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Con riferimento al D.M. 19735/7303/08 del 29 diceenB008, che concede al CRA un contributo
per lo svolgimento del progetto di ricerca “APENEDnitoraggio e ricerca in apicoltura”, e alla
richiesta, espressa nella lettera prot. 611 dejekthaio 2009 di trasmissione del decreto stesso, di
dare priorita alle sperimentazioni sugli effettil deais conciato sulle api, si riportano i primi
risultati ottenuti nellambito delle linee di ricz riguardanti la tematica sopracitata.

1. La rete di monitoraggio

Nellambito  del Progettos
Apenet é prevista la messa
punto di una rete di
monitoraggio nazionale g
costituita da moduli, a loro%
volta formati da 5 stazioni di 1
alveari ciascuno, disposti nell##
diverse realta territoriali di ognig
Regione. La funzione della ret
di monitoraggio e raccoglierg
informazioni sullo stato di
salute delle famiglie di api chg
compongono i moduli,
attraverso vari rilevamenti ¢
periodiche analisi di laboratorig
su diverse matrici (api morte
api vive, covata, miele, cers
polline).
Oltre alle analisi di routine, i
caso di eventi anomali d
mortalita € previsto che
vengano  effettuate  visite
supplementari (controlli fuori
periodo) con relativa raccolta 0
campioni (analisi straordinarie)
In questo primo semestre @&
attivita & stata attivata la ret#s
nazionale di  monitoraggicEs:
costituita da almeno un modulo

per ciascuna Regione  Figura 1 - Localizzazione delle stazioni di monitoraggiollaerete
Provincia Autonoma (Figura 1) nazionale Apenet (in colore rosso). Sono ancheisec(in colore fucsia)
Nell'attivita della rete nazionale le stazioni delle reti di monitoraggio regionali dombardia, Friuli

. Venezia Giulia e Piemonte.
sono state coinvolte anche alti
iniziative  di  monitoraggio
nazionali o locali gia attive o in fase di attivaze, tra cui la rete di monitoraggio delle areeiradi
protette finanziata dal Ministero dellAmbiente esgta dallISPRA, attualmente in fase di
attivazione in 4 aree (Veneto, Emilia Romagna, @osag¢ Lazio), e le reti di monitoraggio regionali
gia attive di Lombardia, Toscana, Friuli Veneziaula e Piemonte. A queste si potrebbe
aggiungere la Regione Umbria per l'attivazione nlisecondo modulo, e la Regione Basilicata per
il cofinanziamento dei moduli.
Ad oggi sono stati realizzati i primi due dei qoatsopralluoghi previsti e il terzo & attualmente |
corso; le analisi di routine dei campioni raccoki corso delle visite sono in corso.
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Nel primo semestre di attivita (marzo - agosto 3088lla rete di monitoraggio, non sono stati
segnalati eventi straordinari di morie o spopolamené in corrispondenza dei controlli
programmati di marzo-aprile, né in quelli fino ac @ffettuati in giugno, in occasione del secondo
turno di rilievi, né nel periodo fra il primo cootlo ed il successivo. Fa eccezione la postazione
CLB 2 di Rossano Calabro, limitrofa all’area agroota della Piana di Sibari, dove si e verificata
un’ampia moria di api dovuta all’utilizzo di neonitmoidi durante la fioritura degli agrumi
(controlli eseguiti tardivamente nel mese di maygio

Sono state inoltre effettuate visite di sopralluogio moduli regionali in Sicilia, Sardegnha e
Campania. Sono gia state programmate a breve dmalagite in Marche, Puglia, Calabria e
Basilicata.

La rete di monitoraggio e il database per la gastidi dati di campo sono gestiti dal Centro di
referenza per I'Apicoltura dell'lZS delle Venezimn la collaborazione del DISTA dell’'Universita
di Bologna.

1.1 Il sistema delle segnalazioni

Un importante strumento a supporto del monitoraggiguello costituito dalle segnalazioni, che
permettono di rilevare eventi anomali in alveare aton fanno parte della rete. Il sistema delle
segnalazioni prevede che l'apicoltore riporti alngao Veterinario dellASL competente per
territorio o0 ai centri di raccolta deputati (tradi CRA-API, il DISTA dell’'Universita di Bologna e
I'Universita di Udine) I'episodio di mortalita e €to stesso proceda al necessario sopralluogo, alla
raccolta di campioni, alla loro adeguata conseprazi(-20°C) e all'invio al laboratorio dell’Istitoit
Zooprofilattico Sperimentale per le analisi delaas

Negli anni passati, e in particolare nella primavelel 2008, le segnalazioni di mortalita o
spopolamento degli alveari da parte degli apicolsmno stati di fondamentale importanza per
l'individuazione e la quantificazione delle mori@usate dalla semina di mais conciato.

Il raffronto tra le segnalazioni pervenute ai SerVieterinari e ai centri di raccolta nella primeae
2008 e nella primavera di quest’anno nelle area@im@le e riassunto nella Tabella 1.

Regione _N. di segnalazioni ilare_e maidicole Altre segnalazioni durante
Primavera 2008 Primavera 2009 la primavera 2009

Lombardia 40 1

Piemonte 8 2

Emilia-Romagna 7 1+1*

Veneto e Trentino 20 3

Friuli Venezia Giulia 110 1

Calabria 1

TOTALE 185 2+ 1* 7

Tabella 1 — Numero di segnalazioni pervenute ai servizi mesei e ai centri di raccolta nelle
primavere 2008 e 2009 in aree maidicole e non @-tx% delle Venezie).
* segnalazione non ufficiale

Nella primavera 2008 tutte le 185 segnalazioni sawwenute in concomitanza con la semina del
mais; 132 campioni sono stati raccolti e analizzdti cui il 57,5% e risultato positivo ai
neonicotinoidi usati per la concia delle sementndis.

Nel 2009 due sole segnalazioni ufficiali sono pante al Servizio Veterinario durante il periodo
della semina del mais, piu una non ufficiale pentardirettamente al CRA-API, tutte e tre risultate
connesse all'utilizzo non autorizzato di sementingiis conciato. Il caso della Lombardia riguarda
un apicoltore della provincia di Varese che ha atgo una mortalita anomala il giorno 5 maggio,
successivamente alla semina di mais negli appezgameini all’apiario. L'analisi delle api morte
non ha rivelato presenza di residui, mentre dadliandelle piantine di mais é risultata la presenz
di 6000 ppb di clothianidin. Gli altri due casi x@nno descritti nel paragrafo seguente.



Nel corso della primavera altri 7 campioni collegat segnalazioni sono pervenuti ai servizi
veterinari. Di questi, 5 sono risultati positivire@onicotinoidi, ma I'evento é risultato esserescaol
dall'utilizzo non corretto di prodotti spray a badeneonicotinoidi nei frutteti. Per gli altri 2 le
analisi non hanno rilevato presenza di residui.

1.2 La Squadra di Pronto Intervento

In collegamento con il sistema delle segnalaziostada istituita la Squadra di Pronto Intervento
(SPI), che interviene direttamente sul luogo owapitoltore ha segnalato il danno alle api,
raccogliendo informazioni e campioni per le analigle intervento viene effettuato nei casi in cui
'evento segnalato, sulla base del colloquio coapitoltore, risulti di origine sconosciuta,
guest’anno sono stati tenuti in particolare comnsidiene i casi verificatisi in concomitanza con le
semine del mais. La squadra & formata da un espett€RA-API o del DISTA Universita di
Bologna e un tecnico apistico competente di patelqgu eventuali altre figure di supporto. Tra gli
interventi effettuati in questo avvio di anno, ipiortano i due relativi alle morie durante la seanin
del mais.

Nel primo caso il sopralluogo € stato effettuat@2l marzo 2009 ad Ozzano Emilia (BO) dove,
pochi giorni dopo la semina, un apiario di 39 afyesituato al limite di un campo di mais e stato
trovato fortemente danneggiato. La popolaziongydinagli alveari risultava ridotta di circa il 50%,
molte api erano presumibilmente morte in camporealiono state trovate morte di fronte
all'alveare. Gli alveari avevano attivita di voleassa o nulla e le api vive mostravano spasmi
nervosi, mancanza di energia, stordimento, distareanto, movimenti tremolanti e molto lenti,
tutti sintomi compatibili con quelli da intossicane da neonicotinoidi riportati in letteratura. iTal
sintomi erano ancora evidenti in un successivoahmgo, effettuato dopo 6 giorni nella nuova
postazione in cui I'intero apiario era stato proméaite spostato.

L’analisi dei semi e delle piantine di mais raccoitcampo, effettuata presso I'lZS delle Venezie,
ha rilevato la presenza di residui di 3 diversi meotinoidi, a diverse concentrazioni (nei semi:
imidacloprid 30 ng/g, thiamethoxam 320 ng/g, clatidin 60 ng/g; nelle piantine: clothianidin
2.900 ng/g). L’analisi della flora spontanea citanse il campo, effettuata presso il CRA-API, ha
rilevato la presenza su fiori #ieronicasp. di residui di imidacloprid (470 ng/g) e dighiethoxam
(2.060 ng/g). | risultati delle analisi indicanorf@ato che il danno agli alveari € stato causato
dall'utilizzo non autorizzato di neonicotinoidi pkx concia delle sementi di mais (probabilmente
lotti misti di semi conciati con diversi principitai, avanzati dalla scorsa stagione).

La segnalazione non ufficiale & giunta invece dapicoltore della provincia di Reggio Emilia per
un apiario stanziale di 20 alveari situato in vasina di un campo di mais (a 800 metri di distanza).
Negli alveari € stata osservata elevata mortaliscasa attivita di volo, oltre a comportamenti
anomali delle api adulte, come aggressivita e spasmvosi. L’analisi delle api morte, effettuata
presso il CRA-API di Bologna, ha rilevato 54 ngigchbthianidin, suggerendo l'utilizzo illegale di
semente conciata con questo neonicotinoide.



2. Dispersione di polveri durante la semina del maiconciato e stima degli effetti
sulle api

La linea di ricerca prevede:

- la misura della polverosita del seme di mais cdaocieon i 4 principi attivi oggetto
dell'indagine;

- la quantificazione delle polveri e del principidiad emessi a terra e nell’aria durante la
semina con seminatrice pneumatica modificata e non;

- la valutazione degli effetti sulle api delle polvelasciate durante la semina;

- la valutazione dell'utilitd produttiva ed agronomidella concia del mais;

- la valutazione della persistenza nel suolo e dedislocazione dei principi attivi in diverse
parti della pianta.

In seguito all'incontro avvenuto in data 9 febbr&@09 tra i ricercatori del progetto Apenet e i
rappresentanti di Agrofarma-Federchimica, UNACOMBNIMA, ENAMA, CONFAI, Ditte
sementiere, & stato deciso che:

a) le sementi conciate dovessero rispettare una paditarnon superiore a 3 g/100 kg, misurata
con il metodo Heubach (metodo ESA 09.125.1);

b) le prove con la seminatrice dovessero utilizzammaldello di seminatrice pneumatica piu
diffuso, successivamente individuato da UNACOMA KIMA in un modello Matermacc a
sei file;

c) la macchina fosse dotata del sistema di riduziogia golverosita “dual pipe deflector”,
eseguendo il confronto tra seminatrice con e seradifica.

Tali decisioni sono quindi state illustrate e iatife nella successiva riunione convocata dal
MIPAAF nella stessa data, alla presenza dei rapptasti dei Ministeri e delle Associazioni di
categoria.

Si precisa, riguardo la macchina seminatrice camsiagda MaterMacc Srl a CRA-ING in data 2
marzo 2009, che il modello prescelto era impospaioseminare con interfila di 45 cm e non era
modificabile.

2.1 Test di polverosita del seme

| risultati del test di polverosita del seme cogilindro di Heubach sono riportati nella Tabella 2
dove vengono anche confrontati con i risultati tést eseguito dal produttore entro le 48 ore dalla
concia.

Le quantita di polvere fine, quella cioe che rimarteappolata nel filtro del’Heubach e sulla quale
viene fatta la valutazione, é risultata piu altajgélla dichiarata dal produttore, ma comunqus al d
sotto del limite stabilito di 3 g/q.

Oltre alle polveri fini, &€ da segnalare ancheldstio dal seme di elevate quantita di polveri ggos
che non vengono intercettate dal filtro dello stemto, e costituiscono circa il 90% della polvere
totale estratta.

Conci Polverosita dichiarata  Polverosita rilevata dal CRA-ING (g/q)
oncia
dal produttore (g/q)
Polvere fine Polvere fing  Polvere grogsa F;g![\é?ée

Gaucho (imidacloprid) 0,9600 1,6664 14,9975 16,6639

Poncho (clothianidin) 1,7700 2,1668 33,3358 35,5026
Cruiser (thiamethoxam) 1,3300 2,4999 16,6658 BY16

Regent (fipronil) 1,1100 1,6663 18,3291 19,9953

Tabella 2— Polverosita del seme conciato con i 4 p.a., rataLcon il cilindro di Heubach.



2.2 Dispersione delle polveri durante la semina
Le prove di campo effettuate dal CRA-ING
presso i campi sperimentali di Monterotondo e

Tormancina, prevedevano la semina sequenziale

di parcelle sperimentali di mais conciato con i 4
principi attivi e la macchina seminatrice

modificata o non modificata.

L’inizio delle prove era previsto per la meta di

marzo 2009, essendo I'epoca indicata per la
semina del mais in molte Regioni italiane, ma
'elevata piovosita della stagione ha consentito
un primo accesso ai campi a meta aprile e
successivamente solo a partire da inizio maggio.
Le prove di campo sono state comunque
concluse per tutti e 4 i principi attivi con la

seminatrice modificata e per imidacloprid,

clothianidin e thiamethoxam con quella non
modificata.

Ciascun appezzamento destinato alla prova con

un p.a. e stato suddiviso in tre parcelle
(ripetizioni), che sono state seminate nel corso
della stessa giornata. Il campionamento delle
polveri disperse sul terreno € stato effettuato
tramite una serie di piastre Petri, riempite con
una soluzione di acetonitrile/acqua al 50%, che
fissa il p.a. presente nella polvere, poste in
ciascuna parcella a distanze crescenti (5, 10,
30, 50 m) dalla zona di semina, secondo
schema mostrato in Figura 2. E’ stata quin
calcolata la concentrazione media di p.a. [
unita di superficie nelle piastre Petri.

Per ognuna delle 3 ripetizioni e ad ogni distan
sono state poste 3 piastre Petri; pertanto il d
finale di rilascio di polveri deriva dalla media c
9 valori per ciascuna delle distanze.

O

Figura 2 — Disegno sperimentale delle prove di deriva

in campo. Per la semina con ciascun p.a., un
appezzamento é stato suddiviso in tre parcelle. Per
ogni parcella sono state posizionate, a distanza
crescente dalla zona di semina (5, 10, 20, 30, 50
metri), una serie di 3 piastre Petri per la capteei
delle polveri.

Ai bordi dell'appezzamento sono stati posizionaii s
alveari, tre per ciascun lato.

Per ogni prova sono stati inoltre misurati i seguearametri ambientali: temperatura, umidita
relativa, velocita del vento e radiazione solar@imeraria. Le condizioni ambientali nelle giornate
delle semine con i diversi principi attivi sonoatfate nella Tabella 3.

Principio Deflettore | Data T (°C) U.R. | Velocita vento| Radiazione solare
attivo (si/no) | semina (%) (m/sec) media oraria (KJ/A)
imidacloprid 16/04/09 18,74 47,20 3,07 -
clothianidin i 04/05/09 15,80 75,20 0,93 2918,50
thiamethoxam 12/05/09 25,36 40,00 1,28 3407,00
Fipronil 20/05/09 29,54| 36,80 1,60 3606,80
imidacloprid 04/06/09 26,74 73,00 3,90 3277,80
clothianidin no 11/06/09 27,40 33,00 2,52 3640,40
thiamethoxam 18/06/09 30,90 39,40 1,80 3696,00
fipronil - - - - -

Tabella 3— Dati ambientali medi rilevati durante le giomai semina con i 4 p.a. (fonte UCEA).



Le analisi dei residui, effettuate dal CRA-PAV dorRa, sono state eseguite in cromatografia
liquida a rivelazione di massa triplo quadrupolanftem HPLC-MS-MS), con strumentazione
Waters 4micro, interfaccia ESI POS e ESI NEG in afitdl MRM. Tutti i metodi sono stati validati
secondo procedure GLP standard.

| risultati delle analisi delle piastre Petri socmmpleti per tutti i principi attivi per le proveg la
seminatrice modificata. Con la seminatrice non tcata mancano i dati relativi al fipronil. |
risultati della dispersione dei principi attivierta sono riassunti nelle Figure 3a e 3b.
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In tutte le prove, sia con la seminatrice modificata con quella non modificata, si rileva una
riduzione della concentrazione del principio attewderra allaumentare della distanza dal bordo
della parcella seminata. Tale riduzione é risulstdisticamente significativa per tutti i principi
attivi (test di correlazione per ranghi di Spearjnan

| valori rilevati e le percentuali di abbattimerttenute con I'uso del deflettore sono riportatit B

dei 4 principi attivi, nelle Tabelle 4a, 4b e 4c¢applicazione della modifica “dual pipe deflector”
alla seminatrice ha portato a percentuali di abbatito molto variabili, in funzione del p.a.

Distanza dal Concentrazionénidacloprid a terra

punto di seminal ( g/n?) Percentuale p

(metri) (media + errore standard) di (test U di Mann-

Seminatrice non Seminatrice abbattimento Whitney)
modificata modificata

5 4,20+0,59 3,63+0,56 13% 0,344563
10 2,60+0,32 2,48+0,25 4% 0,964784
20 2,81+0,56 2,16+0,27 23% 0,630428
30 2,77+0,90 1,89+0,16 32% 0,791082
50 1,45+0,13 1,64+0,16 -13% 0,452913

Tabella 4a- Confronto nella concentrazione del p.a. imidpdbba terra tra seminatrice modificata
e non modificata (media + errore standard, n=9).differenze tra le due tesi non sono
statisticamente significative per nessuna delladee (test di Mann-Whitney).

Distanza dal Concentrazionelothianidin a terra (g/nt) Percentuale

punto di (media = errore standard) di (test U%i Mann-

semina (metri) Seminatrice non Seminatrice abbattimento Whitney)
modificata modificata y

5 4,45+1,21 2,25+0,38 49% 0,665

10 1,67+0,29 1,46+0,25 12% 0,791

20 1,73+0,54 1,18+0,33 32% 0,402

30 1,37+0,25 0,61+0,11 56% 0,018

50 1,40+0,24 0,57+0,11 59% 0,005

Tabella 4b - Confronto nella concentrazione del p.a. clotiana terra tra seminatrice modificata
e non modificata (media + errore standard, n=9)diferenze tra le due tesi sono statisticamente
significative per le distanze di 30 e 50 metrif(tégli Mann-Whitney).

Distanza dal | Concentrazionéhiamethoxam a terra (g/nT) Percentuale

punto di (media * errore standard) di (test U%i Mann-

semina (metri) Seminatrice non Seminatrice abbattimento Whitney)
modificata modificata y

5 4,85+0,60 2,53+0,34 48% 0,005

10 3,2940,28 1,42+0,11 57% 0,000

20 2,84+0,29 1,40+0,10 51% 0,000

30 2,34+0,23 1,36x0,12 42% 0,004

50 1,72+0,11 1,09+0,20 37% 0,017

Tabella 4c - Confronto nella concentrazione del p.a. thiamedim a terra tra seminatrice
modificata e non modificata (media + errore staddar9). Le differenze tra le due tesi sono
statisticamente significative per tutte le distafieetU di Mann-Whitney).

E’ stato anche misurato il rilascio di polveri rella, mediante campionatori costituiti da pompe
aspiratrici con filtro in fluoropore da 45 mm, pasnati alla distanza di 5 e 10 m e all'altezza di
170 cm dal suolo, che hanno campionato 100 L & arscuno. E’ stata quindi calcolata la
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concentrazione dei quattro principi attivi nellansea con seminatrice modificata. | risultati sono
mostrati nelle Figure 4a e 4b. Le differenze nadtancentrazione delle polveri captate dai
campionatori alle due distanze risultano statigtieate significative solo per imidacloprid nella
semina con seminatrice modificata (test U di ManhiWey, valori di p in figura).

Oimidacloprid (p=0,050)
B clothianidin (p=0,190)

O thiamethoxam (p=0,827)
O fipronil (p=0,081)

Concentrazione di p.a. nei filtri (ppb)

5m 10 m
Distanza dal bordo del campo

Figura 4a — Concentrazione dei 4 p.a. nell'aria, rilevata ¢c@ampionatori a 5 e 10 metri dalla
parcella seminata con la seminatrice modificatami®grra rappresenta media + errore standard,
per n=3. Le barre contrassegnate dall’asterisciwamd differenze statisticamente significative
tra le 2 distanze (test U di Mann-Whitney).

O imidacloprid (p= 0,127)
B clothianidin (p=0,190)

Concentrazione di p.a. nei filtri (ppb)

5m 10 m

Distanza dal bordo del campo
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Figura 4b — Concentrazione di due dei 4 p.a. nell’aria,véla con i campionatori a 5 e 10 metri
dalla parcella seminata con la seminatrice non fivadh. Ogni barra rappresenta media + errore
standard, per n=3. La differenza nelle concentrazia le 2 distanze non risulta statisticamente
significativa (test U di Mann-Whitney).

Il confronto nel rilascio di polveri nell’aria tréa semina con seminatrice modificata € non
modificata per imidacloprid e clothianidin e ripatd nelle Tabelle 5a e 5b. Le differenze nella
concentrazione delle polveri emesse dalla semaeatniodificata e non modificata soaldimite del
livello di significativita per p<0,09er entrambe le distanze (test U di Mann-Whitneyori di p in
tabella).

Distanza dal | Concentrazionanidacloprid nell’aria (ppb) Percentuale

punto di (media % errore standard) di (tes?U di
semina Seminatrice non Seminatrice abbattimentd Mann-Whitney)
(metri) modificata modificata y
5 0,50+0,05 0,41+0,01 18,13% 0,050

10 0,41+0,02 0,79+0,17 -93,31% 0,050

Tabella 5a -Confronto nella concentrazione di imidaclopridiaeia tra seminatrice modificata e
non modificata (media + errore standard, n=3). ifker@nze tra le due tesi sono al limite del
livello di significativita per p<0,05 (test U di Ma-Whitney).

Distanza dal | Concentrazionelothianidin nell’aria (ppb) Percentuale

punto di (media % errore standard) di (tes?U di
semina Seminatrice non Seminatrice abbattimentd Mann-Whitney)
(metri) modificata modificata y
5 0,2286 0,1388 39,29 0,050

10 0,1714 0,2585 -50,79 0,275

Tabella 5b - Confronto nella concentrazione di clothianidinl’aeia tra seminatrice modificata e
non modificata (media + errore standard, n=3). iffer@nza tra le due tesi e al limite del livello
di significativita a 5 metri e non significatival@ metri per p<0,05 (test U di Mann-Whitney).

2.3 Valutazione degli effetti sulle api delle potvelasciate durante la semina

Per valutare gli effetti della dispersione di poiwdurante la semina sulle api, sei alveari soati st
posizionati ai margini del campo seminato duraatedmina delle tre parcelle (si veda schema in
Figura 2) e i parametri di vitalita delle famigl{enortalitd e consistenza numerica) sono stati
valutati fino a tre settimane dopo la semina.

Le api morte sono state raccolte in apposite gabbgerbasket, contate e, in caso di mortalita
elevata, prelevate per le analisi. Il polline étsteaccolto mediante apposite trappole montate
sull’arnia per le successive analisi, che son@wdtancora in corso. Gli alveari di controllo sono
stati mantenuti nelle stesse condizioni e nellessieambiente, ma a distanza dai campi seminati.

| valori medi di mortalita delle api raccolte neffabbie underbasket dopo la semina sono riportati
nelle Figure 5, 6, 7 e 8. Le differenze statistieata significative sono contrassegnate dall’asteris
(test U di Mann-Whitney).
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Figura 7 — Mortalita media
(£ errore standard) delle api
raccolte nelle gabbie
underbasket degli alveari
esposti alla semina con
thiamethoxam e di quelli di
controllo. I valori
contrassegnati dall'asterisco
indicano differenze
statisticamente significativa
(test U di Mann-Whitney;
p<0,05).

Figura 8 — Mortalita media £
errore standard) delle api

raccolte nelle gabbie
underbasket degli alveari
esposti alla semina con
fipronil e in quelli di
controllo. I valori
contrassegnati  dall’asterisco
indicano differenze
statisticamente  significative
(test U di Mann-Whitney;
p<0,05).

Le api morte prelevate in due alveari, 4 giorni @dp semina con imidacloprid, sono state
analizzate ed e stato rilevato un quantitativorofigipio attivo pari a 0,04 ng/ape e 0,14 ng/ape.

Le api morte prelevate in due alveari il giorno cssivo alla semina con clothianidin hanno
evidenziato livelli di principio attivo rispettivaamte pari a 0,02 ng/ape e 0,07 ng/ape.

Le analisi delle api morte prelevate dalle coloesposte alla semina on thiamethoxam e fipronil
sSono in corso.
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| risultati relativi alla vitalita delle famiglieyalutata in termini di migliaia di api e di cellea@bvata,
prima e dopo la semina, sono riportati nella Tabéll

La differenza nel numero di celle di covata tranf@ie dopo la semina degli alveari esposti alle
polveri di thiamethoxam rispetto al controllo rigulstatisticamente significativa (ANOVA per
misure ripetute, p<0,05).

Migliaia di api Migliaia di celle di covata
Prima dellal 7 g dopo la Variazione| Primadella | 7 g dopola| Variazione
semina semina percentualg semina semina percentuale
Imidacloprid 14,63+0,63| 15,33+0,69 +4,78 40,53+3,54 42,00+1,33 3,63
Controllo 15,94+0,30| 16,75+0,31 +5,08 39,20+1,03 ,4@42,45 +5,61
p=0,276 p=0,961
Clothianidin 19,96+1,43| 18,17+1,06 -8,97 42,67+4,10 48,93+3,55 14,67
Controllo 16,56+0,60| 18,56+0,19 +12,08 45,00+2,52 0,08+2,83 -11,11
p=0,085 p=0,290
Thiamethoxam | 16,06+1,84| 18,21+1,49 +13,39 33,47+3,09 33,00+3,28 -1,40
Controllo 18,56+0,19| 23,13+1,20 +24,62 40,00+2,83 8,06+3,83 +45,00
p=0,052 p=0,008*
Fipronil 22,46+£1,37 | 22,71+1,39 +1,11 51,47+2,15 56,67+2,17 10,10
Controllo 23,13+£2,15| 25,13+2,17 +8,65 58,00+£3,83 ,0681,15 0,00
p=0,483 p=0,372

Tabella 6 — Vitalita della famiglia, valutata in termini diigliaia di api e di celle covata, prima della seai
e una settimana dopo. Sono indicate media + estaredard (n=6) e la variazione percentuale trag®em
dopo la semina. Il dato contrassegnato con asteimslica un differenza significativa tra trattate@ntrollo
(ANOVA per misure ripetute, valori di p in tabella)

2.4 Valutazione dell'utilita produttiva ed agronoma della concia dei semi di mais e studio della
persistenza nel suolo e della traslocazione nell@ya dei principi attivi usati per la concia
Le sperimentazioni, in corso presso il CRA - Umtaicerca per la maiscoltura di Bergamo (CRA-
MAC), hanno lo scopo di confrontare la resa praodatti materiali derivanti da semente trattata
con solo fungicida (Celest), rispetto a quella dit@niali derivanti dalla stessa semente conciata in
aggiunta al fungicida anche con i 4 principi attsotto studio (imidacloprid, clothianidin,
thiamethoxam e fipronil). A tale scopo, nellambiella Rete di Sperimentazione Agronomico-
Varietale nellambiente italiano, sono state scéBelocalita, distribuite per lo piu nelle regiami
vocazione maidicola (Lombardia, Piemonte, Venetayli- Emilia Romagna) e in Toscana. La
distribuzione delle localita e riportata in Tabella
In ciascuna localita sono state allestite paradill@0 mq ciascuna (lunghezza 10-12 m, 4 file) nelle
quali é stato seminato un ibrido commerciale disn&R31 N27-classe 700) sia conciato con i
quattro principi attivi e il fungicida, sia congblo fungicida (controllo); le 5 tesi sono statglieate
4 volte in ciascuna localita.
Sulle colture provenienti da ciascuna tesi, vengooioeffettuati rilievi e valutazioni agronomiche
standard, a diversi stadi fenologici, e precisaerent

- umidita’ della granella (%);

- produzione (g/ha);

- peso ettolitrico;

- altezza pianta;

- altezza spiga;

- percentuale piante spezzate;

- percentuale piante allettate.
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Regione Localita

Lombardia Bergamo
Sant'Angelo Lodigiano (LO)

Sesto ed Uniti-fraz.Luignano (CR)
Caleppio di Settala (M)
Castenedolo (BS)
Brescia

Piemonte Vigone (TO)

Chivasso (TO)
Castelceriolo (AL)
Vercelli

Veneto Lonigo (V1)

Legnago (VR)
Villadose (RO)

Emilia Romagna Masi San Giacomo fraz di Masi Torello (FE)
Parma

Friuli Mortegliano (UD)
Palazzolo dello Stella (UD)

Toscana Marciano della Chiana (AR)

Tabella 7— Elenco delle 18 localita nelle quali sono stdkestite le parcelle sperimentali.

| dati saranno disponibili solo dopo la raccoltae @avverra presumibilmente entro la fine di ottobre
Inoltre nelle stesse localita sono state elabomate,possibile, mappe di rischio per la presenza di
fitofagi ipogei del mais, grazie alla collaborazonon il DISTA dell’Universita di Bologna, il
DIVAPRA dell’'Universita di Torino e il Dipartimentali Agronomia Ambientale e produzioni
vegetali-Entomologia dell’Universita di Padova.

Si sta procedendo infine, con la collaborazione @RA-PAV di Roma, alla valutazione della
persistenza del principio attivo conciante sia swelo sia a vari stadi di sviluppo della pianta di
mais, attraverso I'analisi dei residui dei quafirmcipi attivi nei terreni seminati e in diversissuti
(foglie, radici, fusto, infiorescenze maschile enfeinile) e a diversi stadi di sviluppo della pianta
partendo da piante germinate in allevamenti pageadlin ambiente controllato.

Queste informazioni, relazionate ai risultati dglteve di produttivita, potranno fornire indicazion
sull’effettiva necessita e opportunita della coraghaseme di mais nelle aree sottoposte ad indagine
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3. Effetti della guttazione del mais sulle api

Le piante che sviluppano una pressione radicaldraras frequentemente la fuoriuscita di liquido
dai margini delle foglie, un fenomeno detto gubaia. Le “gocce di rugiada” osservate sulla punta
delle foglie delle graminacee al mattino possongees in realta delle gocce di guttazione. La
guttazione e maggiormente osservabile quandogpitezione € debole e 'umidita relativa e alta.

Le guttazioni sono presenti al mattino nel peripdimnaverile; sono prodotte e permangono nella
lamina delle foglie delle piantine di mais anche jparecchie ore, salvo la presenza di vento secco
(bora). Nel calice, la guttazione permane ancheutr il giorno.

3.1 Residui di principio attivo nelle gocce di gatione di plantule di mais cresciute in vaso
Presso il Dipartimento di Agronomia Ambientale eodquzioni vegetali - Entomologia
dell'Universita di Padova, sono state fatte anaidi’eventuale presenza di residui di principio
attivo nelle gocce di guttazione fogliare e raceadtl calice, provenienti da plantule di mais
seminate in vaso, il cui seme era stato conciatoi @bprincipi attivi oggetto della sospensione. |
risultati sono mostrati nelle Tabelle 8 e 9.

. o . Concentrazione p.a. (mg/L)
Concia Principio attivo 24 marzo 26 marzo 30 marz¢
Gaucho 0,5 imidacloprid 89,16 56,91
Gaucho 1,25| imidacloprid 292,23 345,76 102,91
Poncho clothianidin 101,72 89,06 76,15
Cruiser thiamethoxam 16,22 40,85 25,31

Tabella 8 — Variazione della concentrazione di p.a. nelligcdi guttazione fogliare
di plantule di mais trattate con neonicotinoiddigersi giorni dalla semina.

: o , Concentrazione p.a. (mg/L)
Concia Principio attivo 24 marzo 26 marzo 30 marz¢
Gaucho 0,5 imidacloprid 134,66
Gaucho 1,25| imidacloprid 59,17 120,35 8,23
Poncho clothianidin 46,99 41,50 7,33
Cruiser thiamethoxam 21,34 25,54 2,93

Tabella 9— Variazione della concentrazione di p.a. nellle&cdi guttazione raccolta
al calice di plantule di mais trattate con neonmewtli, a diversi giorni dalla
semina.

La concentrazione di principio attivo nell’acqua glittazione e risultata molto elevata per le
plantule provenienti da seme conciato con i 3 rmmimoidi imidacloprid, clothianidin e
thiamethoxam. Si tratta di concentrazioni ampiametdi sopra della DL50 di queste molecole e
superiori anche alle dosi di utilizzo delle medeasimolecole come spray fogliare. Non si € invece
rilevata la presenza del principio attivo fipronil.

Le api a cui sono state offerte, con semplici wistaboratorio per ingestione, le guttazioni
contenenti i residui dei tre neonicotinoidi sono rteoin pochi secondi. Gocce di guttazione
provenienti da mais il cui seme era stato conatato fipronil non hanno invece provocato alcuna
mortalita.

| risultati completi delle prove sui residui di peipio attivo nelle gocce di guttazione e il loro
effetto sulle api sono in stampa dolurnal of Economic Entomology

3.2 Residui di clothianidin nelle gocce di guttamie di plantule di mais cresciute in campo e

verifica dell’attivita di bottinamento delle api

Presso il Centro Sperimentale Didattico della Racdl Agraria dell’'Universita di Bologna sono

state effettuate prove di campo per valutare lagmea di residui nelle gocce di guttazione di
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plantule di mais provenienti da seme conciato dothianidin e I'effettiva possibilita per le api di
venire a contatto con tali gocce.

La semina e stata effettuata il 16 aprile e le gaticguttazione sono state raccolte da diversiipunt
della plantula di mais in 3 date: 15 maggio, 21 gag 4 giugno. | risultati delle analisi delle
gocce raccolte il 15 maggio sono illustrati in Tiébd0. | valori rilevati risultano sensibilmente
inferiori a quelli ottenuti dalle guttazioni di plule cresciute in vaso descritte nel precedente
paragrafo. Le analisi delle gocce raccolte nelle date successive e i test di laboratorio sulle api
per gli effetti della guttazione sono in corso.

Per la verifica dellattivita di bottinamento delégi sulle gocce di guttazione é stato eseguito |l
conteggio del numero di api presenti sia sul cadipoais conciato con clothianidin sia in uno non
conciato, percorrendo un transetto, costituito dgercorso di tre file da 180 m ognuno, in orari
mattutini (dalle 6.30 alle 8.00) e in giorni prdstai. | risultati sono mostrati nella Tabella 11.
Durante i transetti sono state osservate in t@®aépi nel campo di mais conciato: 1 posata sul
terreno, 1 in volo e l'ultima sulle foglie senzal@vare le gocce di guttazione.

Origine delle gocce di guttazione Residui di clothinidin (mg/L)
Gocce prelevate all’apice delle foglie 0,415

Gocce prelevate sui margini laterali delle foglje ,086

Gocce emesse dalle foglie in seguito a rottura 28,1

Tabella 10— Residui di clothianidin rilevato nelle gocce dlittazioni raccolte in
diversi punti della pianta.

Campo _ Data ri_Ievamento _ _

15 maggio 26 maggio 29 maggio 4 giugno
Mais conciato 1 2 0 0
Mais non conciato 0 0 0 0

Tabella 11— Numero di api osservate nel campo di mais cémeianon conciato.
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Parte 4. Effetti letali e subletali sulle api in ldboratorio dei principi attivi usati nella concia
delle sementi

4.1 Effetti subletali: PER test per saggiare la aaita di apprendere e riconoscere gli odori

Il PER test (Proboscis Extension Reflex test) @ostdilizzato per valutare I'impatto di dosi
subletali delle molecole utilizzate per la concialel sementi di mais sull'apprendimento e la
memoria degli odori nelle api adulte.

Il test si basa sulla valutazione del comportamenftesso di estensione della ligula
attuato dalle api quando percepiscono stimoli anthleassociati alla presenza di fonti zuccherine.
Gli insetticidi neurotossici, che si legano ai 1t@e del neurotrasmettitore acetilcolina possono
influire negativamente sulle aree del cervello dafauall’apprendimento e alla formazione della
memoria. Per imidacloprid e fipronil é gia statamdstrata I'effetto di compromissione,
rispettivamente, della memoria a medio e a lunguitee.

Le prove fin qui condotte nellambito del progetfpenet hanno riguardato imidacloprid,
clothianidin, fipronil e thiamethoxam, e sono statgostate in modo da verificare gli effetti dei
principi attivi sia sull’apprendimento che sul nmscimento degli odori.

Dopo aver isolato api in un contenitore in moddadziarle libere di estendere la ligula, ad ognuna
di esse é stato somministrato il principio attivioiitb a dosi subletali in 3-5 microlitri di soluane
zuccherina al 40%.

Dopo 30’ le api sono poi state addestrate ad esterld ligula in presenza dell’odore citronellolo,
ricompensato con soluzione zuccherina, e a nomastia in presenza dell'odore di menta, punito
con soluzione salina satura.

A distanza di 60, 180’ e 24 h, si e testata laacdta di riconoscere I'odore presentando all'ajge si
qguello corretto che quello sbagliato (10 volte cia®, alternando regolarmente i due odori),
verificando la percentuale di risposte correttdef@sione della ligula solo in presenza dell’odore
premiato), parzialmente corrette (risponde a ertragh odori o a nessuno dei due) e sbagliate
(estende la ligula in presenza dell'odore erratore di quello ricompensato nell’addestramento).
Le dosi subletali ad oggi saggiate per ciascuncpia attivo e il confronto con i relativi valorii d
DL50 sono mostrati in Tabella 12.

Sono stati utilizzati 3 alveari, e ogni principittieo e dosaggio sono stati somministrati a 102 a
per ogni alveare, ripetendo la prova per 3 volte ggni alveare. Per ogni alveare sono state
saggiate altrettante api non trattate.

Principio attivo DL50 Dose saggiata
48 ore

clothianidin 4,7 nglape 0,92 ng/ape

imidacloprid 5 ng/ape 0,2 ng/ape

thiamethoxam 1 ng/ape 0,2 ng/ape

fipronil 6 ng/ape 1,2 ng/ape

fipronil “ 0,03 ng/ape

Tabella 12 — Dosi di principio attivo saggiate GoRER test

Per semplicita e sintesi di esposizione vengon@umpgentati i dati relativi alla percentuale di
risposte corrette, tralasciando le altre categtirresposta.

L’analisi statistica (ANOVA a due vie, consideranilgrincipio attivo e l'alveare come fattori
principali) ha dimostrato che non ci sono differesegnificative nel comportamento delle api dei 3
alveari, mentre il principio attivo determina un#fetenza significativa tra le tesi a confrontodFi
9)

18



10

% PER in presenza di citronellolo

801
701

60
50
40

30[
201
101

HI

Dose per ape
0,92 ng
=1/5 DL50 48h

1

t

Figura 9 — Percentuale di risposte
corrette (estensione della ligula
in presenza dell’'odore) a diversi
intervalli di tempo (60’-blu,
180’-rosso, 24h-verde) dal
trattamento per il gruppo
testimone ed il trattato
(clothianidin). Le differenze per
il confronto a coppie sono
statisticamente significative per
p<0,001.
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Fig. 9. Interazione tra alveare e principio attstdla capacita di rispondere in maniera corretta al
presentazione di un odore (citronellolo) associatitaverso un addestramento preliminare,
all'ottenimento di una ricompensa zuccherina.
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Figura 10 - Percentuale di

risposte corrette (estensione
della ligula in presenza
dell'odore) a diversi intervalli di

tempo (60’-blu, 180’-rosso, 24h-
verde) dal trattamento per |l
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confronto a coppie sono
statisticamente significative per
p<0,001
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Il confronto tra ciascun principio attivo e il tesbne rispetto agli effetti sul comportamento nei
diversi intervalli di tempo, (ANOVA a due vie codsrando come fattori principali il trattamento e
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il tempo) ha dimostrato, per tutti i principi aitsaggiati, una significativa riduzione della capsc
di riconoscere I'odore a tutti gli intervalli codsirrati (Fig. 10, 11, 12, 13)
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Figura 11 - Percentuale di
risposte corrette (estensione
della ligula in presenza
dell'odore) a diversi intervalli di
tempo (60’-blu, 180’-rosso, 24h-
verde) dal trattamento per |l
gruppo testimone ed il trattato
(thiamethoxam). Le differenze
per il confronto a coppie sono
statisticamente significative per
p<0,001
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Per Fipronil é stata saggiata anche una dose nrfitoiore a quella fissata ad 1/5 della dose
subletale (0,03 ng/ape), che ha evidenziato unia c&tuzione della capacita di rispondere alla
presentazione dell’odore, anche se la grande \ltdatva i dati non ha consentito di evidenziare
differenze statisticamente significative (Fig. 14)
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Test Value F DF Effect DF Error p

"P.A"  Wilks  0,263523 35,6 4 51 < 0,000001
TEMPO  Wilks 0,380989 7,9 8 102 < 0,000001
"P.ATEMPO  Wilks 0,736125 2,1 8 102 0,041332
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% PER IN PRESENZA DI CITRONELLOLO

0

TESTIMONE CLOTHIANIDIN
P.A. TEMPO | {1} 2 {3} {4} {5} {6}

1 CLOTH 60' 0,220756 0,000138 0,000138 0,000248
2 CLOTH 180’ 0,000187 0,000997 0,000414 0,400089
3 CLOTH 24 h 0,220756 0,000187 0,000138 0,000138 0,000138
4 | TEST 60' 0,000138 0,000997 0,000138 0,999230 0,131617
5 TEST 180" 0,000138 0,000414 0,000138 0,999230
6 TEST 24 h 0,000248 0,400089 0,000138 0,131617

Fig. 13. Percentuale di risposte corrette (estemesaella ligula in presenza dell'odore) a diversi
intervalli di tempo (60’-blu, 180’-rosso, 24h-vejddal trattamento per il gruppo testimone ed il
trattato (clothianidin). Le differenze per il cooffito a coppie sono statisticamente significative pe
p<0,001

Alla 1/20 della DL50 (0,003 ng/ape) fipronil mostemcora una riduzione della capacita di

riconoscere gli odori, anche se a causa della ntgexariabilita tra le api testate le differenzeano

sono statisticamente significative.

FIPRONIL 0,03 ng/ape
Percentuale di risposte corrette
60
F(3,72)=2,35; p=0,1134 Fig. 14. Capacita di riconoscere I'odore
407 @60 utilizzato per I'addestramento (estensione della
2 m180'|| ligula solo in presenza dell'odore corretto) a
o24hl  diversi intervalli di tempo (60’, 180’, 24h).
0
fipronil 0,03 ng/ape testimone
FIPRONIL 1,2 ng/ape
Percentuale di risposte corrette
100
F(3,17)=6,05; p=0,00334

80

60 — @60

40 = 180

O24h
20 —
0
fipronil 1,2 ng/ape testimone
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Dal punto di vista degli effetti subletali, emengertanto, che i neonicotinoidi saggiati e il fipilpn
somministrati 30 minuti prima della sessione dirapdimento, hanno un forte impatto negativo
sulla capacita di riconoscimento degli odori, cara significativa riduzione a tutti gli intervalli
saggiati, delle risposte corrette alla presentazaeyli odori.

La somministrazione del principio attivo prima ¢teddestramento puo influire su due fasi del
comportamento, che sono I'apprendimento (capadit@rchare una associazione tra un odore e
'ottenimento della ricompensa) e la formazioneladeklativa memoria, processo che richiede
diversi passaggi dalla memoria a breve, medio gduarmine.

Le api trattate con Imidacloprid, Clothianidin eidinethoxam hanno condotto I'addestramento
tutte in maniera corretta (per tutti i p.a. nel #dei casi le api hanno esteso la ligula in presenz
dell’'odore ricompensato e hanno ricevuto il premiecherino, e hanno “assaggiato” anche il sale
al sapore di menta, ricevendo la punizione). Nebadel Fipronil solo il 78% delle api ha condotto
'addestramento in maniera corretta.

E’ possibile quindi ipotizzare che Imidacloprid, o@lianidin, Thiamethoxam, e Fipronil non
impediscano alle api di formare la memoria relatagli odori, non avendo interferito con
'addestramento, ma che il loro effetto si esemd@i momento del recupero della memoria stessa, a
intervalli diversi di tempo.

| nostri dati evidenziano un maggiore impatto dai. jal test delle 24 ore, dimostrando che l'effetto
piu significativo si evidenzia per la memoria adortermine.

Nel caso dei neonicotinoidi cio conferma solo imt@alati di letteratura relativi a prove condotte
con imidacloprid e clothianidin che evidenziavaffiet sul recupero della memoria soprattutto a
medio termine.

Riguardo a Fipronil, invece i dati coincidono comagto emerso da ricerche precedenti,
evidenziando una forte riduzione delle risposteeatte dopo 24 ore.

4.2 Effetti subletali: Test del labirinto per verdare I'impatto sull’orientamento

Ulteriori studi degli effetti subletali dei pringipttivi tramite il PER test e verifiche del lonmpatto
sull’orientamento spaziale sono stati svolti e soneorso di elaborazione.

Si evidenzia comunque una riduzione della capadit@drientamento, anche dovuta ad effetti
complessivi sulla coordinazione motoria (tremoripwimenti a scatti, rotolamenti), effetti che
Spesso sono transitori.

Tali effetti motori sono stati oggetto di ripresémiate, e saranno codificati ed analizzati con
programmi specifici per I'analisi del comportameiatiofine di poterli descrivere e quantificare. |
dati sono in corso di elaborazione.

4.3 Effetti letali

Poiché le sperimentazioni sono state condotte samtrando 1/5 della DL5@, ricavata per ogni
p.a. partendo da dati disponibili in letteratuiag proceduto alla verifica dell’effettiva letalitielle
dosi somministrate, secondo il protocollo previgter i test EPPO, nei quali la dose viene
somministrata a gruppi di 10 api in 200 microlitri.

E’ stata inoltre condotta una prova per verificirdetalita della stessa quantita di principio\atti
somministrata secondo le modalita utilizzate peprtava PER e per il labirinto, in cui il p.a. viene
diluito in 3-5 microlitri (a seconda del p.a.), chengono poi offerti all’ape.

Le prove sono ancora in corso, e sono state coatelper ora per Imidacloprid

La prova e stata condotta su 3 alveari, ripeten8olalte.

| dati fin qui raccolti dimostrano che le dosi teamente subletali da noi utilizzate provocano una
significativa mortalita nelle api, con un’interag@msignificativa a seconda dell’alveare.

In aggiunta a cio, la mortalita registrata per éanministrazione piu concentrata (3-5 microlitri)
rispetto a quella piu diluita (20 microlitri) evideia una maggiore tossicita della prima rispetta al
seconda (Fig. 15)

22



Effetti della concentrazione di Imidacloprid sulla

mortalita
100
2 80 — . :
S O somministrazione in 20
g 60 microl/ape di sol. Zucch.
3 40 40%
s 20 I—l—- B somministrazione in 5
0 microl/ape di sol.
60' 180 24h 48h Zucch. 40%
tempo

Fig. 15 Mortalita rilevata a intervalli crescentitedmpo.

4.4 Effetti sulla covata

E stato applicato il protocollo messo a punto dpiAel et al presso INRA (Francia), che permette
di allevare le larve di api in vitro senza I'ausililelle api nutrici e di verificare la loro rispasa
diversi fattori di stress.

La tossicita (espressa come 49la 48h) delle molecole in questione sulle larveta@dasvalutata
attraverso la somministrazione di 5 dosi cresadirprincipio attivo ad un campione di 48 larve piu
il testimone. | primi risultati sono illustrati nalTabella 13.

Sulla base dei risultati relativi alle prime duestsmze saggiate, clothianidin e fipronil, si deduce
che la covata sia notevolmente meno suscettibili@tatsicazione rispetto alle api adulte. Per |l
clothianidin non € stato possibile calcolare lasPllarvale, in quanto la massima dose
somministrabile (in base alla solubilita del prioi attivo), pari a 3000 ng/larva, ha prodotto una
mortalita corretta dell'’l1,4%. Le prove di tossicitarvale per gli altri due principi attivi
(imidacloprid e thiamethoxam) sono in corso.

Principio attivo DL 50 (24h) api adulte DLso (48h) larvale
clothianidin 4 ng/ape >>3000 ng/larva
fipronil 4 ng/ape 39 ng/larva

Tabella 13— Confronto tra la Dig larvale e quella degli adulti a 48 ore di
clothianidin e fipronil (dato ricavato dalla letsura).
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5. Conclusioni

| dati ottenuti dalle sperimentazioni fin qui comteo seppure incompleti in alcune parti e con
necessita di ripetizione per altre, ci consentartoadre alcune parziali conclusioni.

La rete di monitoraggio Apenet, attivata in tuttderritorio italiano, non ha rilevato per questo
inizio di anno, casi di morie o spopolamenti cosnesn la semina mais. In nessuna delle stazioni
di monitoraggio si sono verificati fenomeni rilevaratta eccezione per gli apiari situati nell'are
della piana di Sibari, dove si e verificato un sst@avvelenamento, dovuto pero all'utilizzo in
fioritura di neonicotinoidi in formulazione sprafdtara, p.a. thiamethoxam).

Il sistema delle segnalazioni, che nella primaaesiasata ha rilevato 185 casi di morie con 132
campioni raccolti nel periodo della semina del mdiscui circa la meta trovati positivi ai principi
attivi usati nella concia, in questo primo semekteaaccolto in totale 10 segnalazioni, di cui solo
tre relative al periodo della semina del mais @ii@ampioni hanno rivelato I'utilizzo illecito dei
prodotti per la concia interessati dalla sosperesi@elle altre 7 segnalazioni, 5 sono risultaterss
causate da neonicotinoidi in formulazione sprayntneeper le altre 2 le analisi non hanno rilevato
la presenza di residui.

La sperimentazione riguardante la semina di maigiato con i 4 principi attivi in esame ha
portato i seguenti risultati:

- la polverosita della semente conciata e risulthtisatto del limite stabilito di 3g/q;

- il rilascio di polveri in campo durante la semimancseminatrice pneumatica e variato
tra 0,5 e 3,5 microgrammifmcon la seminatrice modificata, e tra 1 e 5
microgrammi/nd con quella non modificata, con una significativémiduzione
all'aumentare della distanza dalla zona di semina;

- la concentrazione delle polveri rilasciate nelbadiurante la semina e risultato variabile
tra 0,1 e 0,8 ppb, con un aumento all’'aumentaria dettanza da 5 a 10 m nelle prove
con seminatrice modificata, e invece una diminugiam quelle con seminatrice non
modificata;

- dai dati in nostro possesso sembra che I'applicazdel sistema di abbattimento della
polverosita “dual pipe deflector”, pur permettendaa riduzione molto variabile
nell’emissione delle polveri a terra, contribuisdéa maggior dispersione delle stesse
nell’aria, portandole a maggiori distanze e quiadginentando la probabilita di contatto
con le api in volo e agli alveari presenti nellanpagna circostante.

Le colonie direttamente esposte alla semina camattgp principi attivi e la seminatrice dotata di
deflettori hanno evidenziato, in alcune giornatgj di mortalita delle api adulte piu elevati diedju
degli alveari testimone. Non si sono riscontratici@eni di spopolamento. Dalle analisi fin qui
condotte (per due soli principi attivi) le concexaiioni di principio attivo riscontrate nelle api rte
risultano comunque al di sotto della soglia letake vitalita e lo sviluppo delle colonie € risutiat
nella semina con thiamethoxam, inferiore negli alveesposti alla semina rispetto a quelli
testimone.

La concentrazione di principio attivo nelle gocdéegdttazione € risultata molto variabile, in base
allo stadio fenologico della pianta e alla modalda propagazione (in vaso o0 in campo)
evidenziando in ogni caso valori di molto supermicini alla soglia di tossicita per le api. Ball
prime osservazioni in campo non e stato possihiteostrare un’attivita di bottinamento delle api
sulle gocce.
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| primi risultati dei test per gli effetti subletalei confronti delle api adulte hanno rivelatocaun
compromissione del recupero della memoria rispattiente a medio e lungo termine. Tali effetti si
sono manifestati a dosi molto inferiori (circa 1¢)la DLsg riportata in letteratura.

| risultati dei primi test di tossicita sulla coaandicano una sensibilita delle larve ai prin@givi

fin ora saggiati (clothianidin e fipronil) sensitiénte inferiore rispetto a quella degli adulti. Cio
risulta in linea con la tipologia di danno che \gesegnalata nei casi di avvelenamento durante la
semina con seme conciato, che consiste principaémeglla perdita di api adulte. Gli eventuali
danni sulla covata sono solitamente indiretti, egouenti al’assenza delle api nutrici.

In conclusione, da questi primi parziali risult&dno emersi alcuni elementi comprovanti una certa
tossicita dei principi attivi usati nella concial @@me di mais nei confronti delle api. Sebbene |l
miglioramento del processo di concia abbia assiousma minore polverosita del seme, alcuni
danni agli alveari sono stati ancora rilevati r@iso delle semine sperimentali.

Inoltre le quantita di principio attivo rilasciaite campo durante la semina, sebbene al di sotta del
soglia letale per le api, sono vicine, come ordingrandezza, a quelle in grado di provocare, sulla
base dei primi risultati di laboratorio, un danngeocessi d’apprendimento e memoria delle api
adulte.

Occorre infine sottolineare che le condizioni clirdlae di questa primavera, caratterizzata da
elevata piovosita, non hanno favorito la dispemsidnpolveri nell’ambiente. Poiché si ritiene che i
fattori climatici abbiano una grande influenza determinare I'impatto delle semine con mais
conciato sulle api (anche negli anni passati ilofeano é risultato molto variabile da un anno
all’altro), si ritiene necessario replicare le $p@ntazioni in almeno una successiva stagione ed in
diverse localita - differenti per caratteristichedpclimatiche - al fine di poter acquisire dati piu
certi.

Si ritiene altresi opportuno, prima di trarre carsabni definitive, attendere anche gli ultimi risadi

dei test di laboratorio, sia letali sia subletahg prevedono, oltre al completamento dei testicon
principi attivi mancanti, anche una loro ripetizéonon l'utilizzo delle polveri ottenute dal seme
conciato per mezzo del cilindro di Heubach al paibprincipio attivo puro, simulando cosi una
situazione molto piu vicina alla reale esposizianeampo.
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