις εφαρµογές των εντοµοκτόνων. Ωστόσο, 14 ηµέρες µετά την έκθεση σε pirimiphos-methyl προκλήθηκαν υψηλά επίπεδα θνησιµότητας στις µικρές προνύµφες, τα οποία έφτασαν 71,1%, 91,1% και 60% όταν εφαρµόστηκε στο σιτάρι, στο κριθάρι και στον αραβόσιτο αντίστοιχα. Το είδος των δηµητριακών διαδραµάτισε σηµαντικό ρόλο στην αποτελεσµατικότητα των εντοµοκτόνων που ελέγχθηκαν. Η θνησιµότητα ήταν υψηλότερη στο κριθάρι και στο σιτάρι σε σχέση µε τον αραβόσιτο, κατά όλων των σταδίων του εντόµου και σε όλα τα εντοµοκτόνα. Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι το στάδιο ζωής του T. molitor και το είδος του δηµητριακού θα πρέπει να λαµβάνονται υπ’ όψιν για τη αποτελεσµατική διαχείριση του είδους.  Επιστηµονική περιοχή: Εντοµολογία  Λέξεις κλειδιά: φυτοπροστασία, εντοµοκτόνα, έντοµα αποθηκών, δηµητριακά   



 4  “Efficacy of pirimiphos-methyl, deltamethrin, spinosad and silicoSec against adults and larvae of Tenebrio molitor L. on wheat, barley and maize.” Department of Crop Science Laboratory of Agricultural Zoology and Entomology  Abstract The yellow mealworm beetle, Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) is a noxious insect that causes serious damages to stored products worldwide. In the present study, pirimiphos-methyl, deltamethrin, spinosad and silicoSec were evaluated as grain protectans against adults, small and large larvae of this species on wheat, barley and maize at label doses. Mortalities were estimated after 1, 3, 7 and 14days of exposure. All tested insecticides were able to control T. molitor adults. Complete (100%) mortality of adults was noted after 14 days of exposure on wheat and maize treated with pirimiphos-methyl or silicoSec and barley treated with pirimiphos-methyl, silicoSec and spinosad. Larvae were more tolerant than adults to insecticidal treatments. However, pirimiphos-methyl caused high levels of mortality to small larvae that were 71.1, 91.1 and 60% on wheat, barley and maize respectively after 14 days post exposure. The type of commodity played a significant role on the performance of the tested insecticides. Mortality was higher on barley and wheat than on maize for all tested stages and insecticides. Our results indicate that the life stage of T. molitor and the type of commodity should be taken into account for the management of this species.  Scientific area: Entomology  Key words: Tenebrio molitor L., pirimiphos-methyl, deltamethrin, spinosad, silicoSec, crop protection, grains, insecticides, storage insects    
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 9  1. Εισαγωγή 1.1 Τα είδη των εχθρών των αποθηκών. Οι εχθροί των αποθηκών αποτελούνται από όλους εκείνους τους οργανισµούς που είναι επιβλαβείς για τα αποθηκευµένα τρόφιµα όλων των ειδών, κυρίως όµως σιτηρών και οσπρίων, που προορίζονται για ανθρώπινη χρήση (Hill, 2003). Τα προϊόντα παρουσιάζουν συχνά προσβολές από έντοµα. Αυτό, είτε εξαιτίας της διαδικασίας παραγωγής τους και προβληµάτων που σχετίζονται µε την υγιεινή, είτε εξαιτίας του χρόνου αποθήκευσης που µεσολαβεί πριν από την πώλησή και την κατανάλωσή τους (Hill, 2003).  Τα έντοµα αυτά ανήκουν κυρίως στις τάξεις Psocoptera, Lepidoptera και Coleoptera (Hill, 2003). Οι αποθηκευτικοί χώροι αποτελούν ιδανικές τοποθεσίες ώστε οι εχθροί των αποθηκευµένων προϊόντων να επιβιώνουν και να ευδοκιµούν σε αυτούς. Οι οργανισµοί αυτοί είναι ανθεκτικοί στις συνθήκες παρατεταµένης έλλειψης τροφής, στις ακραίες περιβαλλοντικές µεταβολές και ικανοί στην βέλτιστη εκµετάλλευση της περιόδου που υπάρχει υψηλή διαθεσιµότητα τροφής αυξάνοντας ραγδαία το πληθυσµιακό τους µέγεθος (Hagstrum, 2016).  1.2 Οι διατροφικές συνήθειες των εχθρών των αποθηκευµένων γεωργικών προϊόντων και τροφίµων και η ζηµιά που προκαλούν. Σύµφωνα µε τον Hill (2003), τα έντοµα αποθηκών µπορούν να ταξινοµηθούν, ανάλογα µε την διατροφή τους και τις επακόλουθες ζηµιές που επιφέρουν στα προϊόντα. Τα πρωτεύοντα είδη (primary pests) (Εικόνα 1) είναι τα έντοµα που διαθέτουν όλες τις προσαρµογές ώστε να διεισδύσουν στην άθικτη προστατευτική µεµβράνη των καρπών και των σιτηρών. Αυτή η ικανότητά καθιστά τα πρωτεύοντα είδη ιδιαίτερα καταστροφικά (Hill, 2003). Η ιδιαίτερη προτίµηση κάποιων ειδών στην βλαστική περιοχή των δηµητριακών µπορεί να οδηγήσει στην µείωση της θρεπτικής αξίας και στην απώλεια της βλαστικότητας των σπόρων τους. Σε αυτή την κατηγορία ανήκουν τα προνυµφικά στάδια των γενών Sitotroga, Callosobruchus και τα γένη Sitophilus, Rhyzopertha και Trogoderma.   



 10           Τα δευτερεύοντα είδη (secondary pests) (Εικόνα 2) είναι έντοµα που µπορούν να τρέφονται µόνο µε κατεστραµµένους σπόρους και καρπούς, όπου το προστατευτικό περίβληµα έχει φθαρεί, τρυπηθεί ή σπάσει, είτε κατά την ταχεία ξήρανση του προϊόντος είτε εξαιτίας της προηγούµενης προσβολής από πρωτεύοντα είδη. Εποµένως, πολλές φορές συνυπάρχουν στις αποθήκες σιτηρών µαζί µε άλλα πρωτεύοντα είδη, όπως Sitophilus ή Sitotroga, αλλά συχνά τα δευτερεύοντα είδη βρίσκονται σε µεγαλύτερη αφθονία σε άλευρα και µεταποιηµένα προϊόντα δηµητριακών. Τα πιο κοινά δευτερεύοντα είδη που συναντώνται στους σπόρους περιλαµβάνουν τις προνύµφες λεπιδοπτέρων των γενών Ephestia, Cadra, Plodia και τα κολεόπτερα των γενών Oryzaephilus, Cryptolestes, Tribolium και τα άλλα Tenebrionidae (Εικόνα 2) (Hill, 2003).    Εικόνα 2. ∆ευτερεύοντες εχθροί, από αριστερά προς δεξιά Ephestia, Cadra, Plodia, και Oryzaephilus, Cryptolestes, Tribolium. Εικόνα 1. Πρωτεύοντα είδη, από αριστερά προς δεξιά τα γένη Sitotroga, Callosobruchus, Sitophilus, Rhyzopertha, Trogoderma. 



 11  Ένας µεγάλος αριθµός εντόµων που βρίσκονται στις αποθήκες τροφίµων είναι µυκητοφάγα (fungus feeders) (Εικόνα 3) και τρέφονται µε τα µυκήλια που αναπτύσσονται σε υγρές συνθήκες (Hill, 2003; Rees, 2007). Η υγρασία είναι συνήθως ένα σηµαντικό πρόβληµα στους περισσότερους χώρους αποθήκευσης, τόσο των εµπορικών καταστηµάτων, όσο και των οικιών και εποµένως η µούχλα αποτελεί έναν κίνδυνο για τα τρόφιµα που φυλάσσονται σε αυτούς. Ορισµένα είδη είναι εν µέρει µυκητοφάγα και εν µέρει δευτερεύοντα, όπως κάποιες οικογένειες κολεοπτέρων (πχ. Mycetophagidae). Άλλα είδη ξεκινούν την διατροφή τους από τα µυκητιακά µυκήλια και µετά συνεχίζουν στα τρόφιµα ή τους σπόρους (Hill, 2003).  1.3 Κυριότερα έντοµα εχθροί των αποθηκευµένων γεωργικών προϊόντων και τροφίµων. 1.3.1 Τάξη PSOCOPTERA Η τάξη των Psocoptera αποτελείται από µικρά έντοµα, µερικά εκ των οποίων φέρουν πτέρυγες, και ανήκουν στα πρωτεύοντα είδη. Τα περισσότερα τρέφονται από µύκητες, λειχήνες ή επιφυτικά φύκη, αν και µερικά µπορούν να τραφούν από αποξηραµένο ζωικό υλικό, αποθηκευµένα άλευρα και προϊόντα δηµητριακών (Hill, 2003). Τα Psocoptera µπορούν να αποτελέσουν σοβαρούς εχθρούς των αποθηκευµένων τροφίµων, καθώς σε συνθήκες υγρασίας µπορούν να αναπτυχθούν Εικόνα 3. Μυκητοφάγα είδη (αριστερά) Psocoptera (δεξιά). 



 12  µεγάλοι πληθυσµοί. Τα περισσότερα είδη δεν µπορούν να επιβιώσουν περισσότερο από 2-3 εβδοµάδες σε λιγότερο από 58% RH (Hagstrum, 2016).  1.3.2 Τάξη LEPIDOPTERA Η τάξη των Lepidoptera αποτελεί µία πολύ µεγάλη οµάδα εντόµων, από τα οποία µόνο λίγα ανήκουν στην κατηγορία των εντόµων αποθηκών. Περίπου 70 είδη σκόρων µπορούν να προκαλέσουν οικονοµική ζηµία στα προϊόντα (Hagstrum, 2016). .  1.3.3 Τάξη COLEOPTERA Τα Coleoptera αποτελούν την µεγαλύτερη τάξη εντόµων και την µακράν µεγαλύτερη οµάδα επιβλαβών οργανισµών των αποθηκευµένων προϊόντων µε περισσότερα από 600 καταγεγραµµένα είδη. Τόσο οι προνύµφες, όσο και τα τέλεια άτοµα µπορούν να τρέφονται µε τους σπόρους προκαλώντας ζηµιά στα προϊόντα (Hagstrum, 2016).                



 13  2. Οικογένεια Tenebrionidae 2.1 To Tenebrio molitor 2.1.1 Η µορφολογία του Tenebrio molitor. Τα τέλεια άτοµα του Tenebrio molitor έχουν µήκος 12 έως 18 mm, και είναι επιµήκη και επίπεδα. Το χρώµα τους είναι κοκκινωπό καφέ έως µαύρο ανάλογα µε την ηλικία του ατόµου (Rees, 2007). Οι προνύµφες είναι σκωληκόµορφες, καφέ και µήκους 25-30 mm όταν αναπτύσσονται πλήρως (Rees, 2007). Όπως φαίνεται και από την (Εικόνα 4), τα άτοµα του T. molitor έχουν ελαφρώς γυαλιστερή όψη, χαρακτηριστικό που τα διακρίνει από τα συγγενικά τους T. obscurus (Rees, 2007). Τα ωά είναι καλυµµένα µε µία κολλώδη ουσία που εκκρίνεται σε αυτά ώστε να µπορούν να κολλάνε πάνω σε επιφάνειες (Robinson, 2005).  Εικόνα 4. Τέλειο άτοµο Tenebrio molitor  2.2 Η βιολογία του Tenebrio molitor. Η πληθυσµιακή ανάπτυξη αυτών των εντόµων είναι αργή και µεταβλητή σε διάρκεια. Συνήθως µόνο µία έως δύο γενιές παράγονται ετησίως. Τα τέλεια µπορούν να ζήσουν για ένα έως δύο έτη. Οι προνύµφες είναι εξαιρετικά ανθεκτικές στο κρύο, και µπορούν να επιβιώσουν έως και τρεις εβδοµάδες στους -12°C και σε συνθήκες χαµηλής υγρασίας (Rees, 2007). Πληθυσµοί αυτού του εντόµου απαντώνται συνήθως σε µύλους ή αποθήκες σιτηρών και σε συνθήκες έλλειψης υγιεινής µπορούν να αναπτύξουν µεγάλους πληθυσµούς. Συνήθως, αποτελούν πηγή τροφής άλλων µεγαλύτερων εντόµων (Rees, 2007). Οι βέλτιστες συνθήκες για την ανάπτυξη του 



 14  Tenebrio molitor είναι 30-35οC και υγρασία 71% RH για την εκκόλαψη των προνυµφών τους και 25-35οC για τα προνυµφικά στάδια (Hill, 2003; Robinson, 2005).  2.3 Ο κύκλος ζωής του Tenebrio molitor. To Tenebrio molitor έχει κύκλο ζωής που αποτελείται από 4 στάδια: ωό, προνύµφη, νύµφη και τέλειο έντοµο (Εικόνα 5) (Hill, 2003). Η εκκόλαψη των προνυµφών γίνεται σε 6 ηµέρες στους 30-35οC και σε 17 ηµέρες στους 15οC, µε βέλτιστη υγρασία 71% RH. Η ανάπτυξη των προνυµφών ολοκληρώνεται συνήθως σε 1 χρόνο, αλλά µπορεί να χρειαστούν έως και 2 χρόνια και έχει το πολύ 20 προνυµφικά στάδια (Hill, 2003; Robinson, 2005). Κάθε προνύµφη χρειάζεται 30 µε 649 µέρες για να φτάσει στο στάδιο των τελείων. Η διάρκεια του σταδίου της νύµφης είναι περίπου 7 ηµέρες στους 25-35οC και 48 ηµέρες στους 15οC (Robinson, 2005). Οι προνύµφες µπορούν είτε να µεταβούν στο στάδιο της νύµφης, είτε να παραµείνουν στο στάδιο της προνύµφης για πολλούς µήνες και να διαχειµάσουν. Οι προνύµφες είναι ανθεκτικές στην παρατεταµένη ασιτία ή ξηρασία (Hill, 2003). Τα τέλεια άτοµα έχουν καλώς αναπτυγµένες πτέρυγες, και παρουσιάζουν φωτοτακτισµό (Robinson, 2005).       Εικόνα 5. Κύκλος ζωής του Tenebrio molitor (Από αριστερά στα δεξιά τέλειο έντοµο, νύµφη, προνύµφη µεγάλη, προνύµφη µικρή, ωό).  



 15  2.4 H διατροφή του Tenebrio molitor. To Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) είναι δευτερεύον είδος. Αυτό σηµαίνει ότι δεν είναι εφοδιασµένο µε τα απαραίτητα στοµατικά µόρια ώστε να διαρρήξει την προστατευτική µεµβράνη των σιτηρών και εποµένως µπορεί να τραφεί µε κατεστραµµένους σπόρους και καρπούς, όπου το προστατευτικό περίβληµα έχει φθαρεί, τρυπηθεί ή σπάσει (Hill, 2003). Επίσης µπορεί να θεωρηθεί και θρηµατοφάγο, καθώς καταναλώνει φυτικά υπολείµµατα και αποσυντεθειµένα φύλλα ή φρούτα, όπως επίσης και περιττώµατα ζώων και άλλα ζωικά υπολείµµατα (Robinson, 2005). 2.5 Προβλήµατα που δηµιουργούνται από το Tenebrio molitor σε αποθηκευµένους χώρους και τρόφιµα. Το σκαθάρι των αλεύρων Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) είναι ένα επιβλαβές δευτερεύον είδος. Στην προσβολή από T. molitor αποδίδεται η απώλεια µέχρι και του 15% της παραγωγής των αµυλούχων προϊόντων (Park et al., 2016; Plata-Rueda et al., 2017). Η µόλυνση µπορεί να οδηγήσει σε δυσάρεστες οσµές στο εµπόρευµα λόγω έκκρισης βενζοκινονών από τους κοιλιακούς του αδένες (Rees, 2007). Στις εύκρατες περιοχές, το T. molitor προκαλεί ζηµιές σε προϊόντα δηµητριακών, σε υπολείµµατα σιτηρών και σε προϊόντα που προέρχονται από ζώα (π.χ. κρέας, φτερά, νεκρά έντοµα) (Hill, 2003; Robinson, 2005). Ωστόσο, έχει αναφερθεί ότι αναπτύσσει πληθυσµούς και σε ζωολογικούς κήπους, ενυδρεία και εµπορικούς διανοµείς τροφίµων για πουλιά, ψάρια και άλλα µικρά ζώα από τον 18ο αιώνα (Resh and Cardé, 2009). Θεωρείται ένα από τα µεγαλύτερα είδη που προσβάλει σπόρους κατά την διάρκεια της αποθήκευσής τους (Aguilar Miranda et al., 2002).  2.6 Αλλεργίες που δηµιουργεί το Tenebrio molitor. Εκτός από τις ζηµιές που προκαλεί στα προϊόντα, το T. molitor είναι επιβλαβές και για την υγεία του ανθρώπου. Η παρουσία του έχει συνδεθεί µε την πρόκληση αλλεργικών αντιδράσεων, ειδικά στους εργαζόµενους στα δηµητριακά ή στους ανθρώπους που χειρίζονται αυτό το είδος ως ζωοτροφή (Schroeckenstein et al. 1990a, b; Siracusa et al. 2003). Ανάµεσα στις αλλεργικές αντιδράσεις του 



 16  αναπνευστικού που έχουν αναφερθεί, ιδιαίτερη ανησυχία για την δηµόσια υγεία εγείρει η εκδήλωση συµπτωµάτων άσθµατος (Bernstein et al., 1983; Broekman et al., 2017; Krinsky, 2019) ή ακόµη και αναφυλαξίας (Freye et al., 1996). 2.7 To Tenebrio molitor ως διατροφή των ζώων και του ανθρώπου. Οι προνύµφες T. molitor παράγονται µαζικά ως τροφή για ζώα, όπως πτηνά, ερπετά, αµφίβια και ψάρια. Η εκτροφή τους γίνεται µε την χρήση πίτουρου, το οποίο αποτελεί αγροτικό υποπροϊόν, ως κύρια πηγή τροφής (Oonincx and De Boer, 2012). Τα περιττώµατα που παράγονται από το Τ. molitor πωλούνται ως εδαφικό λίπασµα. Σε πρόσφατες δοκιµές προτάθηκε η χρήση των προνυµφών ως εναλλακτική πηγή πρωτεΐνης για κοτόπουλα που προορίζονται για κατανάλωση (Bovera et al., 2016). Σύµφωνα µε τους Oonincx και De Boer (2012) το T. molitor αποτελεί µία από τις πιο βιώσιµες πηγές βρώσιµων πρωτεϊνών για τον άνθρωπο σε σχέση µε το γάλα, το κοτόπουλο, το χοιρινό ή το βόειο κρέας. Άλλοι πρότειναν την χρήση του ως τροφή των αστροναυτών (Li et al., 2013). 



 17  3. Αντιµετώπιση των εντόµων εχθρών στα αποθηκευµένα προϊόντα. 3.1 Προσβολές σε αποθηκευµένα προϊόντα από το Tenebrio molitor. Το T. molitor L. προσβάλει κυρίως τα προϊόντα των δηµητριακών και των σιτηρών και εκεί οφείλει και την κοινή του ονοµασία «σκoυλήκι των αλεύρων» ή «mealworm», καθώς και στις σκωληκόµορφες προνύµφες του είδους. Οι αποθηκευµένοι σπόροι, σχεδόν κάθε είδους, αποτελούν δυνητικά υποστρώµατα ειδών όπως το T. molitor. Τα είδη αυτά συνήθως αναπτύσσονται και τρέφονται στο εσωτερικό των καρπών αφού αυτοί έχουν σπάσει µηχανικά ή έχουν προσβληθεί από άλλα έντοµα (El-Aziz, 2011). Ο µη ικανοποιητικός έλεγχος των εντόµων µπορεί να οδηγήσει σε προσβεβληµένα προϊόντα που µπορούν να προκαλέσουν προβλήµατα υγείας, όπως αλλεργίες, και οικονοµική ζηµία µε ενδεχόµενο να επακολουθήσουν νοµικές διενέξεις (El-Aziz, 2011). Ο έλεγχος των επιβλαβών οργανισµών των αποθηκευµένων προϊόντων είναι απαραίτητος για να αποφευχθεί η προσβολή των ανθρώπινων και ζωικών τροφών.  3.2 Πρόληψη Ο έλεγχος των προϊόντων για ενδεχόµενη προσβολή θα πρέπει να γίνεται πριν την κατάληξή τους στην αποθήκη των τροφίµων. Τα προϊόντα που είναι ήδη προσβεβληµένα από τον αγρό, µπορούν να αποτελέσουν εστίες µόλυνσης και για προϊόντα τα οποία δεν έχουν προσβληθεί (Hagstrum, 2016). Οι αβιοτικές συνθήκες που επικρατούν στους αποθηκευτικούς χώρους αποτελούν σηµαντικούς παράγοντες που επηρεάζουν τον κύκλο ζωής του εντόµου. Η θερµοκρασία και η σχετική υγρασία µπορούν να επηρεάσουν τη διάρκεια του βιολογικού κύκλου των εντόµων και την προαγωγή της διάπαυσής τους (Huang and Subramanyam, 2005). Ο σωστός σχεδιασµός των αποθηκευτικών χώρων θα πρέπει να αποτρέπει την εύκολη προσπέλαση εντόµων, όπως πόρτες µε ερµητικό κλείσιµο, ψιλή σίτα στα ανοίγµατα, δάπεδα που επιτρέπουν τον εύκολο και τακτικό καθαρισµό µε χρήση εντοµοκτόνων ή άλλων ουσιών (Rees, 2007).  Τα έντοµα αποθηκών προκαλούν σηµαντικές απώλειες στα αποθηκευµένα σιτηρά, σε επεξεργασµένα τρόφιµα και ζωικά προϊόντα (Arthur and Phillips, 2003). 



 18   Οι απώλειες µπορούν να ελαχιστοποιηθούν όταν εντοπίζονται γρήγορα οι προσβολές και εφαρµόζονται κατάλληλα µέτρα ελέγχου. 3.3 Παρακολούθηση και εντοπισµός του εντόµου. Οι µέθοδοι παρακολούθησης των εντόµων ποικίλουν, ανάλογα µε τον τύπο του εντόµου, του εµπορεύµατος και του τρόπου συσκευασίας και αποθήκευσης. Στο πλαίσιο αυτό, θα πρέπει να γίνεται παρατήρηση της επιφάνειας του εµπορεύµατος και του χώρου για τον εντοπισµό της παρουσίας των εντόµων, όπως π.χ. άτοµα, εκδύµατα, σκόνη, οσµή κλπ. (Sinha, 1995). Επίσης, θεωρείται χρήσιµη η δειγµατοληψία των προϊόντων και η τοποθέτηση παγίδων στην επιφάνεια των σιτηρών (Arthur and Phillips, 2003). Για τον ευκολότερο εντοπισµό των εντόµων χρησιµοποιείται η ιδιότητά τους να προσανατολίζονται και να µετατοπίζονται υπό την επίδραση ενός ερεθίσµατος, µια ιδιότητά που ονοµάζεται «τροπισµός» ή «τακτισµός» (Arthur and Phillips, 2003). Στην περίπτωση που το ερέθισµα είναι µία φωτεινή πηγή, τότε το φαινόµενο καλείται φωτοτροπισµός, αλλά χρησιµοποιείται κυρίως για ιπτάµενα έντοµα, που προσελκύονται από λυχνίες υπεριώδους φωτός και θανατώνονται στα ηλεκτροφόρα πλέγµατα. Στην περίπτωση που το ερέθισµα είναι χηµικό τότε το φαινόµενο καλείται χηµειοτακτισµός (El-Aziz, 2011). Τα έντοµα µπορούν να αντιληφθούν τις χηµικές ουσίες, ακόµη κι όταν η πηγή τους βρίσκεται σε µεγάλη απόσταση από αυτά (Mueller et al., 1990). Τα έντοµα, ανάλογα µε την ουσία που αντιλαµβάνονται, έλκονται ή απωθούνται (Hagstrum, 2016). 3.3.1 Παρακολούθηση και εντοπισµός του εντόµου µε φεροµονικές παγίδες. Οι µέθοδοι παρακολούθησης επιβλαβών οργανισµών αποθηκευµένων προϊόντων µπορεί να οδηγήσουν στην πρώιµη ανίχνευση των προσβολών ακόµη και όταν οι πληθυσµοί είναι σε χαµηλές πυκνότητες καθώς και στον εντοπισµό της εστίας τους (Trematerra, 1997). Τα δεδοµένα παρακολούθησης µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την µείωση της χρήσης των φυτοφαρµάκων (Fleurat-Lessard et al., 1994).  Έχουν γίνει πολλές προσπάθειες ανάπτυξης και διερεύνησης των µεθόδων ανίχνευσης των εντόµων που προσβάλλουν τα αποθηκευµένα προϊόντα (Hill, 2003). Η πιο ελπιδοφόρα τεχνική που έχει αναπτυχθεί και συνεχίζει να βελτιώνεται, είναι η παρακολούθηση πληθυσµών µε φεροµόνες εντόµων ή και άλλων προσελκυστικών 



 19  ουσιών των τροφίµων (Hagstrum, 2016). Οι φεροµόνες είναι χηµικές ουσίες που παράγουν τα έντοµα και τις χρησιµοποιούν ως µέσο επικοινωνίας µεταξύ των ατόµων του ίδιου είδους (Campbell et al., 2004).  3.4 Καταπολέµηση Οι στρατηγικές ελέγχου των εντόµων πρέπει να χρησιµοποιούν συνδυασµούς τεχνικών, οι οποίες πρέπει να είναι αποτελεσµατικές, οικονοµικές και να δίνουν έµφαση στην πρόληψη των προσβολών από τα έντοµα. Αυτές οι στρατηγικές πρέπει να στοχεύουν στην αντιµετώπιση των ήδη υπαρχουσών προσβολών, καθώς και στην πρόληψη µελλοντικών προσβολών (Wilkin et al., 1990). Οι τεχνικές αντιµετώπισης θα πρέπει να ανταποκρίνονται στις συνήθεις καθηµερινές ανάγκες, αλλά να είναι ευέλικτες για την αντιµετώπιση καταστάσεων έκτακτης ανάγκης για την καταπολέµηση των εντόµων (El-Aziz, 2011). 3.4.1 Καταπολέµηση µε µηχανικές µεθόδους. Οι πληθυσµοί των εντόµων µπορούν να ελεγχθούν µε φυσικούς τρόπους (El-Aziz, 2011). Εποµένως, για την αντιµετώπιση τους θα πρέπει να ελέγχονται οι αβιοτικοί παράµετροι, όπως είναι η θερµοκρασία, η σχετική υγρασία και η σχετική σύνθεση των ατµοσφαιρικών αερίων. Για παράδειγµα, η χρήση θερµότητας αποτελεί ένα µέσο καταπολέµησης, ωστόσο η ευαισθησία των διαφόρων ειδών ποικίλει αν και κανένα έντοµο δεν µπορεί να επιβιώσει για µεγάλο χρονικό διάστηµα σε θερµοκρασίες άνω των 60οC (Mason and Strait, 1998). H έκθεση σε θερµοκρασίες µόλις 5°C πάνω από το βέλτιστο είναι ικανή να επιβραδύνει ή να σταµατήσει τη δραστηριότητα των εντόµων, την ανάπτυξη και ανάλογα µε το είδος, µπορεί να προκαλέσει θάνατο (Mason and Strait, 1998). Ωστόσο, η παρατεταµένη έκθεση σε υψηλές θερµοκρασίες µπορεί να αυξήσει τον κίνδυνο βλάβης του κατεργασµένου προϊόντος, συµπεριλαµβανοµένης της βλάστησης και της ποιότητας ψησίµατος (Ghaly and Taylor, 1982). Αύξηση της θερµοκρασίας µε στόχο την απεντόµωση µπορεί να γίνει µε ροή θερµού αέρα (Nelson and Stetson, 1974). Αντίστοιχα, καταπολέµηση εντόµων µπορεί να γίνει και µε έκθεση σε χαµηλές θερµοκρασίες. Η χαµηλή θερµοκρασία µειώνει την ανάπτυξη των εντόµων. Τα έντοµα γίνονται ανενεργά και τελικά πεθαίνουν σε θερµοκρασίες κάτω των 12°C. Τέλος, ένας άλλος τρόπος που χρησιµοποιείται για την αντιµετώπιση των εντόµων αποθηκών είναι η ακτινοβολία, κατά την οποία το προσβεβληµένο 



 20  εµπόρευµα βοµβαρδίζεται µε σωµατίδια "γ" ή µε ηλεκτρόνια υψηλής ταχύτητας, µε αποτέλεσµα την εξόντωση των εντόµων (Hallman, 2013).  Η χρήση της χαµηλής πίεσης στην απολύµανση αποθηκευµένων αγαθών που έχουν προσβληθεί µε έντοµα αποθηκών, έχει αποτελέσει αντικείµενο ερευνών πολλών επιστηµονικών οµάδων (Cline and Highland, 1987). Η θνησιµότητα των εντόµων υπό χαµηλή πίεση πιστεύεται ότι προκύπτει από τη χαµηλή συγκέντρωση οξυγόνου που επηρεάζει άµεσα τη βασική µεταβολική δραστηριότητά τους, και όχι από κάποια φυσική επίδραση στα κύτταρα από µειωµένη πίεση (Friedlander and Navarro, 1983). Πολλές πρόσφατες µελέτες έχουν διερευνήσει τα αποτελέσµατα της χαµηλής πίεσης σε έντοµα µε στόχο την ανάπτυξη της επεξεργασίας κενού ως µία µη χηµική εναλλακτική λύση στη χρήση βρωµιούχου µεθυλίου (Mbata and Phillips, 2001). Πρόσφατα διαπιστώθηκε ότι τα στάδια τελείων και προνυµφών τριών ειδών εντόµων ήσαν πιο ευαίσθητα στην χαµηλή πίεση, ενώ τα ωά χρειάζονταν µεγαλύτερες περιόδους έκθεσης για να θανατωθούν (Mbata and Phillips, 2001). Η αφαίρεση του ατµοσφαιρικού αέρα από τα γεωργικά προϊόντα, σε συνδυασµό µε την αύξηση της συγκέντρωσης διοξειδίου του άνθρακα από την αναπνοή των προϊόντων δηµιουργεί κατάσταση ασφυξίας στα έντοµα (Friedlander and Navarro, 1983).  3.4.2 Καταπολέµηση µε χηµικές µεθόδους. Οι στρατηγικές χηµικού ελέγχου των πληθυσµών των εντόµων αποθηκών έχουν εξελιχθεί µε την πάροδο των ετών, µε αποτέλεσµα λιγότερες, αλλά ασφαλέστερες, πιο εξειδικευµένες και φιλικές προς το περιβάλλον χηµικές ουσίες. Προτιµώνται τα εντοµοκτόνα που παρέχουν προστασία σε χαµηλότερες δόσεις, ενώ παράλληλα θα πρέπει να έχουν ελάχιστη ή µηδενική τοξικότητα για τα θηλαστικά. Οι πρόοδοι στις µεθόδους εφαρµογής επιτρέπουν την ακριβή στόχευση, τη µείωση των δραστικών συστατικών και τη συχνότητα των εφαρµογών (Arthur and Phillips, 2003).  Τα εντοµοκτόνα µπορούν να διακριθούν σε διαφορετικές κατηγορίες. Ανάλογα µε τον τρόπο δράσης, το σύστηµα ή/και τον µηχανισµό του εντόµου που επιδρούν καθώς και την χηµική φύση της ουσίας.    



 21  3.5 Εγκεκριµένα εντοµοκτόνα επαφής. 3.5.1 Pirimiphos-methyl H εντοµοκτόνος δραστική ουσία pirimiphos-methyl χρησιµοποείται ευρέως στην προστασία των αποθηκευµένων σιτηρών. Καθώς έχει χαµηλότερη τοξικότητα στα θηλαστικά σε σχέση µε το chlorpyrifos-methyl, αποτελεί µια πιθανή εναλλακτική για τον έλεγχο των εντόµων αποθηκών (Deighton, 1986). Οι περισσότερες µελέτες στηρίζουν την αποτελεσµατικότητα της εφαρµογής του εντοµοκτόνου τόσο στο σιτάρι, όσο και σε άλλα αποθηκευµένα προϊόντα, έναντι αρκετών ειδών εντόµων (Huang and Subramanyam, 2006). To pirimiphos-methyl ανήκει στα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα. Τα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα αποτελούν µία οµάδα εντοµοκτόνων που χρησιµοποιείται ευρέως και έχει αποδειχθεί ότι έχει τοξικές επιδράσεις τόσο στον άνθρωπο, όσο και στα ζώα (Tsatsakis et al., 1998). Η έκθεση σε οργανοσφωσφορικά εντοµοκτόνα, έχει χρόνιες επιδράσεις όπως πολυνευροπάθεια, ανοσοτοξικότητα, καρκινογένεση και τοξικότητα στο ενδοκρινικό και αναπαραγωγικό σύστηµα (Cranmer et al. 1978; Reuber, 1985; Sultatos, 1994; Astroff et al., 1998). To pirimiphos-methyl φωσφορυλιώνει την ακετολοχολινεστεράση στις χολινεργικές συνάψεις του κεντρικού νευρικού συστήµατος (Silman and Futerman, 1987). Η αναστολή της ακετυλοχολινεστεράσης αυξάνει τη διαθεσιµότητα της ακετυλοχολίνης αφού δεν γίνεται η υδρόλυση της σε χολίνη, τερµατίζοντας έτσι τα νευρικά ερεθίσµατα. Αποτέλεσµα των παραπάνω είναι ο θάνατος των εντόµων (Μάρκογλου και Ζιώγας, 2010). 3.5.2 Deltamethrin Η δραστική ουσία deltamethrin ανήκει στις πυρεθρίνες και χρησιµοποιείται εκτεταµένα για τον έλεγχο διαφόρων ειδών εντόµων, όπως των ανθρωπίνων ψειρών, των κουνουπιών, των κατσαρίδων, των σκαθαριών και των µυγών (Shafer et al., 2005). Οι πυρεθρίνες έχουν φυσική προέλευση δεδοµένου ότι έχουν αποµονωθεί από ορισµένα είδη χρυσανθέµων (Chrysanthemum spp.). Το deltamethrin είναι νευροτοξικό εντοµοκτόνο, δρα δηλαδή στο κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστηµα, διαταράσσοντας την ισορροπία των ιόντων νατρίου και καλίου στα νευρικά κύτταρα καθώς προκαλεί παράταση στο άνοιγµα των διαύλων 



 22  ιόντων νατρίου. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την παρεµπόδιση νευρικών σηµάτων, την παράλυση των εντόµων και στο τέλος τον θάνατό τους (Μάρκογλου και Ζιώγας, 2010). 3.5.3 Spinosad To spinosad αποτελεί ένα µίγµα σπινοσυνών Α και D που παράγονται από τον ακτινοµµύκητα Saccharopolyspora spinosa (Mertz and Yao), που ενδηµεί στα εδάφη της Jamaica (Sparks et al., 1998). Καθώς αυτές οι ουσίες δηµιουργούνται µε βιοσύνθεση κατά τη διάρκεια της ζύµωσης του S. spinosa, το spinosad έχει ταξινοµηθεί ως βιοεντοµοκτόνο (Copping and Menn, 2000).  Το spinosad είναι κατά κύριο λόγο εντοµοκτόνο στοµάχου µε κάποια εξ επαφής δράση και είναι ιδιαίτερα δραστικό έναντι των Λεπιδοπτέρων και των ∆ιπτέρων. Ο τρόπος δράσης του µπορεί να το κατατάξει στις νευροτοξίνες που στοχεύουν στους νικοτινικούς υποδοχείς της ακετυλοχολίνης και τους υποδοχείς του γ-αµινοβουτυρικού οξέος (Salgado and Sparks, 2010). Η έκθεση σε αυτή την νευροτοξίνη έχει ως αποτέλεσµα την υπερδραστηριότητα των εντόµων, προκαλώντας συσπάσεις στους µυείς. Μετά την αρχική έκθεση, ο θάνατος έρχεται γρήγορα, εντός ολίγων ωρών (Thompson et al., 2000). Όπως έχει αποδειχτεί από συµβατικές βιοδοκιµές τοξικότητας, το spinosad δεν έχει σχεδόν καµία τοξικότητα στα πτηνά και στα θηλαστικά, ενώ για την δόση LC50 των 200 ppm, είναι πρακτικά µη τοξικό για τους φυσικούς εχθρούς εντόµων (Bret et al., 1997). Για αυτό τον λόγο το spinosad θεωρείται µειωµένου κινδύνου εντοµοκτόνο περιβαλλοντικά και τοξικολογικά (Saunders and Bret, 1997). 3.5.4 SilicoSec Η γη διατόµων silisoSec, είναι φυσική αδρανής σκόνη και έχει εντοµοκτόνες ιδιότητες. Αποτελείται από διάτοµα, δηλαδή από απολιθωµένους σκελετούς φυτοπλαγκτόν (Athanassiou et al., 2011). Οι σκελετοί αυτοί αποτελούνται κυρίως από πυρίτιο. Τραυµατίζει τα έντοµα ή προσκολλάται πάνω στον εξωσκελετό τους, και οδηγεί στην αφυδάτωσή τους και µετέπειτα στον θάνατό τους (Ebeling, 1971; Athanassiou et al., 2011). Η γη διατόµων έχει εξαιρετικά χαµηλή τοξικότητα στα θηλαστικά και έχει εκτός από εντοµοκτόνα και ωοκτόνα αποτελέσµατα, εποµένως µπορεί να χρησιµοποιηθεί αποτελεσµατικά σε ολοκληρωµένο πρόγραµµα διαχείρισης επιβλαβών οργανισµών (Hallman, 2013). Χρησιµοποιείται για τον έλεγχο όλων των 



 23  εντόµων στα αποθηκευµένα σιτηρά, όπως σκαθάρια και σκόρους (Erb-Brinkmann, 2000). Το silicoSec δεν καταστρέφεται ή αποδοµείται και παρέχει µακροπρόθεσµα έλεγχο των παρασιτικών εντόµων σε συνθήκες έλλειψης υγρασίας.                        



 24  4. Σκοπός της µελέτης Παρά το γεγονός ότι το T. molitor είναι σύνηθες έντοµο στις αποθήκες τροφίµων και στις µονάδες επεξεργασίας αυτών, υπάρχουν λίγα δεδοµένα για την αντιµετώπισή του. Πρόσφατες µελέτες χρησιµοποίησαν αιθέρια έλαια (ΑΕ) ή εντοµοπαθογόνους µύκητες, αντί χηµικών εντοµοκτόνων για τον έλεγχο του T. molitor. Οι Wang et al. (2015) βρήκαν ότι το ΑΕ του λεµονιού Citrus limon (L.) Burm. fil. (Sapindales: Rutaceae), και της βερβένας, Litsea cubeba (Lour.) Pers. (Laurales: Lauraceae), είχαν καπνογόνα και απωθητική δράση εναντίων του T. molitor. Το ΑΕ του σκόρδου, Allium sativum L. (Asparagales: Amaryllidaceae), και τα κύρια συστατικά του ΑΕ του σκόρδου (diallyl disulfide και diallyl sulfide) είχαν θανατηφόρα αποτελέσµατα στο T. molitor (Plata Rueda et al., 2017). Επιπλέον, το ΑΕ της κανέλλας, Cinnamomum zeylanicum Blume (Laurales: Lauraceae), και του γαριφαλόδενδρου Syzygium aromaticum (L.) Merrill and Perry (Myrtales: Myrtaceae), όπως επίσης και τα κύρια συστατικά τους ήσαν τοξικά και προκάλεσαν µεγάλη απώθηση στο είδος (Martínez et al., 2018). Οι Oreste et al. (2012) ανέφεραν ότι ο Beauveria bassiana Vuillemin (Ascomycota: Hypocreales) που είναι βάση του εµπορικού βιοεντοµοκτόνου Naturalis, σκότωσε όλες τις προνύµφες του T. molitor σε µία µέρα έκθεσης. Αρκετές ουσίες του Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin (Ascomycota: Hypocreales) ήσαν πολύ αποτελεσµατικές ενάντια στις προνύµφες του T. molitor, όταν εφαρµόστηκαν σε πίτουρο σιταριού µε 35% περιεκτικότητα σε υγρασία (Chen et al., 2014).  Ωστόσο, οι µελέτες για την αποτελεσµατικότητα των εντοµοκτόνων επαφής για τον έλεγχο του T. molitor είναι λίγες. Πρόσφατα, οι Athanassiou et al. (2015) αξιολόγησαν την άµεση και καθυστερηµένη θνησιµότητα των τελείων, µικρών και µεγάλων προνυµφών του T. molitor σε σκυρόδεµα που είχε εφαρµοστεί το πυρεθρινοειδές εντοµοκτόνο alpha-cypermethrin και το νεονικοτινοειδές εντοµοκτόνο thiamethoxam, όπου το πρώτο ήταν πιο αποτελεσµατικό από το δεύτερο. Επίσης, η χρήση της γης διατόµων, έχει αποδειχθεί µη αποτελεσµατική εναντίον τούτου του είδους. Οι Trewin and Reichmuth (1997) βρήκαν ότι η εφαρµογή γης διατόµων Dryacide σε επιφάνεια, προκάλεσε την πλήρη θανάτωση των τελείων T. molitor αλλά όχι των προνυµφών. Παροµοίως, οι Mewis and Ulrichs (2001) όταν εφάρµοσαν την γη διατόµων Fossil Shield σε ξύλινες πλάκες, όλα τα τέλεια T. molitor ήσαν νεκρά µετά από 7 ηµέρες έκθεσης, ενώ όλες οι προνύµφες ήσαν 



 25  ζωντανές. Ωστόσο, ο χηµικός έλεγχος του T. molitor µπορεί να επιτευχθεί µε τη χρήση καπνογόνων εντοµοκτόνων (Sulfuryl fluoride), αλλά τα ωά του είδους είναι ανθεκτικά στα εντοµοκτόνα καπνογόνου δράσεως (Hagstrum and Subramanyam, 2006).  Οι εντοµοκτόνες δραστικές ουσίες deltamethrin, pirimiphos-methyl, spinosad και η γη διατόµων silicoSec, έχουν ελεγχθεί για την δράση τους ως προστατευτικά σπόρων εναντίων πολλών εντόµων αποθηκών (Daglish, 1998; Athanassiou et al. 2003; Huang and Subramanyam, 2005; Kavallieratos et al., 2005, 2015, 2017a; Athanassiou and Kavallieratos, 2014). Όµως δεν υπάρχουν δεδοµένα για την αποτελεσµατικότητα τους εναντίον του T. molitor.                    



 26  5. Υλικά και µέθοδοι 5.1 Έντοµα Τα άτοµα T. molitor που χρησιµοποιήθηκαν στις βιοδοκιµές εξετράφησαν  σύµφωνα µε την µεθοδολογία των De Vosjoli (2012) σε πίτουρα βρώµης, στους 30οC, σε 65% σχετική υγρασία (RH) και συνεχές σκότος (Athanassiou et al., 2015). Οι αρχικές αποικίες συλλέχθηκαν από ελληνικές µονάδες αποθηκών και διατηρούνται στο Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών από το 2014. Στα πειράµατα της παρούσας µεταπτυχιακής µελέτης χρησιµοποιήθηκαν άτοµα που βρίσκονταν σε διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια, προνύµφες και τέλεια. Πιο συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν µικρές και µεγάλες προνύµφες και τυχαία τέλεια άτοµα (αρσενικά και θηλυκά) του Τ. molitor. Οι µικρές προνύµφες που χρησιµοποιήθηκαν στις βιοδοκιµές ήσαν µικρότερες των 14 mm (κατά µέσο όρο 10 mm), ενώ οι µεγάλες ήσαν µεγαλύτερες των 14 mm (κατά µέσο όρο 15mm) (Athanassiou et al., 2015). Τα τέλεια άτοµα που χρησιµοποιήθηκαν δεν ήσαν µεγαλύτερα των 2 εβδοµάδων (Athanassiou et al., 2015). 5.2 Προϊόντα Τα δηµητριακά που χρησιµοποιήθηκαν ήσαν το σκληρό σιτάρι Triticum durum Desf. (var. Claudio), το κριθάρι Hordeum vulgare L. (var. Persephone) και ο αραβόσιτος, Zea mays L. (var. Dias). Τα σιτηρά που χρησιµοποιήθηκαν δεν είχαν προσβληθεί από έντοµα αποθηκών και δεν είχαν κατάλοιπα εντοµοκτόνων ουσιών. Πριν από την έναρξη των βιοδοκιµών, τα σιτηρά κοσκινίστηκαν προκειµένου να αποµακρυνθούν οι ακαθαρσίες και τα συσσωµατώµατα. Η υγρασία των σιτηρών ελέγχθηκε µε µετρητή υγρασίας Dickey-John (mini GAC plus, Dickey-John Europe S.A.S., Colombes, France) και ρυθµίστηκε σε ποσοστό 13,5 ± 0,5%. Η ρύθµιση της υγρασίας των σιτηρών έγινε µέσω θέρµανσης των σιτηρών σε κλίβανο στους 50οC ή µέσω της προσθήκης απεσταγµένου ύδατος (Kavallieratos et al., 2012).  5.3 Σκευάσµατα Στα πειράµατα της παρούσας µεταπτυχιακής µελέτης χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα τέσσερα εντοµοκτόνα σκευάσµατα: 1) Actellic EC (εµπορική ονοµασία) µε περιεκτικότητα 50% pirimiphos-methyl (δραστική ουσία), το οποίο παρείχε η εταιρεία 



 27  Syngenta (Ανθούσα, Ελλάδα), 2) K-Obiol ULV (εµπορική ονοµασία) µε περιεκτικότητα 0,6% deltamethrin (δραστική ουσία), το οποίο παρείχε η εταιρεία Bayer Hellas (Μαρούσι, Ελλάδα), 3) Laser SC (εµπορική ονοµασία) µε περιεκτικότητα 48% spinosad (δραστική ουσία), το οποίο παρείχε η εταιρεία Dow Agrosciences Export S.A.S. (Λαύριο, Ελλάδα), 4) silicoSec (εµπορική ονοµασία), είναι µια γη διατόµων µε περιεκτικότητα 92% σε διοξείδιο του του πυριτίου (SiO2) που παρείχε η εταιρεία Biofa GmbH (Münsingen, Γερµανία). 5.4 Βιοδοκιµές Στα πειράµατα της παρούσας µεταπτυχιακής µελέτης ελέγχθηκε η ικανότητα των εντοµοκτόνων να δράσουν ως προστατευτικά σπόρων σιτηρών. Στις βιοδοκιµές ελέγχθηκαν τα pirimiphos-methyl, deltamethrin, spinosad και silicoSec στις συνιστώµενες δόσεις των 5 ppm, 0,504 ppm, 1 ppm και 1000 ppm, αντίστοιχα (Kavallieratos et al., 2017a). Όλα τα εντοµοκτόνα χρησιµοποιήθηκαν σε µορφή διαλύµατος, µε εξαίρεση το silicoSec που εφαρµόστηκε σε µορφή σκόνης.  Οι ψεκασµοί έγιναν σε δίσκους, όπου ένα κιλό σιταριού, κριθαριού και αραβοσίτου, ψεκάστηκαν µε υδατικά διαλύµατα εντοµοκτόνων, τελικού όγκου 1ml, που περιείχε την κατάλληλη ποσότητα δραστικής ουσίας. ∆ιαφορετικοί δίσκοι κάθε είδους σιτηρών χρησιµοποιήθηκαν για τον ψεκασµό κάθε διαλύµατος εντοµοκτόνου. Τα σιτηρά ψεκάστηκαν µε χρήση αερογράφου AG-4 (Mecafer S.A., Valence, France). Αρχικά, κάθε ποσότητα διαφορετικών δίσκων ψεκάστηκε µε το ίδιο εντοµοκτόνο. Πριν τον ψεκασµό µε το επόµενο εντοµοκτόνο σε κάθε ποσότητα, η συσκευή ψεκασµού καθαρίστηκε µε ακετόνη. Στη συνέχεια, οι ψεκασµένες ποσότητες σιτηρών τοποθετήθηκαν χωριστά σε γυάλινα βάζα όγκου 5 λίτρων και ανακινήθηκαν χειροκίνητα για 10 λεπτά ώστε να επιτευχθεί ίση κατανοµή του εντοµοκτόνου σε ολόκληρη την µάζα των σιτηρών (Kavallieratos et al., 2017a). Για την εφαρµογή του silicoSec, δίσκοι ενός κιλού σιταριού, κριθαριού και αραβοσίτου τοποθετήθηκαν σε κυλινδρικά γυάλινα βάζα των 5 λίτρων και υποβλήθηκαν σε εφαρµογή silicoSec συγκέντρωσης 1000 ppm. Τα βάζα ανακινήθηκαν χειροκίνητα για 10 λεπτά για να επιτευχθεί η οµοιόµορφη κατανοµή των σωµατιδίων της γης διατόµων σε ολόκληρη την µάζα των προϊόντων (Kavallieratos et al., 2017a). Επιπλέον, δίσκοι του ενός κιλού από κάθε είδος σιτηρών χρησιµοποιήθηκαν ως σειρά ελέγχου (µάρτυρας).  



 28  Από κάθε ποσότητα σιτηρών, είτε µε εντοµοκτόνο, είτε από τους µάρτυρες, ελήφθησαν τρία δείγµατα των 10 g και τοποθετήθηκαν σε µικρά γυάλινα φιαλίδια (διαµέτρου 7,5 cm και ύψους 12,5 cm) µε διαφορετική σέσουλα για κάθε βάζο-δραστική ουσία. Οι ποσότητες των 10 g ζυγίστηκαν σε µία λεπτή επιφάνεια µε ζυγό Precisa XB3200D (Alpha Analytical Instruments, Γέρακας, Ελλάδα). Για κάθε ζύγιση χρησιµοποιήθηκε µία διαφορετική επιφάνεια. Τα πώµατα των φιαλιδίων είχαν µια οπή διαµέτρου 1,5 cm στη µέση, η οποία καλύφθηκε από γάζα, για να επιτρέψει τον επαρκή αερισµό του φιαλιδίου.  Σε καθένα φιαλίδιο τοποθετήθηκαν είτε 10 τέλεια άτοµα, είτε 10 µικρές προνύµφες, είτε 10 µεγάλες προνύµφες του T. molitor. Ο εσωτερικός "λαιµός" του φιαλιδίου καλύφθηκε από υδατικό διάλυµα πολυτετραφθοροαιθυλενίου συγκέντρωσης 60% κατά βάρος διασπορά σε ύδωρ (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany), ώστε αποφευχθεί η διαφυγή των εντόµων. Στη συνέχεια, όλα τα φιαλίδια τοποθετήθηκαν σε κατάλληλα ρυθµισµένους επωαστήρες στους 25°C και σε συνθήκες σχετικής υγρασίας 65% καθ’ όλη την διάρκεια του πειράµατος.  Η θνησιµότητα του Tenebrio molitor προσδιορίστηκε µε την τοποθέτηση των ατόµων κάτω από στερεοσκόπιο Olympus (SZX9, Bacacos S.A., Αθήνα, Ελλάδα) και µε το άγγιγµα κάθε ατόµου µε πινέλο µε σκοπό την ανίχνευση οποιασδήποτε κίνησης. Η εκτίµηση της θνησιµότητας έγινε µετά από διάστηµα 1, 3, 7 και 14 ηµερών. Τα πινέλα που χρησιµοποιήθηκαν για κάθε σειρά φιαλιδίων εντοµοκτόνου και µαρτύρων ήσαν διαφορετικά. Για κάθε συνδυασµό προϊόντος, δραστικής ουσίας εντοµοκτόνου και αναπτυξιακού σταδίου έγιναν τρεις επαναλήψεις.  5.5 Στατιστικές αναλύσεις Τα δεδοµένα αναλύθηκαν σύµφωνα µε το µοντέλο επαναλαµβανόµενων µετρήσεων (Repeated Measures) (Sall et al., 2001). Ο επαναλαµβανόµενος παράγοντας ήταν το διάστηµα έκθεσης, ενώ η θνησιµότητα ήταν η εξαρτηµένη µεταβλητή. Το εντοµοκτόνο και το είδος του σιτηρού ήσαν οι κύριες επιδράσεις. Πέραν των κύριων επιδράσεων, στην ανάλυση ενσωµατώθηκαν οι σχετικές αλληλεπιδράσεις, δηλαδή προϊόν x εντοµοκτόνο (µεταξύ των διαστηµάτων έκθεσης), έκθεση x προϊόν, έκθεση x εντοµοκτόνο, έκθεση x προϊόν x εντοµοκτόνο (εντός των διαστηµάτων έκθεσης). Όλες οι αναλύσεις διεξήχθησαν χρησιµοποιώντας το λογισµικό JMP 13 (SAS Institute Inc, 2016). Οι µέσες τιµές διαχωρίστηκαν µε τη 



 29  δοκιµή Tukey-Kramer (HSD) σε επίπεδο σηµαντικότητας 0,05 (Sokal and Rohlf, 1995). 



 30  6. Αποτελέσµατα 6.1 Θνησιµότητα των µαρτύρων Στην σειρά των µαρτύρων του T. molitor παρατηρήθηκε χαµηλή θνησιµότητα (<5%) σε όλα τα στάδια που εξετάστηκαν και εποµένως δεν έγινε καµία διόρθωση στην θνησιµότητα των σειρών µε τα εντοµοκτόνα.  6.2 Θνησιµότητα των τελείων ατόµων του είδους Tenebrio molitor Όλες οι κύριες επιδράσεις, αλλά και οι αλληλεπιδράσεις ανά δύο, τόσο µεταξύ, όσο και εντός των διαστηµάτων έκθεσης, ήσαν σηµαντικές (Πίνακας 1).   Πίνακας 1. Παράµετροι MANOVA για τις κύριες επιδράσεις και τις µεταξύ τους αλληλεπιδράσεις για τα επίπεδα θνησιµότητας των τελείων T. molitor, µικρές ή µεγάλες προνύµφες µεταξύ και εντός των διαστηµάτων έκθεσης (σφάλµα df = 96 για όλα τα στάδια).  Τέλεια         άτοµα Μικρές προνύµφες Μεγάλες προνύµφες Μεταξύ των διαστηµάτων έκθεσης     Πηγή df F P F P F P Προϊόν 2 9,6 0,01 3,5 0,04 1,8 0,18 Εντοµοκτόνο 3 28,6 <0,01 42,3 <0,01 29,7 <0,01 Προϊόν x Εντοµοκτόνο 6 5,4 <0,01 4,3 0,01 1,7 0,14 Εντός των διαστηµάτων έκθεσης        Πηγή df F P F P F P Έκθεση 3 5741,3 <0,01 391,6 <0,01 246,0 <0,01 Έκθεση x Προϊόν 6 7,5 <0,01 2,0 0,07 3,1 0,01 Έκθεση x Εντοµοκτόνο 8 16,3 <0,01 34,1 <0,01 17,9 <0,01 Έκθεση x Προϊόν x Eντοµοκτόνο 18 3,9 <0,01 1,8 0,03 1,8 0,03   



 31  Μετά από 1 ηµέρα έκθεσης, η θνησιµότητα των ενήλικων ατόµων T. molitor ήταν πολύ χαµηλή και δεν ξεπέρασε το 5,6% στο σιτάρι που εφαρµόστηκε silicoSec (Πίνακας 2). Μετά από διάστηµα 3 ηµερών έκθεσης, η συνολική θνησιµότητα κυµάνθηκε από 5,6 έως 20%. Επτά ηµέρες µετά την έναρξη του πειράµατος, η θνησιµότητα αυξήθηκε σηµαντικά στο σιτάρι που εφαρµόστηκε pirimiphos-methyl, ενώ στις άλλες εφαρµογές δεν υπερέβη το 44,4%. Πλήρης θνησιµότητα των ατόµων καταγράφηκε σε σιτάρι που εφαρµόστηκε pirimiphos-methyl και silicoSec µετά από 14 ηµέρες έκθεσης. Οι θνησιµότητες που προκλήθηκαν από το deltamethrin και το spinosad ήσαν 92,2 και 94,4% αντίστοιχα. Όσον αφορά το κριθάρι, µετά από 1 ηµέρα, η συνολική θνησιµότητα ήταν πολύ χαµηλή και κυµάνθηκε από 1,1 έως 4,4% (Πίνακας 2).  Την τρίτη µέρα του πειράµατος, η θνησιµότητα των τελείων T. molitor αυξήθηκε περαιτέρω, αλλά δεν ξεπέρασε το 24,4%. Μετά από επτά ηµέρες έκθεσης, η θνησιµότητα αυξήθηκε σηµαντικά και έφθασε το 86,7 και 77,8% στα φιαλίδια που εφαρµόστηκε pirimiphos-methyl και silicoSec, αντίστοιχα. Ωστόσο, η θνησιµότητα που προκλήθηκε από το deltamethrin και το spinosad κυµάνθηκε σε σηµαντικώς χαµηλότερα επίπεδα, δηλαδή από 32,2 έως 36,7%. Στο τέλος της πειραµατικής διαδικασίας, µετά το πέρας 14 ηµερών, όλα τα τέλεια άτοµα στο κριθάρι που ψεκάστηκε µε pirimiphos-methyl, silicoSec και spinosad, ήσαν νεκρά, ενώ το κριθάρι που ψεκάστηκε µε deltamethrin η θνησιµότητα έφθασε το 97,8%. Όσον αφορά τον αραβόσιτο, µετά από 1 ηµέρα έκθεσης, η υψηλότερη θνησιµότητα ήταν χαµηλή. Η συνολική θνησιµότητα προκλήθηκε από το silicoSec, δηλαδή το 10,0%, ενώ δεν παρατηρήθηκε θνησιµότητα για τα άτοµα που εκτέθηκαν στο spinosad (Πίνακας 2). Την τρίτη µέρα του πειράµατος, η θνησιµότητα έφθασε το 27,8% στον αραβόσιτο που εφαρµόστηκε silicoSec. Επτά ηµέρες µετά την έναρξη του πειράµατος, η θνησιµότητα αυξήθηκε σηµαντικά στη σειρά των φιαλιδίων µε pirimiphos-methyl, και έφτασε το 73,3%. Στην περίπτωση του silicoSec, η θνησιµότητα έφτασε το 51,1%, ενώ στις περιπτώσεις του deltamethrin και του spinosad κυµάνθηκε µεταξύ 13,3 και 30,0%. Μετά από 14 ηµέρες έκθεσης παρατηρήθηκε θνησιµότητα 100% στα τέλεια άτοµα στον αραβόσιτο που εφαρµόστηκε pirimiphos-methyl και silicoSec, ενώ η θνησιµότητα που προκλήθηκε από deltamethrin και spinosad ήταν 80,0 και 88,9% αντίστοιχα. 



 32   Πίνακας 2. Μέση ± SE θνησιµότητα (%) των τελείων ατόµων Τ. molitor µετά από 1, 3, 7 και 14 ηµέρες σε σιτάρι, κριθάρι και αραβόσιτο που εκτέθηκαν στις συνιστώµενες δόσεις deltamethrin, pirimiphos-methyl, silicoSec και spinosad. Σε κάθε στήλη, οι µέσοι που ακολουθούνται από το ίδιο µικρό γράµµα δεν διαφέρουν σηµαντικώς [σε όλες τις περιπτώσεις df= 3,35 Tukey-Kramer (HSD) σε Ρ = 0,05]. Σε κάθε σειρά, οι µέσοι που ακολουθούνται από το ίδιο κεφαλαίο γράµµα δεν διαφέρουν σηµαντικώς [σε όλες τις περιπτώσεις df=3,35 Tukey-Kramer (HSD) σε Ρ = 0,05]. Όπου δεν υπάρχουν γράµµατα, δεν καταγράφηκαν σηµαντικές διαφορές. Σιτάρι ∆ιάρκεια έκθεσης (σε ηµέρες) 1 3 7 14   Εντοµοκτόνο     F P Deltamethrin 0,0±0,0Cb 5,6±2,4C 24,4±5,6Bb 92,2±2,2Ab 172,8 <0,01 Pirimiphos-methyl 1,1±1,1Cab 11,1±5,6C 66,7±4,1Ba 100,0±0,0Aa 176,3 <0,01 SilicoSec 5,6±1,8Ca 20,0±4,7C 44,4±8,2Bab 100,0±0,0Aa 74,9 <0,01 Spinosad 1,1±1,1Cab 12,2±3,6C 35,6±6,5Bb 94,4±2,4Aab 111,2 <0,01 F 4,4 1,9 8,2 5,8   P 0,01 0,14 0,01 0,01   Κριθάρι ∆ιάρκεια έκθεσης (σε ηµέρες) 1 3 7 14   Εντοµοκτόνο     F P Deltamethrin 3,3±1,7C 15,6±5,0C 32,2±6,2Bb 97,8±1,5A 103,3 <0,01 Pirimiphos-methyl 4,4±2,4D 24,4±5,8C 86,7±2,9Ba 100,0±0,0A 181,5 <0,01 SilicoSec 1,1±1,1D 18,9±4,8C 77,8±5,5Ba 100,0±0,0A 161,8 <0,01 Spinosad 4,4±2,4C 16,7±5,5C 36,7±4,4Bb 100,0±0,0A 129,3 <0,01 F 0,7 0,6 32,4 2,3   P 0,6 0,65 <0,01 0,1   Αραβόσιτος ∆ιάρκεια έκθεσης (σε ηµέρες) 1 3 7 14   Εντοµοκτόνο     F P Deltamethrin 4,4±1,8Cab 14,4±2,9Cbc 30,0±3,3Bc 80,0±4,7Ab 99,9 <0,01 Pirimiphos-methyl 2,2±1,5Db 20,0±3,7Cab 73,3±3,7Ba 100,0±0,0Aa 277,1 <0,01 SilicoSec 10,0±2,9Da 27,8±3,6Ca 51,1±4,8Bb 100,0±0,0Aa 135,1 <0,01 Spinosad 0,0±0,0Cb 4,4±2,4BCc 13,3±3,7Bd 88,9±3,1Ab 238,9 <0,01 F 5,4 9,2 43,4 11,8   P 0,01 0,01 <0,01 <0,01   



 33  6.3 Θνησιµότητα προνυµφών µικρού µεγέθους Όλες οι κύριες επιδράσεις και οι αλληλεπιδράσεις τους, τόσο µεταξύ, όσο εντός των διαστηµάτων έκθεσης, ήσαν σηµαντικές, µε εξαίρεση την αλληλεπίδραση έκθεσης x προϊόν (Πίνακας 1). Μετά από 1 ηµέρα έκθεσης, η θνησιµότητα των προνυµφών µικρού µεγέθους του T. molitor ήταν χαµηλή για όλα τα εντοµοκτόνα που ελέγχθηκαν στο σιτάρι και δεν υπερέβη το 3,3% (Πίνακας 3). Την τρίτη µέρα του πειράµατος, η συνολική θνησιµότητα συνέχισε να παραµένει χαµηλή και έφθασε στο 6,7% στο σιτάρι που εφαρµόστηκε deltamethrin. Στις µετρήσεις της θνησιµότητας στις 7 ηµέρες του πειράµατος παρατηρήθηκαν επίσης χαµηλές τιµές θνησιµότητας, µε εξαίρεση το pirimiphos-methyl, όπου η θνησιµότητα αυξήθηκε σηµαντικά και έφτασε το 28,9%. Μετά το πέρας 14 ηµερών από την έναρξη του πειράµατος, η υψηλότερη θνησιµότητα παρατηρήθηκε στο σιτάρι που είχε επεξεργαστεί µε pirimiphos-methyl µε µέση τιµή 71,1%. Ακολούθησε η σειρά φιαλιδίων µε το silicoSec, που σκότωσε το 43,3% των µικρών προνυµφών του T. molitor, ενώ χαµηλότερες τιµές θνησιµότητας καταγράφηκαν σε σιτάρι που εφαρµόστηκε deltamethrin και spinosad που δεν ξεπέρασε το 10 και το 28,9% αντίστοιχα.  Όσον αφορά το κριθάρι, µετά από 1 ηµέρα έκθεσης, η θνησιµότητα παρέµεινε σε χαµηλά επίπεδα και κυµάνθηκε από 1,1 έως 4,4% (Πίνακας 3). Την 3η και 7η ηµέρα του πειράµατος, η θνησιµότητα ήταν χαµηλή σε όλα τα εντοµοκτόνα, µε εξαίρεση το pirimiphos-methyl, το οποίο προκάλεσε 2,2% θνησιµότητα µετά από 7 µέρες έκθεσης. Στις 14 ηµέρες, η υψηλότερη θνησιµότητα παρατηρήθηκε στα άτοµα που βρίσκονταν στο κριθάρι που εφαρµόστηκε pirimiphos-methyl, µε µέση τιµή 91,1%, ενώ όλα τα άλλα εντοµοκτόνα κυµάνθηκαν από 13,3 έως 42,2%. Όσον αφορά τον αραβόσιτο, η συνολική θνησιµότητα παρέµεινε χαµηλή και δεν υπερέβη το 4,4% µετά από 1 και 3 ηµέρες έκθεσης (Πίνακας 3). Κατά την έβδοµη µέρα του πειράµατος, η θνησιµότητα παρέµεινε χαµηλή, αφού κυµάνθηκε από 4,4% έως 12,2%. Μετά από 14 ηµέρες καταγράφηκε η υψηλότερη θνησιµότητα, δηλαδή το 60% των ατόµων, στον αραβόσιτο που εφαρµόστηκε pirimiphos-methyl, ενώ ακολούθησαν οι σειρές που εφαρµόστηκε silicoSec (41,1%) και spinosad (34,4%), ενώ για τα άτοµα που εκτέθηκαν στο deltamethrin δεν σκοτώθηκε περισσότερο από το 8,9% των προνυµφών. 



 34   Πίνακας 3. Μέση ± SE θνησιµότητα (%) προνυµφών µικρού µεγέθους Τ. molitor µετά από 1, 3, 7 και 14 ηµέρες σε σιτάρι, κριθάρι και αραβόσιτο που εκτέθηκαν στις συνιστώµενες δόσεις  deltamethrin, pirimiphos-methyl, silicoSec και spinosad. Σε κάθε στήλη, οι µέσοι που φέρουν το ίδιο µικρό γράµµα δεν διαφέρουν σηµαντικώς [σε όλες τις περιπτώσεις df= 3,35 Tukey-Kramer (HSD) σε Ρ = 0,05]. Σε κάθε σειρά, οι µέσοι που ακολουθούνται από το ίδιο κεφαλαίο γράµµα δεν διαφέρουν σηµαντικώς [σε όλες τις περιπτώσεις df=3,35 Tukey-Kramer (HSD) σε Ρ = 0,05]. Όπου δεν υπάρχουν γράµµατα, δεν καταγράφηκαν σηµαντικές διαφορές. Σιτάρι ∆ιάρκεια έκθεσης (σε ηµέρες) 1 3 7 14   Εντοµοκτόνο     F P Deltamethrin 3,3±2,4 6,7±4,4 6,7±4,4b 10,0±6,7c 0,3 0,80 Pirimiphos-methyl 0,0±0,0C 5,6±2,4C 28,9±5,4Ba 71,1±7,7Aa 44,3 <0,01 SilicoSec 2,2±1,5B 2,2±1,5B 5,6±1,8Bb 43,3±2,9Ab 102,3 <0,01 Spinosad 0,0±0,0B 2,2±1,5B 8,9±4,6Bb 28,9±5,4Abc 13,3 <0,01 F 1,4 0,7 6,7 18,8   P 0,25 0,55 0,01 <0,01   Κριθάρι ∆ιάρκεια έκθεσης (σε ηµέρες) 1 3 7 14   Εντοµοκτόνο     F P Deltamethrin 2,2±1,5B 3,3±1,7B 8,9±2,6ABb 13,3±2,9Ad 5,3 0,01 Pirimiphos-methyl 4,4±2,4C 10,0±3,3C 42,2±4,3Ba 91,1±2,0Aa 158,9 <0,01 SilicoSec 2,2±1,5B 4,4±1,8B 7,8±2,2Bb 42,2±3,2Ab 68,7 <0,01 Spinosad 1,1±1,1B 2,2±1,5B 6,7±1,7Bb 26,7±3,7Ac 28,3 <0,01 F 0,7 2,5 35,6 125,7   P 0,57 0,08 <0,01 <0,01   Αραβόσιτος ∆ιάρκεια έκθεσης (σε ηµέρες) 1 3 7 14   Εντοµοκτόνο     F P Deltamethrin 2,2±1,5 3,3±1,7 4,4±1,8 8,9±2,6C 2,3 0,10 Pirimiphos-methyl 0,0±0,0C 1,1±1,1C 12,2±4,0B 60,0±2,4Aa 140,5 <0,01 SilicoSec 2,2±1,5B 2,2±1,5B 5,6±1,8B 41,1±4,2Ab 56,8 <0,01 Spinosad 3,3±2,4B 4,4±2,4B 12,2±4,3B 34,4±4,4Ab 16,7 <0,01 F 0,8 0,7 1,7 35,7   P 0,50 0,57 0,18 <0,01   



 35  6.4 Θνησιµότητα προνυµφών µεγάλου µεγέθους Όπως φαίνεται από τον Πίνακα 1, τόσο µεταξύ, όσο εντός των διαστηµάτων έκθεσης, η επίδραση του εντοµοκτόνου και οι αλληλεπιδράσεις ήσαν σηµαντικές.  Μετά από 1, 3 και 7 ηµέρες έκθεσης, η θνησιµότητα των προνυµφών µεγάλου µεγέθους του T. molitor ήταν πολύ χαµηλή, και δεν ξεπέρασε το 10,0% στο σιτάρι που εφαρµόστηκε pirimiphos-methyl (Πίνακας 4). Μετά από 14 ηµέρες, η θνησιµότητα αυξήθηκε, µε την µέγιστη θνησιµότητα να καταγράφεται στα φιαλίδια µε το σιτάρι που εφαρµόστηκε pirimiphos-methyl (41,1%), και ακολούθησαν τα φιαλίδια µε το silicoSec (36,7%), spinosad (23,3%) ενώ στο deltamethrin παρέµεινε χαµηλή (2,2%).  Όσον αφορά το κριθάρι, η συνολική θνησιµότητα των προνυµφών µεγάλου µεγέθους του T. molitor, δεν ξεπέρασε το 10,0% µετά από 1, 3 και 7 ηµέρες έκθεσης σε όλα τα εξεταζόµενα εντοµοκτόνα (Πίνακας 4). Κατά την 14η µέρα του πειράµατος η υψηλότερη θνησιµότητα, δηλαδή το 57,8% των προνυµφών µεγάλου µεγέθους, καταγράφηκε στο κριθάρι που εφαρµόστηκε pirimiphos-methyl, ενώ ακολούθησαν οι σειρές που εφαρµόστηκε silicoSec (38,9%) και spinosad (25,6%), ενώ για τα άτοµα που εκτέθηκαν στο deltamethrin δεν σκοτώθηκαν περισσότερα από το 7,8% των µεγάλων προνυµφών.  Παρόµοια τάση παρατηρήθηκε και για την θνησιµότητα στον αραβόσιτο, µετά από 1, 3 και 7 ηµέρες έκθεσης στα deltamethrin, pirimiphos-methyl, silcoSec και spinosad. Η συνολική θνησιµότητα ήταν χαµηλή και κυµάνθηκε από 0,0% έως 13,3% (Πίνακας 4). Μετά από 14 ηµέρες, η θνησιµότητα στον αραβόσιτο που εφαρµόστηκε deltamethrin ήταν 7,8%, ενώ το pirimiphos-methyl, το silicoSec και το spinosad σκότωσαν 34,4%, 28,9% και 24,4% των εκτεθειµένων µεγάλων προνυµφών του T. molitor αντίστοιχα.       



 36  Πίνακας 4. Μέση ± SE θνησιµότητα (%) προνυµφών µεγάλου µεγέθους Τ. molitor µετά από 1, 3, 7 και 14 ηµέρες σε σιτάρι, κριθάρι και αραβόσιτο που εκτέθηκαν στις συνιστώµενες δόσεις deltamethrin, pirimiphos-methyl, silicoSec και spinosad. Σε κάθε στήλη, οι µέσοι που ακολουθούνται από το ίδιο µικρο γράµµα δεν διαφέρουν σηµαντικώς [σε όλες τις περιπτώσεις df= 3,35 Tukey-Kramer (HSD) σε Ρ = 0,05]. Σε κάθε σειρά, οι µέσοι που ακολουθούνται από το ίδιο κεφαλαίο γράµµα δεν διαφέρουν σηµαντικώς [σε όλες τις περιπτώσεις df=3,35 Tukey-Kramer (HSD) σε Ρ = 0,05]. Όπου δεν υπάρχουν γράµµατα, δεν καταγράφηκαν σηµαντικές διαφορές. Σιτάρι ∆ιάρκεια έκθεσης (σε ηµέρες) 1 3 7 14   Εντοµοκτόνο     F P Deltamethrin 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0b 2,2±1,5c 2,3 0,10 Pirimiphos-methyl 0,0±0,0C 2,2±1,5BC 10,0±2,9Ba 41,1±2,6Aa 83,6 <0,01 SilicoSec 0,0±0,0B 3,3±2,4B 8,9±3,1Bab 36,7±4,1Aa 35,1 <0,01 Spinosad 1,1±1,1B 1,1±1,1B 6,7±2,9Bab 23,3±3,7Ab 17,9 <0,01 F 1,0 0,9 3,1 30,9   P 0,41 0,44 0,04 <0,01   Κριθάρι ∆ιάρκεια έκθεσης (σε ηµέρες) 1 3 7 14   Εντοµοκτόνο     F P Deltamethrin 1,1±1,1 3,3±1,5 3,3±1,7 7,8±2,2c 2,2 0,11 Pirimiphos-methyl 0,0±0,0B 2,2±1,5B 10,0±2,9B 57,8±5,5Aa 73,2 <0,01 SilicoSec 0,0±0,0B 0,0±0,0B 3,3±1,7B 38,9±5,4Ab 45,2 <0,01 Spinosad 1,1±1,1B 1,1±1,1B 5,6±1,8B 25,6±2,9Ab 47,7 <0,01 F 0,7 1,3 2,4 25,6   P 0,58 0,28 0,08 <0,01   Αραβόσιτος ∆ιάρκεια έκθεσης (σε ηµέρες) 1 3 7 14   Εντοµοκτόνο     F P Deltamethrin 2,2±1,5 2,2±1,5 3,3±1,7ab 7,8±2,2c 2,3 0,09 Pirimiphos-methyl 0,0±0,0C 2,2±1,5C 13,3±4,4Ba 34,4±2,9Aa 32,8 <0,01 SilicoSec 0,0±0,0B 0,0±0,0B 2,2±1,5Bb 28,9±3,5Aa 54,9 <0,01 Spinosad 1,1±1,1B 2,2±1,5B 5,6±1,8Bab 24,4±2,9Aa 31,5 <0,01 F 1,3 0,8 3,7 15,3   P 0,28 0,52 0,02 <0,01   



 37   7. Συζήτηση Τα εντοµοκτόνα που εξετάστηκαν στην παρούσα µελέτη καλύπτουν ένα εύρος διαφορετικών µηχανισµών δράσης, είτε χηµικό είτε φυσικό. Ειδικότερα, η ουσία deltamethrin ανήκει στις πυρεθρινοειδείς ουσίες, και παρατείνει την ενεργοποίηση του διαύλου νατρίου επηρεάζοντας τις µεµβράνες των νευρικών κυττάρων (Freeborn et al., 2015). Η οργανοφωσφορική ουσία pirimiphos-methyl δρα µέσω της φωσφορυλίωσης του ενζύµου της ακετυλοχολινεστεράσης (AChE) που καταλύει την υδρόλυση της ακετυλοχολίνης στη συναπτική σχισµή του νευρικού συστήµατος (O’Brien, 1967; Donarski et al., 1989; Eleršek and Filipić, 2011). Το Spinosad επηρεάζει τους µετασυναπτικούς νικοτινικούς υποδοχείς της ακετυλοχολίνης και τους µετασυναπτικούς υποδοχείς του γ-αµινοβουτυρικούς οξέος (Salgado, 1998; Salgado and Sparks, 2005). Η γη διατόµων silicoSec επάγει την απενεργοποίηση των αδιάβροχων λιπιδίων της δερµίδας των εντόµων, µε αποτέλεσµα το θάνατό τους µέσω της αφυδάτωσης (Ebeling, 1971; Athanassiou et al., 2007). Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των βιοδοκιµών που έγιναν στο πλαίσιο της παρούσας µεταπτυχιακής µελέτης, όλα τα εντοµοκτόνα που εφαρµόστηκαν στο σιτάρι, στο κριθάρι και στον αραβόσιτο ήσαν ικανά να ελέγξουν τους πληθυσµούς των τελείων ατόµων του T. molitor. Ωστόσο, οι προνύµφες µικρού και µεγάλου  µεγέθους είχαν µεγαλύτερη ανθεκτικότητα σε αυτά τα εντοµοκτόνα σε σχέση µε τα τέλεια άτοµα. Εξαίρεση αποτελεί το pirimiphos-methyl, το οποίο είχε σαν αποτέλεσµα την πρόκληση υψηλών τιµών θνησιµότητας στις µικρές προνύµφες και µέτρια θνησιµότητα στις µεγάλες προνύµφες, σε σχέση µε τα υπόλοιπα εντοµοκτόνα. Σε πρόσφατη µελέτη των Athanassiou et al. (2015), οι οποίοι έλεγξαν την επίδραση του πυρεθρινοειδούς εντοµοκτόνου, alpha-cypermethrin σε µικρές και µεγάλες προνύµφες και τέλεια άτοµα T. molitor, διαπίστωσαν επίσης την ευαισθησία των τελείων ατόµων και των µικρών προνυµφών, και την ανθεκτικότητα των µεγάλων προνυµφών, όταν εκτέθηκαν σε σκυρόδεµα εµποτισµένο µε την παραπάνω δραστική ουσία (Athanassiou et al., 2015).  Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της παρούσας µεταπτυχιακής µελέτης, οι προνύµφες, ανεξαρτήτως αναπτυξιακού σταδίου ήσαν πιο ανθεκτικές στην έκθεση σε deltamethrin σε σχέση µε τα τέλεια άτοµα, υποδεικνύοντας ότι η µέθοδος της εφαρµογής ενός εντοµοκτόνου (εφαρµογή σε επιφάνειες ή σε σπόρους), µπορεί να επηρεάσει την αποτελεσµατικότητα των εντοµοκτόνων, ακόµη και στην ίδια χηµική 



 38  οµάδα (π.χ. πυρεθρινοειδή). Εκτός από τις διαφορετικές δραστικές ουσίες που χρησιµοποιήθηκαν, η θνησιµότητα των προνυµφών µικρού και µεσαίου µεγέθους καθώς και των τελείων ατόµων ήταν µεγαλύτερη στην περίπτωση του σκυροδέµατος, σε σχέση µε την αντίστοιχη θνησιµότητα στα σιτηρά (Athanassiou et al., 2015). Αυτό µπορεί να αποδοθεί στην συνεχόµενη έκθεση των ατόµων στο εντοµοκτόνο πάνω στο σκυρόδεµα. Αντίθετα, στην περίπτωση της παρούσας εργασίας, τα σιτηρά έχουν ποικίλα σχήµατα (ελλειψοειδή, οβάλ, σφαιρικά, κωνικά, ατρακτοειδή) και λόγω των κενών που σχηµατίζονται µεταξύ τους, µπορούν να υπάρξουν σηµεία από τα οποία απουσιάζει το εντοµοκτόνο και στα οποία τα έντοµα µπορούν να καταφύγουν για να διαφύγουν την έκθεσή τους σε αυτό (Vayias et al., 2006). Ωστόσο, απαιτείται περαιτέρω έρευνα για τη διευκρίνιση αυτού του ζητήµατος. Τα προϊόντα παίζουν σηµαντικό ρόλο στην απόδοση των εντοµοκτόνων. Από την παρατήρηση των αποτελεσµάτων στα διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια, οι πληθυσµοί του T. molitor στον αραβόσιτο είχαν πολύ χαµηλότερη θνησιµότητα σε σχέση µε τους αντίστοιχους πληθυσµούς στο κριθάρι και στο σιτάρι σε όλα τα εντοµοκτόνα. Σύµφωνα µε πρόσφατες έρευνες, επτά παράγωγα πυρολών, που χρησιµοποιούνται ως προστατευτικά σπόρων, ήσαν πιο αποτελεσµατικά στο κριθάρι και στο σιτάρι παρά στον αραβόσιτο ενάντια σε πληθυσµούς του σκαθαριού των αλεύρων Tribolium confusum Jacquelin du Val (Coleoptera: Tenebrionidae) και του µεσογειακού σκόρου των αλεύρων, Ephestia kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) (Boukouvala et al., 2016a, b, 2017). Αντίστοιχα οι Kavallieratos et al. (2017a), βρήκαν ότι οι υψηλότερες θνησιµότητες των cypermethrin, deltamethrin, pirimiphos-methyl, silicoSec, s-methoprene και spinosad, ενάντια στο σκαθάρι Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae), είτε τελείων είτε προνυµφών, ήσαν στο σιτάρι και στο κριθάρι απ’ ότι στο άγριο ρύζι και στον αραβόσιτο. Επιπλέον, µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα στον έλεγχο του πληθυσµού του S. oryzae καταγράφηκε στην περίπτωση που οι πληθυσµοί βρίσκονταν σε σιτάρι ή κριθάρι που είχε εφαρµοστεί chlorfenapyr, σε αντίθεση µε εκείνα που βρίσκονταν σε ρύζι ή αραβόσιτο (Kavallieratos et al., 2011). Οµοίως, µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα στον έλεγχο του S. oryzae στο κριθάρι και στο άγριο ρύζι, σε σχέση µε τον αραβόσιτο διαπίστωσαν και οι Athanassiou et al., (2003) µετά από εφαρµογή silicoSec σε αυτά τα προϊόντα. Αυτό µπορεί να αποδοθεί στη µεγαλύτερη τραχύτητα του κριθαριού ή του σιταριού, σε σχέση µε τους σπόρους του αραβοσίτου, παρέχοντας την δυνατότητα µεγαλύτερης προσκόλλησης των εντοµοκτόνων σε αυτή την επιφάνεια (Kavallieratos et al., 2005; Boukouvala et al., 2016b). Επιπλέον, τα 



 39  χηµικά χαρακτηριστικά της επιφάνειας του αραβοσίτου µπορούν να αλληλεπιδράσουν αρνητικά µε τα εντοµοκτόνα (Chintzoglou et al., 2008). Μια άλλη παράµετρος που έδειξε να διαφοροποιεί τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης ήταν το αναπτυξιακό στάδιο των εντόµων. Τα τέλεια άτοµα ήσαν πιο ευάλωτα σε σχέση µε τις προνύµφες, ενώ οι προνύµφες µεγάλου µεγέθους ήσαν πιο ανθεκτικές σε σχέση µε εκείνες µικρότερου µεγέθους. Αυτό συµφωνεί µε τα αποτελέσµατα προηγούµενων ερευνών. Σύµφωνα µε τους Athanassiou et al. (2015), οι µεγάλες προνύµφες των εντόµων T. granarium και T. molitor ήσαν πιο ανθεκτικές σε σχέση µε τις µικρές προνύµφες, όταν οι πληθυσµοί αυτοί εκτέθηκαν σε σκυρόδεµα που είχε ψεκαστεί µε thiamethoxam και alpha-cypermethrin, ενώ τα τέλεια άτοµα και των δύο ειδών ήσαν πιο ευάλωτα, ιδιαίτερα στην περίπτωση του alpha-cypermethrin. Σε αντίστοιχο πείραµα των Kavallieratos et al. (2016), οι µεγάλες προνύµφες του T. granarium παρουσίασαν µεγαλύτερη ανθεκτικότητα σε σχέση µε τις µικρές προνύµφες όταν εκτέθηκαν σε σκυρόδεµα που είχε ψεκαστεί µε chlorfenapyr, deltamethrin, pirimiphos-methyl, pyriproxyfen και spinosad. Παρόµοια αποτελέσµατα προέκυψαν και στο πείραµα των Kavallieratos et al. (2007a) σε προνύµφες µικρού και µεγάλου µεγέθους του T. granarium που εκτέθηκαν σε σιτηρά (σιτάρι, κριθάρι, αραβόσιτο και άγριο ρύζι) που είχαν ψεκαστεί µε cypermethrin, deltamethrin, silicoSec, s-methopren και spinosad. Στην ίδια εργασία, οι συγγραφείς ανέφεραν ότι τα παραπάνω εντοµοκτόνα κατάφεραν να καταστείλουν τα τέλεια T. granarium. Παρόµοια αποτελέσµατα σηµειώθηκαν και για τις προνύµφες  T. confusum σε σκυρόδεµα που εφαρµόστηκε chlorantraniliprole, imidacloprid, spinetoram και thiamethoxam (Sağlam et al., 2013). Αυτή η διαφοροποίηση στην ευαισθησία των διαφορετικών σταδίων των προνυµφών ενδεχοµένως να σχετίζεται στην διαφορετική σύνθεση των δερµίδων τους (Mewis and Ulrichs, 2001).  Οι προνύµφες µεγάλου µεγέθους προετοιµάζονται για την νύµφωση και επηρεάζεται η κινητικότητα, ο µεταβολισµός και η συµπεριφορά τους, και ως εκ τούτου είναι πιο ανθεκτικές στην έκθεση σε εντοµοκτόνα (Cox et al., 1984). Εποµένως είναι σηµαντικό να εντοπιστεί η προσβολή του T. molitor στα αρχικά στάδια όταν τα τέλεια ή οι µικρές προνύµφες είναι παρόντα στα προϊόντα. Αντιθέτως, η παρουσία µεγάλων προνυµφών µπορεί να οδηγήσει σε µη αποτελεσµατικότερο έλεγχο του πληθυσµού τους, καθώς είναι ανθεκτικές στα εντοµοκτόνα. Ανάµεσα στα εντοµοκτόνα που εφαρµόστηκαν στο πλαίσιο της παρούσας εργασίας, το pirimiphos-methyl προκάλεσε την µεγαλύτερη θνησιµότητα σε όλα τα εξεταζόµενα στάδια, ενώ το deltamethrin, το silicoSec και το spinosad, µπορεί να 



 40  προκάλεσαν ικανοποιητική θνησιµότητα στα τέλεια άτοµα, δεν κατάφεραν όµως να ελέγξουν τους πληθυσµούς των προνυµφών. Γενικά το silicoSec, έχει επιβεβαιωθεί ως αποτελεσµατικό ενάντια σηµαντικών εχθρών αποθηκών όπως το E. kuehniella, το Oryzaephilus surinamensis (L.) (Coleoptera: Silvanidae), το Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrychidae), το Sitophilus oryzae (L.) (Coleoptera: Curculionidae), το T. confusum και το Τ. granarium (Athanassiou et al., 2005, 2006, 2016; Kavallieratos et al., 2005, 2016, 2017a). Ωστόσο, στην παρούσα µελέτη, δεν ήταν αποτελεσµατικό έναντι των προνυµφών του T. molitor, γεγονός που συµφωνεί µε αντίστοιχες έρευνες των Trewin και Riechmuth (1997) και των Mewis και Ulrichs (2001). Όσον αφορά το spinosad, οι Athanassiou et al., (2008) ανέφεραν ότι το R. dominica και το Prostephanus truncatus (Horn) (Coleoptera: Bostrychidae) ήσαν µη ανθεκτικά σε αυτό το εντοµοκτόνο, ακολουθούµενα από το S. oryzae, ενώ το T. confusum ήταν το πιο ανθεκτικό είδος. Τα µέλη της οικογένειας Tenebrionidae, φαίνεται να έχουν φυσική ανθεκτικότητα στο spinosad, σύµφωνα µε την παρούσα εργασία, καθώς και µε προηγούµενες (Athanassiou et al., 2008; Athanassiou και Kavallieratos, 2014).  Η αποτελεσµατικότητα του pirimiphos-methyl έχει ελεγχθεί και επιβεβαιωθεί ενάντια σε µια ποικιλία εντόµων αποθηκών που προσβάλλουν προϊόντα µετά την συγκοµιδή. Σύµφωνα µε τα πειράµατα των Rumbos et al. (2013, 2016), δύο σκευάσµατα του pirimiphos-methyl (γαλακτωποιήσιµο συµπύκνωµα και εναιώρηµα κάψουλας) κατάφεραν να ελέγξουν πλήρως µέσα στις πρώτες 7 ηµέρες έκθεσης τους πληθυσµούς των S. oryzae και του Sitophilus granarius (L.) (Coleoptera: Curculionidae). Σε άλλη έρευνα των Kavallieratos et al. (2017a), το pirimiphos-methyl προκάλεσε την πλήρη θανάτωση των προνυµφών του T. granarium, σε τέσσερα διαφορετικά προϊόντα. Παροµοίως, το pirimiphos-methyl ήταν αποτελεσµατικό ως προστατευτικό σπόρων ενάντια σε τέσσερα είδη ψωκοπτέρων (Athanassiou et al., 2009). Επιπλέον, όταν το pirimiphos-methyl εφαρµόστηκε σε σάκους αποθήκευσης πολυπροπυλενίου αποδείχθηκε αποτελεσµατική µέθοδος για τον έλεγχο των πληθυσµών των P. truncatus, R. dominica και S. Oryzae (Kavallieratos et al., 2017b), καθώς επίσης και στους πληθυσµούς Τ. granarium σε συσκευασίες αποθήκευσης από πλεκτό πολυπροπυλένιο, φίλµ προπυλενίου και χαρτί συσκευασίας (Kavallieratos and Boukouvala, 2018). Συνεπώς, το pirimiphos-methyl θα µπορούσε να προταθεί ως σκεύασµα για την προστασία των προϊόντων από αυτά τα είδη εντόµων αποθηκών, µόνο του ή σε συνδυασµό µε την alpha-cypermethrin για εφαρµογή σε επιφάνειες, για τον ικανοποιητικό έλεγχο τουλάχιστον των τελείων και 



 41  των προνυµφών µικρού µεγέθους (Athanassiou et al., 2015) που µπορούν να φύγουν από τους σπόρους που έχει εφαρµοστεί pirimiphos-methyl, και να έρθουν σε επαφή µε το πάτωµα της αποθήκης.  Η παρούσα µελέτη αποτελεί την πρώτη προσπάθεια ελέγχου τεσσάρων διαφορετικών εντοµοκτόνων µε ένα ευρύ φάσµα δραστικών ουσιών, το pirimiphos-methyl, το deltamethrin, το spinosad και το silicoSec, που χρησιµοποιήθηκαν ως προστατευτικά σπόρων για τον έλεγχο του T. molitor σε διαφορετικά υποστρώµατα σιτηρών. Τα αποτελέσµατά έδειξαν ότι τα εντοµοκτόνα που ελέγχθηκαν ήσαν πιο αποτελεσµατικά ενάντια στα τέλεια άτοµα του T. molitor και λιγότερο αποτελεσµατικά έναντι των προνυµφών τους, µε εξαίρεση το pirimiphos-methyl. Το στάδιο ζωής του T. molitor και ο τύπος του προϊόντος θα πρέπει να ληφθούν υπόψη για τη διαχείριση αυτού του είδους, καθώς παίζουν σηµαντικό ρόλο στην αποτελεσµατικότητα των εντοµοκτόνων που εξετάστηκαν. Ωστόσο, απαιτούνται επιπρόσθετοι πειραµατισµοί για τον έλεγχο του T. molitor, ειδικά στο στάδιο µεγάλων προνυµφών, µε περισσότερα εντοµοκτόνα, είτε ως προστατευτικά των σπόρων, είτε ως εντοµοκτόνα επιφανειών, και µε την εισαγωγή περισσότερων αβιοτικών και βιοτικών παραγόντων, όπως διαφορετικά στελέχη, διαφορετικά είδη προϊόντων, και ένα εύρος θερµοκρασιακών συνθηκών και επιπέδων σχετικής υγρασίας.     
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