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1. Ievads
Sēklu pārklāšana ar ķīmiskām vielām, lai atvairītu grauzējus, ir standarta prakse mežu atjaunošanas programmās daudzās valstīs (Radvans, 1970; Martels, 1981). Tomēr sīki izstrādāti protokoli par repelentu efektivitātes novērtējumu nav izveidoti. Šī standarta mērķis ir pārbaudes procedūru standartizācija EAAO dalībvalstīs. Tas ir paredzēts pārbaudēm ar sēklēdājiem vai visēdājiem grauzējiem, kuru postošā iedarbība uz sēklām var izraisīt ekonomiski nozīmīgus zaudējumus mežsaimniecībā un lauksaimniecībā. Meža atjaunošana, izmantojot tiešo sēšanu, bieži ir neiespējama sēklu izpostīšanas dēļ, ko lielākoties nodara ģinšu Apodemus un Clethrionomys sugas. To nodarīt var arī ciršļi (Sorex ģints) (Milimaki un Pasikalio, 1076). Tas pats attiecas uz 
kokaudzētavām. Lauksaimniecībā visplašāk izplatītos un ekonomiski nozīmīgākos sēklu bojājumus nodarījuši Apodemus sylvaticus, kas pavasarī apēd jauniesētās granulētās cukurbiešu sēklas. Mājas pele (Mus spp.) ik pa laikam var arī izpostīt sēklas.
Repelenta galvenais mērķis ir aizsargāt sēklas no grauzējiem, nevis grauzēju skaita samazināšana, kā tas ir, lietojot rodenticīdu. Ņemot vērā šo atšķirību, šis standarts papildina iepriekšējo standartu klāstu attiecībā uz rodenticīdu efektivitātes novērtējumu: EAAO standartu PP 1/97 – Rodenticīdu pulveru pārbaude laboratorijā un dabiskos apstākļos, PP 1/113 – Laboratoriskās pārbaudes rodenticīdu un rodenticīdu preparātu toksiskuma un pieņemamības novērtēšanai, PP 1/114 – Sinantropo grauzēju (Mus musculus, Rattus norvegicus, R. rattus) apkarošanas pārbaudes dabiskos apstākļos, PP 1/169 – Lauka grauzēji (Microtus, Arvicola). Atšķirībā no rodenticīdu pārbaudēm pārbaudēs par repelentu fitotoksiskumu tiek minēts arī tas, ka apstrāde nedrīkst nepieņemami samazināt augu augšanas sparu. Līdzīgi apsvērumi attiecas uz repelentiem koku mizošanas ierobežošanai, kas ir izskatīti atsevišķā EAAO standartā PP 1/200 – Grauzēju repelenti koku mizas bojājumu ierobežošanai.
Repelentus var izmantot, lai samazinātu iespējamību, ka grauzēji, kuriem attiecīgie repelenti nav paredzēti, un citi mugurkaulnieki saindējas, ēdot sēklas, kas apstrādātas ar augu aizsardzības preparātiem (insekticīdiem, moluskocīdiem u. c.).
Repelenta iedarbībai uz kaitīgo grauzēju nav jābūt nāvējošai, tam jāspēj atbaidīt dzīvniekus ar  smaržu, garšu vai iedarbojoties uz citām maņām. Tomēr agrāk vienmēr netika skaidri norobežota inde no repelenta, un ļoti indīgas sastāvdaļas (piemēram, endrīns) tika izmantotas par repelentiem. Šī iemesla dēļ eksperimenta veicējam pirms pārbaudes uzsākšanas jāizpēta pieejamie toksikoloģiskie dati par pārbaudāmo repelentu.
2. Izmēģinājuma apstākļi
2.1. Sēklu apstrāde, pārbaudāmie dzīvnieki
Repelentu pārbaudēs var izmantot jebkādas sēklas, kas ir ieņēmīgas pret bojājumiem, kurus nodara grauzēji. Taču, ja tiek cerēts, ka dzīvnieks tiks atbaidīts, jo sajutīs nepatīkamu garšu, pārbaudes veicējam ir jāņem vērā, ka sēklas čaulu vai apvalku grauzēji parasti pāršķeļ, neņemot tās mutē. Šādas sēklas nevar aizsargāt ar garšas repelentiem.
Ja sēklu apstrāde netiek veikta ar izkliedētāju, tā jāveic saskaņā ar lietošanas instrukcijām. Sēklu apstrādei ar repelentiem ir dažādi veidi, piemēram, mērcēšana, smidzināšana, ietveršana palīgvielā, kas sajaukta ar pārklājamo materiālu vai pārklājuma ārējā slāņa veidošana. Jebkurā gadījumā apstrāde jāveic visām sēklām vienādi. Ja ir pieejams kāds repelents, kura iedarbība  uz lauka ir zināma, tad ieteicams pārbaudes procedūrā iekļaut šo repelentu.
Pārbaudi ieteicams veikt ar nesen noķertiem savvaļas dzīvniekiem. Ja iespējams, katrā pārbaudes sērijā jāizmanto nepieredzējuši īpatņi. Ja pārbaudes tiek veiktas ar laboratorijā izaudzētām līnijām,  jānodrošina pārbaudāmo dzīvnieku ģenētiska daudzveidība (sk. EAAO standartu PP 1/198 – Pārbaude grauzēju noturībai pret rodenticīdiem - antikoagulantiem). Pārbaudē jāiekļauj vienāds abu dzimumu dzīvnieku skaits. Pieredze liecina, ka desmit dzīvnieki grupā, kā tas bija sākotnējās pārbaudēs, ir pietiekams daudzums. Ja ir liela dzīvnieku daudzveidība, jāpārbauda lielāks to skaits.
Pirms sākt pārbaudi, kurā tiks izmantotas apstrādātas sēklas, pārbaudītājam jāveic garšīguma  pārbaude, kurā tiek izmantotas neapstrādātas sēklas, ar atsevišķu nepieredzējušu īpatņu grupu, lai zinātu, vai visi dzīvnieki labprāt ēdīs šādas sēklas. Ja tam nav garantijas (kā tas ir, piemēram, ar granulētām cukurbiešu sēklām, kaut gan tām laukā var nodarīt lielu kaitējumu) un ja nav pieņemama pārbaudāmās vielas nesēja maiņa, dzīvniekiem pirms pārbaudes var ierobežot barību, dodot tiem tikai neapstrādātas sēklas (tādu šķirņu, kas jāaizsargā ar repelentu), lai samazinātu pārbaudes rezultātu daudzveidību.
2.2. Pārbaudes veidi
Repelenta efektivitāte jānovērtē laboratorijā, aplokā un lauka izmēģinājumos ar sugām, kam tas paredzēts. Laboratorijās un aplokos pārbaudes jāveic, lai parādītu repelentu iedarbību kontrolētos apstākļos, kur iespējama sīkāka novērošana, novērtēšana un adekvāta atkārtojamība. Laboratoriskajās pārbaudēs jānosaka grauzēju atvairīšanas relatīvais līmenis pārbaudēs ar izvēles iespējām un pārbaudēs bez izvēles iespējām. Tikai tad, ja pārbaudes ar izvēles iespējām liecina par augstu grauzēju atvairīšanas efektivitāti, attiecīgais repelentu savienojums jālieto pārbaudēs bez izvēles iespējām. Tas sniegs sīkāku informāciju par grauzēju atbaidīšanas efektivitāti barības trūkuma apstākļos.
Taču tad, ja pārbaudāmie repelenti ir gaistoši, koncentrācijas efekts pārtikas traukā var radīt stiprāku grauzēju atbaidīšanas efektivitāti salīdzinājumā ar atsevišķām augsnē iesētām sēklām. Lai atrisinātu šo problēmu, ir vajadzīgi aploka vai lauka izmēģinājumi. Pārbaudēs aplokā var novērot repelentu efektivitāti dabiskākos apstākļos (piemēram, ar sēklām, kas iesētas augsnē) un papildu faktoru ietekmi (piemēram, temperatūra, lietusgāze).
Lauka izmēģinājumiem jāapliecina repelenta efektivitāte apstākļos, kad ir pieejama dabīga alternatīvā pārtika; šo situāciju nevar adekvāti atveidot aploka izmēģinājumos. Tomēr, veicot šādus izmēģinājumus, rodas daudz problēmu. Starp daudzajiem faktoriem, kas var ietekmēt grauzēju atbaidīšanas līdzekļa efektivitāti, dažādos laukos mērķa sugu ietekme uz aizsargājamām sēklām var atšķirties vides apstākļu rezultātā, apgrūtinot piemērota lauka izvēli.
3. Izmēģinājuma plānošana un pārbaužu veikšana
3.1. Laboratorijas izmēģinājumi
3.1.1. Pārbaudes ar izvēles iespējām
Izmēģinājums jāveic ar dzīvniekiem, kas būros ievietoti pa vienam. Identiskus traukus ar neapstrādātām sēklām un sēklām, kas apstrādātas, var papildināt ad libitum ik pa četrām dienām. Trauku novietojums jāmaina ik dienas pēc patēriņa reģistrēšanas un trauku piepildīšanas, lai novērstu priekšrocības, kas saistītas ar attiecīgā trauka atrašanās vietu. Lai veiktu iepriekšējo pārbaudi vai lai salīdzinātu maisījuma dažādās koncentrācijas, var veikt pārbaudi ar vairākām izvēlēm (Pelcs, 1989). Pārbaudēs katram komponentam jābūt pietiekamā daudzumā, lai pabarotu pārbaudāmos dzīvniekus 24 stundas. Vidējā dienā ņemtā sēklu proporcija norādīs par aptuveno grauzēju atbaidīšanas efektivitāti attiecībā uz pārbaudāmo vielu.

Lai novērotu pārbaudāmo dzīvnieku tiešo izvēli attiecībā uz barošanas vietām, kurās ir sēklas, kas apstrādātas ar pārbaudāmo repelentu, vai neapstrādātās sēklas, papildus var veikt Y-pārbaudes (olfaktometrijas pārbaudes) vai pārbaudes ar saistītajām maņu orgānu sistēmām. Ar attiecīgu aparatūru ir iespējams izmērīt arī to, cik lielas ir dzīvnieka pūles piekļūt izvēlētajai barībai, lai gan šādi izmēģinājumi līdz šim ir veikti tikai ar žurkām.
3.1.2. Pārbaudes bez izvēles iespējām
Saistībā ar šīm pārbaudēm var veikt Noltes (1993) aprakstīto pārbaudes procedūru ar nelielām izmaiņām:  katrai apstrādes grupai un vienai kontroles grupai ir noteikti desmit atsevišķi iesprostoti dzīvnieki, kam 16 stundas netiek dota barība. Dzeramais ūdens tiek dots ad libitum. Nedrīkst pieļaut, ka grauzēju ķermeņa masa samazinās zem 85 % salīdzinājumā ar sākuma masu. Tomēr jāpiezīmē, ka pietiek tikai ar dažas stundas ilgu badošanās periodu, lai ciršļu dzīvība būtu apdraudēta.
Pēc adaptācijas ir četras dienas ilgs pirmsapstrādes periods. Katrā pirmsapstrādes dienā izpētes nolūkos visiem dzīvniekiem četras stundas ir pieejamas neapstrādātas sēklas. Četru stundu ilgā perioda beigās barības uzņemšana tiek izmērīta un dzīvniekiem ad libitum četras stundas ir papildus pieejama parastā laboratorijas barība, ar kādu tie tika baroti pirms pārbaudes sākšanas. Tad barība no būriem tiek aizvākta un dzīvnieki bez tās atstāti līdz nākamajai dienai.
Pēc pirmsapstrādes perioda ir četras dienas ilgs apstrādes periods. Apstrādes procedūras ir līdzīgas aprakstītajām pirmsapstrādes procedūrām, izņemot to, ka apstrādes grupām tiek izsniegtas  attiecīgās sēklas, kas apstrādātas ar pārbaudāmo repelentu. Šajā periodā kontroles grupai tiek dotas neapstrādātās sēklas.
Grauzēju atbaidīšanas efektivitāti var vērtēt kā daudzsološu, ja pārbaudēs bez izvēles iespējām tiek panākts tas, ka apstrādes rezultātā samazinās pārtikas patēriņš vidēji vismaz par 60 %. Tuvāku informāciju par pārbaudāmo dzīvnieku uzvedības izmaiņām attiecībā uz apstrādātām sēklām var iegūt, izmantojot videotehniku. Īpaši lietderīgi ir reģistrēt laiku, pēc kāda apstrādātās sēklas ir ņemtas pirmo reizi katrā izmēģinājuma dienā.
3.2. Aploka izmēģinājumi
Pārbaudāmie repelenti, kas ir devuši daudzsološu efektu pārbaudēs ar izvēles iespējām un bez tām, pēc tam jānovērtē aploka izmēģinājumos. Var izmantot aplokus gan ārā, gan telpās, kuru platība ir vismaz 4 m2. Ir jānovērš citu sugu iekļūšanu tajos. Pārbaudāmo sugu dzīvnieki ir jāievieto aplokos pa vienam vai grupās atkarībā no aploku lieluma. Jānodrošina, lai dzīvniekiem būtu pietiekami daudz vietas migām un pietiekami daudz dzeramā ūdens. Sniegtās barības daudzumam jāatbilst daudzumam, kas ir tuvu tam, kāds pārbaudāmajiem dzīvniekiem nepieciešams 24 stundu laikā. Lai pierastu pie aploka, dzīvnieki tajā jāievieto dažas dienas pirms izmēģinājuma sākšanas.
Ir iespējami vairāki veidi attiecībā uz pārbaudēm ar izvēles iespējām un bez tām: uz paplātītēm, kas vairākas dienas tiek novietotas aplokā uz zemes,  var uzbērt apstrādātas un neapstrādātas sēklas. Katru dienu tiek reģistrēts, cik daudz sēklu tiek apēsts, un paplātītes piepildītas no jauna. Atšķirībā no pārbaudēm būros aplokā ir lielāka platība, un tas dod iespēju novērtēt dzīvnieku pūles iegūt izvēlēto pārtiku.
Turpmāko noderīgo informāciju par repelentu efektivitāti var iegūt, ja aploka pamats klāts  ar augsnes kārtu un apstrādātās sēklas ir iesētas. Ja nepieciešams, vienā vietā var iesēt divas vai vairāk sēklas. Var modelēt dažādus vides apstākļus, piemēram, temperatūru vai lietusgāzi. Tomēr, ja katru dienu tiek paņemts daudz apstrādāto sēklu, izmēģinājumi var būt darbietilpīgi. Sēklas, kas tiek paņemtas, reģistrē un aizvieto ar jaunām. Visas sēklu čaulu vai apvalku atliekas, kas var saturēt repelentu, ir rūpīgi jāaizvāc. Ja tiek veiktas pārbaudes bez izvēles iespējām, svarīgi ir pārliecināties, ka nekādi slepeni pārtikas krājumi no pirmsapstrādes perioda dzīvniekiem nav pieejami. Ja ir apslēpts proporcionāli daudz sēklu, bet pēc izņemšanas no augsnes tās nav apēstas, tad var pieņemt, ka šāda rīcība nesīs zaudējumus arī laukā. Lai gūtu informāciju par pārbaudāmo dzīvnieku uzvedību, ieteicams lietot videotehniku.
Novērtēšanā tiks ņemta vērā sēklu bojājumu samazināšanās, izmantojot repelentus dažādos eksperimentālos apstākļos. Grauzēju atvairīšana tiks novērtēta kā visdaudzsološākā tad, ja repelenta lietošanas rezultātā sēklu patēriņš visos izmēģinājumos samazināsies tuvu nullei. Tomēr sīkāk jāizpēta un jāiekļauj lauka izmēģinājumos pat tādas vielas, kuru lietošanas rezultātā tiek panākts samazinājums par vismaz 60 %.
3.3. Lauka izmēģinājumi
Ja tiek pieprasīti lauka izmēģinājumi, tad pirms izmēģinājuma sākšanas mērķa sugu sastopamība katrā lauciņā ir jāpārbauda, izmantojot dzīvķeramo slazdu. Par dzīvķeramo slazdu metodi sk. EAAO standartu PP 1/169 – Lauka grauzēji (Microtus, Arvicola). Periodā no sēklas iesēšanas līdz tās uzdīgšanai jāveic lauka izmēģinājumi ar katru pārbaudāmo repelentu, etalonpreparātu un, ja pieejams, neapstrādāto kontrolparaugu, izmantojot 3-4 replikātus.
Jāizveido neapstrādāti lauciņi un lauciņi dažādu apstrāžu veikšanai, un ieteicams, lai to novietojums būtu tāds, ka tie būtu nošķirti cits no cita un tādējādi būtu novērsts tas, ka grauzējiem pieejami dažādi apstrādes veidi (selektīvajai barošanai var būt dažas priekšrocības, bet tā neatbilst reālajai situācijai, kad pieejama tikai viena apstrāde).  Cita iespēja – vietās, kur lauciņu iekārtošanai nav pieejamas lielas platības, tiek ieteikts izveidot plašu lauciņu, kurā iekļauti kontrolparaugi (sk. EAAO standartu PP 1/152 – Efektivitātes novērtēšanas izmēģinājumu plānošana un analīze).
Desmit izvēlētajās pārbaudes platībās visos lauciņos ir jāsaskaita bojātās sēklas. Tā kā sēklu izmērs ir atkarīgs no izpētāmā kultūrauga, tad katrā pārbaudāmajā platībā jābūt apmēram 100 sēklām. Tā kā lauciņā no ārpuses bieži iekļūst nelieli zīdītāji, tad jānosaka, cik tālu no lauciņa malām jāatrodas platībām, kurās jānovērtē bojājumi. Apstrādātajā un kontrollauciņā katras divas pārbaudāmās platības jāizraugās tā, lai apstākļi, kas attiecas uz attālumu no lauciņa malas līdz blakusesošajai veģetācijai/kultūraugam, ir vismaz pa pāriem vienādi.
Novērtēšanu var veikt pēc sēklu uzdīgšanas, bet lauciņi no sēklu iesēšanas brīža līdz sadīgšanai rūpīgi jānovēro, lai konstatētu, vai tajos nav citas sugas, kas var nodarīt kaitējumu (piemēram, baloži), un rūpīgi jānovērtē jebkāda bojājuma veids. Ja putni rada problēmas, jāapsver pārbaudāmo platību pārklāšana ar tīklu. Sēklu bojājumus bieži var noteikti, pētot sēklu apvalku un čaulu paliekas, kas atrastas zem bedrītēm, ja sēklas ir izraktas.
Sēšanai visos lauciņos jābūt vienādai. Augsnes tips (saskaņā ar noteiktu valsts vai starptautisku standartu), sēklas gultnes kvalitāte (augsnes apstrāde) un sēšanas dziļums, tāpat kā sēklu dīgtspēja, ir jāreģistrē. Lai novērtētu sēklu dīdzību lauka apstākļos, var izmantot stiepļu sieta nožogojumus. No sēšanas līdz sēklas uzdīgšanas brīdim jāreģistrē meteoroloģiskie dati, kas varētu ietekmēt sēklas un/vai mērķa sugu aktivitāti un repelenta iedarbību. Parasti reģistrē nokrišņus (veidu un daudzumu (mm)) un temperatūru (vidējo, maksimālo, minimālo (°C)). Vēlams visus šos datus reģistrēt izmēģinājuma vietā, bet var izmantot arī tuvumā esošās meteoroloģiskās stacijas datus. Pārbaudes protokolā jāiekļauj arī sīki izstrādāts izmēģinājuma vietu apraksts (ģeogrāfiskā atrašanās vieta, topogrāfija, zemes izmantošana, kultūraugi, apkārtnes apstrāde u. c.).
4. Statistiskā datu apstrāde un efektivitātes vērtējums
Pārskatā jābūt sistematizētiem rezultātiem, kā arī to analīzei un vērtējumam. Jābūt pieejamiem sākotnējiem (izejas) datiem. Ieteicams veikt šādus aprēķinus: laboratorijā veiktajās pārbaudēs ar izvēles iespējām – apstrādāto sēklu patēriņš attiecībā pret kopējo patēriņu (grauzēju atvairīšanas attiecība);  laboratorijā veiktajās pārbaudēs bez izvēles iespējām – patēriņš katrā apstrādes grupā attiecībā pret patēriņu neapstrādātajā kontroles grupā un patēriņš apstrādes fāzē attiecībā pret pirmsapstrādes periodu. Lai novērtētu rezultātus, ir jāsalīdzina sēklu patēriņš apstrādātajās grupās ar sēklu patēriņu neapstrādātajā kontroles grupā, tāpat kā sēklu patēriņš pirmsapstrādes un apstrādes periodā.
Lai pārbaudītu iedarbību saistībā ar periodu un ikdienas apstrādi, var izmantot divu veidu atkārtoto mērījumu dispersijas analīzi (ANOVA).
Aploka un lauka izmēģinājumos sēklu bojājumu samazināšanos (R), veicot apstrādi ar repelentu, var aprēķināt, izmantojot šādu formulu:
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Ir jābūt lielai atšķirībai attiecībā uz sēklu bojājuma pakāpi  apstrādātajos lauciņos un kontroles lauciņos, citādi rezultāti jāanulē. Parasti izmanto statistisko analīzi ar attiecīgajām metodēm, kuras jānorāda. Dati par atsevišķām izmēģinājuma dienām var tikt apkopoti tad, ja netiek veiktas nozīmīgas izmaiņas attiecībā uz priekšrocībām, – citādi gadījumā katra diena jāvērtē atsevišķi.
ANOVA var izmantot, lai novērtētu rezultātus, kas iegūti izmēģinājumos laboratorijā, aplokā, un uz lauka:
- pārbaudēs ar divām izvēles iespējām, lai novērtētu iedarbību katrā dienā;
- pārbaudēs ar daudzām izvēles iespējām, lai novērtētu apstrādes iedarbību un iedarbību katrā dienā;
- pārbaudēs bez izvēles iespējām, lai novērtētu iedarbību visā periodā un katrā dienā. 

Grauzēju atbaidīšanas efektivitāte, kas piemīt sēklām, kuras apstrādātas ar pētāmo preparātu, jānovērtē attiecībā pret neapstrādātajām sēklām un sēklām, kas apstrādātas ar etalonpreparātu. Sk. EAAO standartu PP 1/152 – Efektivitātes novērtēšanas izmēģinājumu plānošana un analīze.
5. Fitotoksiskā sēklu apstrādes iedarbība
Dīdzības pārbaudes ar sēklām jāveic attiecībā uz visiem izmēģinājuma variantiem un jebkādu lietoto koncentrāciju, beidzot ar to, kuru lietojot nav novērota ietekme salīdzinājumā ar neapstrādāto kontrolparaugu. Lauka izmēģinājumos fitotoksiskā iedarbība uz iesēto sēklu ir jānovērtē, salīdzinot apstrādāto un neapstrādāto sēklu. Kultūrauga bojājuma pazīmes ir precīzi jāapraksta, iedarbība ir jāaprēķina vai jāizmēra, vai citos gadījumos jānovērtē bojājuma biežums un intensitāte. Jānovērtē arī ietekme uz sēklu dīgšanu laukā, augšanas ātrumu, jebkāda novērotā  deformācija un hloroze/nekroze vai cita ietekme. Jāņem vērā arī apstrādāto sēklu glabāšanas laika ietekme. Tuvāka informācija – EAAO standartā PP 1/135 – Fitotoksiskuma novērtējums.
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